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RESUMEN

Se desarrolld una metodologia para la extraccion liquido—liquido
(agua/acetonitrilo) para 15 hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) naftaleno,
acenafteno,  fluoreno,  fenantreno, antraceno,  fluoranteno, pireno,
benz(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo[a]pireno, dibenz(a,h)antraceno, benzo(ghi)perileno, indeno(1,2,3-cd)pireno
en matrices acuosas. La particion se consiguié por medio de la saturacion de la
mezcla con sulfato de sodio anhidro y el analisis del extracto se llevd a cabo por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién con Deteccion de Fluorescencia
(HPLC-FLD). Se evalué el desempefio del método por medio de pruebas de
interlaboratorio. Los resultados fueron satisfactorios para los 15 analitos
convalores de Z entre (-1,04)y(+0,73). Se realizé la validacién del método en 4
niveles de concentracién en matrices de agua potable, agua natural y agua
residual. En las muestras fortificadas los porcentajes de recuperacion fueron del
92% al 61% con una media de 78%. Mientras que, en el material de referencia
certificado la recuperacion fue del 114% al 71% con una media de 91%. En todas
las pruebas realizadas la incertidumbre fue muy homogénea, con una maxima de
23,1% y minima de 9,3% la media global fue del 13,5%.

Palabras clave: Extraccion, HAPs, HPLC-FLD, Muestras acuosas, Particion

liquido-liquido.



ABSTRACT

A liquid - liquid extraction method (water/acetonitrile) was developed for the
determination of 15 polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs)naphthalene,
acenaphthene, fluorene, phenanthrene, anthracene, fluoranthene, pyrene,
benz[alanthracene, chrysene, benzo[b]fluoranthene, benzo[k]fluoranthene,
benzo[a]pyrene, dibenz[a,h]lanthracene, benzo[ghi]perylene, indeno[1,2,3-
cd]pyrenein aqueous samples. Partitioning was achieved by saturation of the
mixture with anhydrous sodium sulfate. The extract was analyzed by High
Resolution Liquid Chromatography with Fluorescence Detection (HPLC-FLD).
Method performance was evaluated by means of inter-laboratory proficiency
testing. Results were satisfactory for all analytes, as Z scores were between (-
1,04) and (+0,73). The method was validated in 4 concentration levels in drinking
water, natural water and wastewater samples. In spiked samples, the recoveries
were from 92% to 61% with a mean value of 78% while in certified reference
material the recoveries were from 114% to 71% with a mean value of
91%.Uncertainty was very homogeneous forall tested concentrations. The
uncertainties were from 23.1% to 9.3% the overall mean was 13.5%.

Keywords: Extraction, PAHs, HPLC-FLD, Liquid-liquid partition, Water

samples.



INTRODUCCION

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos o hidrocarburos aromaticos
polinucleares mejor denominados como HAPs son compuestos organicos téxicos,
y cancerigenos (Food safety authority of Ireland, 2015). La realizacion de estos
ensayos en el laboratorio entrafia inherentemente un riesgo por el potencial
peligro que los mismos analitos representan, pero también el analisis en si mismo
conlleva riesgo por el empleo del diclorometano como solvente de extraccion
(NIOSH, 2016). Pese a la importancia analitica de esta familia de compuestos, en
los métodos estandarizados no se han observado modificaciones fundamentales

desde los anos ochenta.

Debido a la normalizacién, los ensayos quimicos y los laboratorios donde
se realizan se han sujetado a diversas normas para demostrar competencias
técnicas (ISO 17025), responsabilidad con el ambiente (ISO 14001), y conla salud
del personal involucrado en los ensayos (OHSAS 18001). Esta tendencia ha
hecho que se prefieran técnicas econdémicamente rentables, que empleen
cantidades reducidas de reactivos y por ende generen pocos desechos, ademas
que se busquen alternativas menos peligrosas para la salud y el ambiente.

La técnica QUEChERS (acréonimo en inglés de Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe; rapido facil, econémico, eficaz sélido y seguro) y
otras similares como el US EPA 8330 (2007) hacen uso del fendmeno de particion
que se observa en determinadas mezclas homogéneas de solventes luego de
saturar la mezcla con una sal. El uso de esta propiedad permite en las
extracciones liquido-liquido cambiar los tradicionales solventes no polares

inmiscibles con el agua como el hexano y diclorometano por otros mas polares y



particionables por accion de sales como el acetonitrilo, isopropanol y acetona.
(Majors, 2009). Esta técnica presenta algunas ventajas analiticas:

° Eleva la recuperacion de analitos altamente polares que no se
podian con los métodos clasicos.

° Elimina la fase de cambio de solvente, que es la responsable
de las bajas recuperaciones de los analitos mas volatiles.

) Simplifica y facilita el procesamiento de la muestra.
(Lehotay, Anastassiades y Majors, 2010)

Este trabajo estudia las modificaciones realizadas a la técnica QUEChERS
para emplearse en la extraccion de 15 HAPs fluoréforos: naftaleno, acenafteno,
fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benz(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo[a]pireno , dibenz(a,h)antraceno,

benzo(ghi)perileno, indeno(1,2,3-cd)pireno en muestras acuosas.

La extraccion es de tipo liquido-liquido directamente entre la muestra de
agua y acetonitrilo, estos solventes normalmente miscibles se particionan luego
de saturar la mezcla con sulfato de magnesio; de este modo, se sustituy6 el
diclorometano por acetonitrilo. El extracto obtenido se analizdé por cromatografia

liquida de alta resolucion con deteccién de fluorescencia (HPLC-FLD).

El proyecto estudiado en este estudio abarcé desde la preparacion y
optimizacién de las condiciones instrumentales para la determinaciéon cuantitativa
de los analitos, el establecimiento de las condiciones para la fase de extraccion,
hasta la declaratoria de validacion del método en base a estudios
estadisticos.Una vez determinadas las condiciones instrumentales, establecida la
funcidn respuesta del equipo y optimizadas las fases de extraccion, se evalud la
idoneidad del método a través de la participacion en una ronda interlaboratorio
que siga los criterios establecidos por el Servicio de Acreditacion Ecuatoriano
(SAE) y que cumpla los requisitos de la norma ISO 17043 para proveedores de
Proficiency Testing. Cumplida esta evaluacion se procedi6 a determinar los

parametros de validacion en base al disefio experimental siguiente:



La funcién respuesta instrumental y la verificacion de la exactitud se
realizaron mediante patrones certificados, para cada compuesto se usaron de 3 a
6 niveles de concentracion.La exactitud y precisién de la técnica se verificd con 4
niveles de concentracién, para los 15 compuestos: Un nivel se comprob6 con un
Material de Referencia Certificado proveniente de la ronda de interlaboratorios
Asequality abril 2016. Y los otros tres niveles fueron fortificaciones utilizando el
PAH Mix M-8310-QC-ATI de Accustandard con adiciones en agua de consumo,

natural y residual.

OBJETIVOS:

General:

Analizar las diferentes metodologias disponibles para la determinacién
cuantitativa de 15 hidrocarburos aromaticos policiclicos en matrices acuosas
mediante extraccion liquido-liquidoasistida por saturacion salina y cromatografia
liquida de alta eficiencia con detector de fluorescencia.

Especificos:

e Estudiar las condiciones instrumentales Optimas para la cuantificacion de
naftaleno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
benz(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo[a]pireno,dibenz(a,h)antraceno, benzo(ghi)perileno, e indeno(1,2,3-
cd)pireno, mediante HPLC-FLD.

e Estudiar las condiciones Optimas de la extraccién liquido-liquido asistida
por saturacién salina SALLE para la extraccion de los 15 HAPs en matrices
acuosas.

e Analizar el desempefio del método de analisis desarrollado en cuanto a

exactitud, precision y linealidad.



1 DESARROLLO TEORICO

1.1 HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS (HAPs)

1.1.1 GENERALIDADES.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son un grupo de mas de
100 sustancias quimicas diferentes (US ATSDR, 1996) (Baird y Cann, 2012),que
contienen dos o0 mas nucleos aromaticos fundidos formados por atomos de
carbono e hidrogeno (Nollet y Toldra, 2012) en la Figural se muestran algunos
ejemplos, se forman naturalmente en combustibles como carbdn, petréleo,
gasolina, gas, o como productos de su combustién en atmosferas escasas de
oxigeno entre los 500 a 900°C, o en la pirolisis de otros materiales organicos
como madera, basura y tabaco (humo de cigarrillos).Los HAPs generados a partir
de estas fuentes son mezclas de compuestos que pueden formar pequenas
particulas en el aire. La coccion a alta temperatura forma HAPs en la carne y
otros alimentos (Department of Health & Human Services USA, 2013). Fuentes

naturales de HAPs son los incendios forestales y volcanes (Nollet y Toldra, 2012).

Los HAPs de bajo peso molecular (dos y tres anillos) existen en la
atmésfera predominantemente en la fase de vapor, mientras que los HAPs de
multiples anillos (cinco anillos o0 mas) estan en gran medida unidos a particulas.
Los HAPs de peso molecular intermedio (cuatro anillos) se reparten entre las
fases de vapor y particulas, dependiendo de la temperatura atmosférica. Se



considera que los HAPs unidos a particulas son muy peligrosos para la salud
humana(WHO EU, 2010) (Baird y Cann, 2012).

Los HAPs han sido detectados también en el espacio, durante los ultimos
20 anos, los cientificos del Centro de Investigacion Ames de la NASA en Moffett
Field, California, midieron y calcularon experimentalmente las firmas
espectroscopicas de HAPs para rastrear y analizar la inesperada y extendida
emision IR de estos compuestos procedente del espacio profundo. Los cientificos
creen que mas del 20 por ciento del carbono en el universo esta ligado a esta

extensa familia de compuestos (NASA, 2014).

Algunos HAPs se producen individualmente para fines en investigacion o
se utilizan para la fabricacion de tintes, plasticos, pesticidas, explosivos y
farmacos (US HHS ATSDR, 1995). El naftaleno es un HAPs que se produce
comercialmente para fabricar bolas de naftalina y productos quimicos (US HSS,
CDC, 2013). El fenantreno también se ha utilizado para producir acidos biliares,
colesterol y esteroides (US EPA Phenanthrene, 1993).El grafeno que son
moléculas de carbono planas o con geometrias espaciales como los fullerenos y
nanotubos de carbono, también se han definido como hidrocarburos aromaticos
policiclicoslos cuales por sus propiedades fisico quimicas se ha planteado

producirse para aplicaciones variadas(Soria, 2015).

1.1.2 RUTAS DE EXPOSICION Y METABOLISMO.

Las personas suelen estar expuestas a mezclas de HAPs. Las formas
comunes de exposicion son: el aire contaminado con gases de escape de
vehiculos a motor, humo de cigarrillo, humo de madera, o los vapores emitidos
por carreteras de asfalto. Las personas toman HAPs cuando comen carnes a la
parrilla o carbonizadas o alimentos en los que las particulas de HAPs se han
asentado desde el aire (US HSS, CDC, 2013) (Baird y Cann, 2012).En la Tabla 1
se muestra el contenido de HAPs en algunos alimentos.



El procesamiento industrial de los alimentos, como secado, calentamiento,
ahumado, rostizado pueden también formar HAPs. Durante la produccion de té,
café y aceite, sus productos pueden contaminarse con HAPs durante las fases de
secado, sin embargo, en el aceite los niveles pueden disminuir durante la
desodorizacion y tratamiento con carbén (Nollet y Toldra, 2012). Tal como se
espera de su modo de preparacién, la carne y el pescado ahumados o a la parrilla
con carbdén vegetal contienen los mayores niveles de HAPs encontrados en
alimentos. Sin embargo, las verduras de hoja verde como la lechuga y la espinaca
pueden constituir incluso una fuente aun mayor de HAPs, debido a la deposicién
de estas sustancias desde la atmdsfera sobre las hojas de las verduras mientras
estan creciendo (Baird y Cann, 2012). La conservacion con ahumado, y en
especial las técnicas tradicionales son unas de las que mas destacan por aportar
HAPs a los alimentos (Vives et al, 2001). La carne cruda, la leche, las aves de
corral y los huevos normalmente no contendran altos niveles de HAPs debido al
rapido metabolismo de estos compuestos en los animales de los que se producen
estos alimentos. Sin embargo, algunos organismos marinos, tales como moluscos
bivalvos, como mejillones y ostras, se sabe que absorben y acumulan HAPs del
agua contaminada (Food safety authority of Ireland, 2015).

En 2008, la EFSA (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria) calcul6 la
exposicion alimentaria humana a los HAPs basandose en datos suministrados por
17 paises europeos. La exposicion varié entre 235ng/dia y 389ng/dia para el
benzo[a]pireno en consumidores promedio y alto, este valor aumenta a
1729ng/dia y 3078ng/dia, para la suma de los 8 HAPs prioritarios ver Tabla2. Los
dos mayores contribuyentes a la exposicion dietética fueron los cereales, los
mariscos y los derivados de ambos. No obstante, para este estudio no se disponia
datos sobre alimentos con contenido potencialmente elevado de HAPs, como los
productos a base de barbacoa, ahumados y de carne asada. En los productos del
mar, los HAPs no se acumulan en el masculo de los peces debido al rapido
metabolismo, sino que se asocian principalmente con los moluscos y los
productos procesados, como el pescado ahumado (Food safety authority of
Ireland, 2015).



Después de que los HAPs son ingeridos, inhalados o, en algunos casos,
absorbidos a través de la piel, el cuerpo los convierte en metabolitos que pasan
fuera del cuerpo en la orina y las heces (US HSS, CDC, 2013). Durante la

gestacion atraviesan la placenta y se excretan en la leche materna.

El higado y los rifiones son los érganos que metabolizan principalmente los
HAPs ingeridos, mediante mecanismo enzimdtico a través del citocromo P450
CYP otros 6rganos que los metabolizan son glandulas adrenales, testiculos,
tiroides, pulmones, piel, glandulas sebaceas, y el intestino delgado. Los HAPs se
metabolizan primero como epdxidos, los que luego se convierten en derivados
dihidrodioles y fenoles. La excrecion se realiza via bilis u orina después de la
conjugacion de los metabolitos con sulfatos y glucurénidos. Estudios en animales
han encontrado que la vida media de excrecion de los HAPs en orina y heces se
encuentra entre 22 y 28 horas. Se ha encontrado que algunos metabolitos son los
responsables de los efectos genotdxicos, cancerigenos y teratdogenos al
interactuar con el ADN (ASTDR Cases, 2009)(Food safety authority of Ireland,
2015).

1.1.3 EFECTOS EN LOS SERES VIVOS.

El descubrimiento de los riesgos para la salud que tienen los HAPs data
desde hace mas de un siglo. En 1775, la aparicion de cancer de escroto en los
deshollinadores se asocié al hollin alojado en las grietas de la piel de sus
genitales (Baird y Cann, 2012). A mediados de la década de 1930, el
descubrimiento de la carcinogenicidad del benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno
y otros HAPs proporciond el hito para la identificacion y estimacién de los HAPs
en el medio ambiente (Patra, 2003). Desde 1964, los HAPs ya eran bien
conocidos como cancerigenos (Nollet y Toldra, 2012). Los datos de estudios
realizados en animales indican que varios HAPs pueden inducir una serie de
efectos adversos, como la inmunotoxicidad, la genotoxicidad, la carcinogenicidad
y la toxicidad reproductiva (que afecta tanto a varones como a mujeres) y pueden
también influir en el desarrollo de la aterosclerosis (WHO EU, 2000). Incluso en
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concentraciones relativamente bajas, su potencial cancerigeno es elevado
(APHA, 2012).

Experimentos en ratones que fueron alimentados con altos niveles de
HAPs durante el embarazo tuvieron dificultad para reproducirse y también lo
hicieron sus hijos. Estos descendientes también presentaron tasas mas altas de
defectos de nacimiento y pesos corporales inferiores. Los estudios en animales
también han demostrado que los HAPs pueden causar efectos nocivos sobre la
piel, los fluidos corporales y la capacidad de combatir enfermedades después de
una exposicién a corto y largo plazo. Algunas personas que han respirado o
tocado las mezclas de HAPs y otras sustancias quimicas durante largos periodos
de tiempo han desarrollado cancer (US ATSDR, 1996).

Algunos HAPs han causado cancer en animales de laboratorio cuando: los
respiraron en el aire que los contenia (cancer de pulmon), los ingerian en los
alimentos (cancer de estbmago) benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno y
dibenzo[a,h]antraceno o los aplicaban a su piel (cancer de piel) (US ATSDR,
1996) (Patra, 2003). El benzo[a]pireno se utiliza a menudo como marcador para la
exposicién total a los HAPs carcindgenos, ya que su contribucién al potencial
carcinogénico total es alta en el rango de 51%-64%(WHO EU, 2010).

En 2008, el Panel sobre Contaminantes de la Cadena Alimentaria
(CONTAM) de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (European Food
Safety Authority EFSA), a peticion de la Comision Europea, reviso la informacion
disponible relativa a la toxicidad por HAPs, haciendo hincapié en la idoneidad de
utilizar el benzo[a]pireno como Unico marcador de la presencia y efecto de los
HAPs en los alimentos. Una de las conclusiones de este panel fue que la
caracterizacion del riesgo solo puede establecerse en aquellos HAPs para los que
existe informacién acerca de su carcinogenicidad por via oral. En dichos estudios
se establecidé 2 grupos que eran mejores indicadores de la incidencia de HAPs
que el benzo[a]pireno por si solo. A estos grupos se los denomino HAPs4 vy
HAPs8 (Pérez, et al., 2016) En |la Tabla 2 se listan los HAPs de cada grupo segun
EFSA.
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En la Tabla 3 se encuentran algunos HAPs organizados por su potencial
carcinogénico y en la Tabla 4 se encuentra la clasificacion que la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (International Agency for Research
on Cancer IARC), ha dado para algunos HAPs en cuanto a su carcinogenicidad.

La mayoria de las pruebas experimentales de carcinogenicidad de los
HAPs en seres humanos se basa en estudios realizados sobre trabajadores
ocupacionales expuestos a estos compuestos durante el procesamiento para la

produccion de coque, techos, refinado de petréleo o carbdn (Patra, 2003).

1.1.4 CONTAMINACION DEL AGUA POR HAPs.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos también son importantes
contaminantes del agua. Los HAPs entran en el medio acuatico como
consecuencia de los vertidos de petréleo desde tanques, refinerias y lugares de
prospeccion mar adentro. En el agua potable, el nivel de HAPs alcanza valores de
unas pocas partes por billon y, habitualmente, es una fuente poco representativa
de estos compuestos para los seres humanos. Los HAPs mas grandes se
bioacumulan en los tejidos grasos de algunos organismos marinos, lo que se ha
relacionado con la apariciéon de lesiones de higado y tumores en algunos peces.
Se piensa que los HAPs, los bifenilos policlorados y el insecticida Mirex juegan un
papel en la devastacion de las poblaciones de ballenas beluga (Baird y Cann,
2012).

La mayor fuente de contaminacion de HAPs en el agua de consumo en
paises en vias de desarrollo frecuentemente se debe al alquitran de hulla qué se
utiliza cémo proteccion de la corrosion en las tuberias de hierro de las lineas de
distribucion. EI fluoranteno es el compuesto que aparece asociado mas
frecuentemente en este tipo de contaminacién. El consumo y la exposicion a los
HAPs causada por esta fuente pueden igualar o exceder la cantidad que dejan
otras vias por ejemplo los alimentos; pese a esto, el fluoranteno no es regulado
debido a que las concentraciones que se encuentran en el agua potable, estan
por debajo de los limites que causan efectos sobre la salud. Los niveles de HAPs
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en aguas subterraneas no contaminadas usualmente estan en el rango de 0-5ng/l;
Las concentraciones en aguas subterraneas contaminadas pueden superar los
10ug/l; y el intervalo de concentracidn tipico para la suma de los HAPs en el agua
potable es de aproximadamente 1ng/l - 11ug/l (WHO WS, 20083).

1.1.5 NORMATIVA AMBIENTAL.

La normativa ambiental internacional y nacional consideran los HAPs de
diferentes formas segun la matriz y la importancia que se le dé a uno o varios
compuestos en base de la informacion disponible hasta el momento de su
publicacion, a la probabilidad de ocurrencia en determinadas fuentes o en base a
datos histéricos. Es por esto que se observan diferencias importantes en las
regulaciones pese a que se traten de matrices similares.

En Ecuador, las tres normas principales que regulan la presencia de los
HAPs en el ambiente son la norma ecuatoriana INEN 1108 para requisitos del
agua potable, el Acuerdo Ministerial 28 que substituyé al “Libro VI del Texto
Unificado de Legislacién Secundaria” mejor conocido como TULSMA (2015), que
regula varios tipos de aguas y suelos. Y el “Reglamento Ambiental de Actividades
Hidrocarburiferas” RAOHE del 2010 o decreto 1215 que regula las operaciones
relacionadas con hidrocarburos, en la Tabla 6 se muestran los distintos limites de
varias normas. Internacionalmente la Organizacién Mundial de la Salud, ha sido
de los entes que han realizado varias actualizaciones de la regulacién hacia los
HAPs, y es ademdas una de las fuentes mas referidas en otras normativas por
ejemplo “National Primary Drinking Water Regulations”’(2016) y el “Council
Directive 98/83/EC on the quality of water intended for human

consumption”(1998).

Las Normas Internacionales de la OMS para el agua potable de 1958 y
1963 no se referian a los HAPs.En 1971 se establecié quela concentracién de
Fluoranteno, Benzo[b]fluoranteno, Benzo(k)fluoranteno, Benzo[a]pireno, 1,12
benzopireno, Indeno[1,2,3-cd]pireno) no debia exceder de 0,0002 mg/l.
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Para 1984 el benzo[a]pireno era el unico HAPs con suficiente evidencia
toxicolégica para poder establecer un valor, el cual se fijé en 0,00001 mg/I aunque
el modelo matematico quese utilizd, implicé una considerable incertidumbre. En
1993se establece el valor de referencia de 0,0007 mg/l para el benzo[a]pireno,
que corresponde a un riesgo de maximo de cancer de 10°. También se
recomend6 suspender el uso de materiales a base de alquitran de hulla y
similares para revestimientos de tuberias y revestimientos en tanques de
almacenamiento. Aunque en esta revisibn se calcul6 un valor limite para
fluoranteno, éste fue significativamente superior a las concentraciones
encontradas en el agua potable, por lo cual se defini6 que no representaria un
peligro para salud humana. Otros HAPs, no han sido incluidos dado que hay
pocos datos sobre la toxicidad oral y las potencias carcinégenas relativas se
determinaron mediante datos de los estudios dérmicos y otros, Estas
recomendaciones y el valor limite para el benzo[a]pireno se mantuvierony se
confirmaron en base a nuevos estudios en las publicaciones subsiguientes de
1998, 2004, 2011(WHO, 2016).

Como se puede observar en la Tabla 6 la normativa ambiental ecuatoriana
ha ido cambiando el modo de ver el riesgo que suponen los HAPs y revisando los
limites de control en aguas de la misma manera que ha desarrollado sus criterios
la Organizacién mundial de la salud. Por ejemplo, en el TULAS del 2001 el limite
de benzo[a]pireno en aguas de consumo era de 0,01ug/l similar al de la OMS de
1984, a la Directiva de la Union Europea de 1998 y a las regulaciones de Wales e
Inglaterra del 2000 y 2010 respectivamente. Del mismo modo la RAOHE en la
revisién del 2010 no se modificd los anexos vigentes desde el 2001 con un limite
en inmisiones en promedio anual de 0,0002mg/l para la suma de los 6 HAPs
controlados en esta norma. Cinco de estos 6 compuestos aparecen en las
directrices de la OMS de 1971 con un limite de 0,0002mg/| la excepcién es el
Benzo(ghi)perileno (1,12 benzopelileno), mientras que en la OMS se cita al 1,12
benzpyrene(WHO, 2016).
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1.2 METODOS DE ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS
POLICICLICOS (HAPs)

En los ultimos 40 afos, un amplio nimero de técnicas para la
determinacion de HAPs han sido publicadas. Los procedimientos analiticos
usados mayormente envuelven basicamente extraccion, clean-up y la
determinacion mediante técnicas como cromatografia de gases con deteccién de
ionizacion de flama (GC-FID), o con detector de masas especificas (GC-MSD), y
cromatografia liquida con detector de ultravioleta y/o fluorescencia (HPLC-
UV/FLD) son las mas empleadas (Nollet y Toldra, 2012). En la Tabla 7 se
muestran las técnicas instrumentales que usan algunos métodos estandarizados
para la determinacion de HAPs. En la bibliografia analitica los HAPs se enmarcan
dentro de varias familias de analitos que tienen caracteristicas quimicas
parecidas, de este modo, los métodos los pueden citar directamente como, HAPs,

PNAs, o como miembros de las bases neutras o compuestos semivolatiles.

Previo al andlisis instrumental a las muestras se les debe realizar una
exhaustiva preparacion, este trabajo requiere tediosos pasos de extraccion, clean-
up y concentracion a modo de aislar los quimicos presentes en el orden de ng
(Nollet y Toldra, 2012), antes de poder transferir las muestras a viales para su
determinacion. Por ejemplo, los métodos EPA 8310, 8100 y 8270 que son
técnicas puramente instrumentales, deben hacer uso de otros métodos para la
extraccidén de la muestra como el 3510C, 3520C y 3535A para los HAPs.

Para el caso de las técnicas usadas por GC, lo habitual es usar columnas
de polaridad baja a intermedia como las DB1 (100% Dimethylpolysiloxane) o DB5
(5%-Phenyl-methylpolysiloxane) que soporten temperaturas elevadas de trabajo
para la elucion de los HAPs mas pesados como el dibenz(a,h)antraceno e
indeno(1,2,3-cd)pireno, en las técnicas por GC hay una alta posibilidad de
coelucién total o parcial de compuestos, el grupo critico que no se resuelven
facilmente incluso en columnas capilares son los 3 benzo(b,j,k)fluorantenos. Las
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columnas empacadas detalladas en el método EPA 8100 y SM 6440 no pueden
resolver adecuadamente los siguientes cuatro pares de compuestos (APHA 2012)

e Antraceno y Fenantreno.
e Criseno y Benzo(a)antraceno.
e Benzo(b)fluoranteno y Benzo(k)fluoranteno.

e Dibenz(a, h)antraceno e Indeno(1,2,3-cd)pireno.

El método por HPLC, resuelve completamente los picos. La fase mévil es
gradiente de agua-acetonitrilo (US EPA 8310, 1986) (APHA, 2012). Los HAPs por
HPLC pueden ser analizados por la absorcion de radiacién ultravioleta UV a 254
nm o por fluorescencia FLD (Fluorescence Detector) la excitacion se realiza a 280
nm y el pico de emisién a longitudes mayores a los 389 nm. La mayoria de los
HAPs son fluor6foros naturales, por lo que la deteccion por FLD es directa sin
derivatizacién, la duracion y el espectro de fluorescencia dependen de la
polaridad del medio en el que esta disuelto. Contaminantes en el solvente y el
oxigeno pueden actuar como supresores disminuyendo el rendimiento cuantico de
la fluorescencia. El acenaftileno (APHA, 2012) y el Ciclopenta(cd)pireno son dos
compuestos que no presentan fluorescencia su deteccion requiere asistencia de
un detector adicional. Comparativamente la deteccion por FLD es més sensible y
selectiva que la UV. En matrices complejas la deteccion UV no puede discriminar
la sefal de ciertas sustancias que pueden interferir en la identificacion,
cuantificacion y separacion de los HAPs. En los detectores UV de arreglo de
diodos DAD (Diode Array Detector) el problema puede persistir, pero la posibilidad
de obtener espectros instantdneos durante la corrida, puede ayudar en la
identificacién del compuesto (Nollet y Toldra, 2012) enla Figura 2 se observa el
cromatograma obtenido por (Gavilanes, 2013) donde se puede ver la diferencia

en la sensibilidad de los detectores UV y FLD.

Otras técnicas basadas en inmunoensayos también se han desarrollado,
comercialmente existen kits ELISA cuyo principio se basa en que los HAPs
presentes en una muestra reaccionen especificamente con anticuerpos presentes
en el kit y generen color. La concentracion es determinada por medio de un

espectrofotdmetro o fotdmetro a 450 nm. Sin embargo, estas técnicas, no hacen
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diferenciacion exclusiva de los compuestos detectados sino de grupos de HAPs
normalmente calibrados para reportar todas las especies existentes como

fenantreno 6 benzo(a)pireno.

Un ejemplo de estos ensayos es el método US EPA 4035 es un
procedimiento de screening para determinar HAPs a concentraciones superiores
a 1 mg/ kg. El método EPA 4035 proporciona una estimacién de la concentracién
de HAPs por comparacion con un patrén de HAPs. El kit usado para la evaluacion
por este método es mas sensible a los HAPs de tres anillos (fenantreno,
antraceno, fluoreno) y cuatro anillos (benzo(a)antraceno, criseno, fluoranteno,
pireno). Y también reconoce la mayoria de compuestos con cinco y seis de
anillos. En los casos en que se requiere la concentracion exacta de HAPs, deben
usarse técnicas cuantitativas como los metodos 8310, 8270 o 8100. (US EPA
4035, 1996). Abraxis y “Modern Water” son algunos de los fabricantes de estos
kits.

En las normativas ecuatorianas se establecen como procedimientos de
referencia, la ultima revision de los métodos listados en los “Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater” de la American Public Health
Association (APHA), American Water Works Association (AWWA), Water
Environment Federation (WEF). En (TULSMA, 2015) (DMQ Resolucién 2, 2014)
(INEN 1108, 2014). Como método alternativo solo para el caso de la (RAOHE
Decreto 1215, 2010).se propone el DIN 38407-F8.

A pesar de este acapite, existe una variedad de metodologias aplicables
para los HAPs en matriz aguas, por ejemplo en la normativa ISO (International
Organization for Standardization), y ASTM (American Society for Testing and
Materials) se han publicado los métodos: EN ISO 17993:2002, ISO 7981-2:2005,
ISO 7981-1:2005 y ASTM: D5412 (European Commission Joint Research Centre,
2011) los cuales son poco conocidos en nuestro medio, comparandolos con los
métodos EPA(United States Environmental Protection Agency) que se emplean
habitualmente como referencias en los laboratorios acreditados en el pais.
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Los métodos EPA, para el analisis de HAPs en agua, cuyas revisiones mas
recientes fueron publicados en su mayoria entre los afnos 80s y 90s; estan en
vigencia en la actualidad. Y se emplean como base en programas de
intercomparacién y en la operacién regular de laboratorios analiticos dentro y
fuera de los Estados Unidos. En todas estas metodologias, pese a que usan
técnicas instrumentales diversas y han sido emitidos por organismos de
estandarizacion diferentes, se pueden encontrar dentro de ellas algunas
similitudes en |la Tabla 7 y 8.

Tipicamente la preparacién de la muestra es lo que limita la capacidad
operativa del laboratorio, en funcion del numero de extracciones simultaneas que
se pueden realizar y nimero de concentradores disponibles, ademas del espacio

y tiempo para realizar el procesamiento de la muestra.

Dependiendo del método escogido, este paso puede ser de 40 a 60 min
por muestra para inyeccion en GC vy si los extractos se analizaran por HPLC, es
necesario agregar un paso de cambio de solvente, esto se realiza en el mismo
equipo concentrador y puede tomar unos 20min adicionales. El proceso de
concentracién y cambio de solvente debe ser lento y cuidadosamente realizado ya
que los HAPs mas livianos son muy volatiles, algunos subliman como el caso del
naftaleno y son arrastrados por el solvente durante la evaporacion y la

recuperacion de estos disminuye.

1.2.1 CONSIDERACIONES DE MUESTREO Y ALMACENAMIENTO

Los métodos de analisis para HAPs comparten aproximadamente los
mismos criterios de muestreo y almacenamiento. Las muestras y extractos se
deben recoger en botellas de vidrio dmbar (o botellas envueltas en papel de
aluminio) para proteger los HAPs en muestras y extractos de la descomposicion
fotolitica. Los muestreos compuestos deben ser realizados con botellas
refrigeradas. Las aguas potables se deben declorar con 100 mg de tiosulfato de
sodio por litro de muestra y mezclar bien. Para conservar ajustar el pH de la
muestra a menos de 2 con HCI 6N. Almacenan las muestras a 4°C lejos de la luz
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hasta el analisis. El tiempo de almacenamiento maximo 7 dias como muestra y un
plazo maximo de 30 a 40 dias en forma de extractos (US EPA 3510, 1996) (US
EPA 610, 1984) (US EPA 550, 1990) (US EPA 1625, 1984) y (APHA, 2012).

1.2.2 EQUIPAMIENTO ADICIONAL

En la Tabla 8 se puede ver un resumen de los pasos involucrados en los
métodos de extraccion para HAPs en muestras liquidas. Para los métodos
especificados ademas del instrumental analitico, HPLC, GC, etc. Se requieren
equipos y materiales necesarios para la extraccion. A continuacion, se listan

algunos de ellos:

e Equipos de destilacién — concentracién Kuderna Danish (KD).Figura 3.

e Manifold y bomba de vacio para el SPE.Figura 4.

e Rotavapor usado como sustituto del KD.Figura 5.

e Embudos de separacion.Figura 6.

e FEvaporador concetrador por flujo de nitrogeno (NOAA 130.30,
1998).Figura 7.

Los equipos referidos en los métodos no siempre son adquiridos por los
laboratorios, algunos laboratorios emplean otros equipos como sustitutos de
equipos especificos. Por ejemplo laboratorios que hacen detergentes, FAMEs,
aceites y grasas, suelen tener entre su equipamiento un rotavapor este por
ejemplo se suele usar como sustituto del Kuderna Danish (Nollet y Toldra, 2012).
O se prepara un sistema sencillo con tubos de ensayo gradillas y un tanque de
gas comprimido para realizar la concentracion de los extractos. Todos estos con

algunos aspectos a considerar.

Utilizar un concentrador Kuderna-Danish (KD) o un rotavapor para
concentrar el extracto depende del punto de ebullicibn de los compuestos de
interés, su capacidad para sublimar y el tiempo de analisis. La concentracion con
KD toma mas tiempo que la evaporacion rotativa, pero hay menos pérdida por
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evaporacion y este método es aplicable a compuestos de bajo punto de ebullicién
como a compuestos de alto punto de ebulliciébn. Este método es capaz de
concentrar las muestras hasta unos pocos ml. Para una mayor concentracion, se
debe utilizar una columna micro-Snyder o evaporarse bajo una corriente de
nitrégeno. La evaporacion bajo nitrégeno gaseoso puede causar pérdida por
evaporacion de compuestos de bajo punto de ebullicion. Sin embargo, el método
de la columna micro-Snyder puede concentrar muestras que contienen
compuestos de bajo punto de ebullicion a volumenes de 0,5 ml. El evaporador
rotatorio o rotavapor puede concentrar grandes volumenes de muestras en un
periodo de tiempo relativamente corto. Sin embargo, tiene grandes pérdidas por
evaporacion y no es adecuado para compuestos de bajo punto de ebullicion

(Ministry of the Environment Japan, 2016).

1.2.3 CANTIDAD DE MUESTRA REQUERIDA

Otro aspecto a considerar en los métodos es la cantidad de muestra, para
las matrices acuosas todos los métodos requieren cantidades grandes de muestra
alrededor de 1litro, significa que el niumero de botellas de muestras recolectadas
debe ser suficiente para alcanzar para todos los ensayos y con el consiguiente
espacio que sera necesario para transportar estas botellas refrigeradas, o los
costos de envio adicionales que se pueden necesitar.

1.2.4 SOLVENTES Y CANTIDADES REQUERIDAS

Las cantidades de solventes que se usan estan entre 100 y 400ml o mas
por muestra. Posteriormente tras la concentracion este volumen de solventes se
debe reducir a 1ml o menos. El solvente es recuperable parcialmente en los
rotavapor o los KD mas costosos ya que se agregan mas piezas al sistema para

que tengan esa funcion.

El solvente recuperado no siempre es reutilizable ya que puede arrastrar
residuos de analitos y contaminar los blancos o muestras. Si se usa evaporador

de nitrégeno no se recupera nada.
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Si bien en las técnicas instrumentales hay diferentes opciones para
escoger, cuando se trata de solventes de extraccion para analisis de los HAPs no
ocurre lo mismo. En los métodos citados en el literal 1.2.1, se puede ver que el
solvente primario de extraccién es el diclorometano tanto en la extraccién liquido -
liqguido o como desorbente en la extraccion en fase soélida SPE.Este reiterativo
uso del diclorometano en métodos de diversa indole y origen no es coincidencia,
su elevado momento de dipolo que le otorga un gran poder disolvente de un
amplio rango de sustancias organicas polares y no polares no solo los HAPs, sino
pesticidas clorados y fosforados, PCBs, Fenoles, etc. Su baja miscibilidad en
agua permite usarlo directamente en extracciones liquido - liquidosecandolo

directamente con sulfato de sodio.

El bajo punto de ebullicién y alta volatilidad permiten realizar concentracion
de muestras y cambios de solvente de manera aceptable y a bajas temperaturas.
Estas caracteristicas ademés de su bajo costo lo hacen ideal para extraccion de
multiples analitos y permite el uso directo en cromatografia de gases, mientras
que para HPLC se requiere intercambio con acetonitrilo.

Aspectos de seguridad con el diclorometano.

El literal quinto de los doce principios de la quimica verde dice: Disolventes
y auxiliares mas seguros: El uso de sustancias auxiliares (por ejemplo,
disolventes, agentes de separacion, etc.) debe hacerse innecesario cuando sea

posible e inocuo cuando se usa (Sigma Aldrich, 2016).

Pese a todas las ventajas analiticas que representa el uso del
diclorometano estas, se ven cuestionablemente mermadas, al tomar en cuenta el

riesgo para la salud que implica su uso.

Los efectos agudos (a corto plazo) de la inhalacién de cloruro de metileno
en seres humanos consisten principalmente en efectos del sistema nervioso

incluyendo disminucion de las funciones visuales, auditivas y motoras,
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(reversibles), también irrita la nariz y la garganta a altas concentraciones. Los
niveles extremadamente altos pueden ser fatales para los seres humanos. Los
efectos de la exposicidén cronica (a largo plazo) al cloruro de metileno sugieren
que afecta el sistema nervioso central en humanos y animales causando dolores
de cabeza, mareos, nauseas y pérdida de memoria. Los estudios en animales
indican que produce efectos también sobre el higado, el riidn, y el sistema
cardiovascular; eleva la frecuencia de cancer de higado, pulmén y tumores
benignos de las glandulas mamarias,ademas atraviesa la barrera placentaria y se
han observado variaciones esqueléticas menores y pesos corporales fetales
disminuidos. (EPA, 2000). Los datos en humanos no son concluyentes con
respecto al cancer. EPA considera que el cloruro de metileno es un probable
carcinégeno humano (grupo B2) (US EPA, 2000). ElI IARC International Agency
for Research on Cancer lo clasifico en el grupo 2A como posible cancerigeno ver
Tabla 4 (IARC Classification 1-117, 2016) (IARC Monograph Vol71, 1999).

El IARCanalizé el caso de 3 laboratorios entre 1978 y 1989 acerca del uso
del diclorometano. En el estudio se realizaron mediciones de la concentracién en
la atmosfera. El personal expuesto al solvente fueron los técnicos de laboratorio y
el personal de preparaciébn de las muestras, las concentraciones que se
obtuvieron fueron:

e 23-172 mg/m3 aire
e 236-455 mg/m3 aire
e 3-29 mg/m3 aire
(IARC, 1999).

Como se puede ver en la Tabla 5 es factible que en el ambiente del
laboratorio se puedan alcanzar niveles de diclorometano por encima de los limites
de exposicion regulados y recomendados. En otras areas de la industria, los
organismos de control han prohibido el uso del diclorometano por ejemplo: En
1989 la FDA prohibié el uso de diclorometano en sprays para el cabello (IARC,
1999), En febrero de 2013, OSHA y NIOSH advirtieron que al menos 14
restauradores de baferas han muerto desde el 2000 por exposicion al
diclorometano. (OSHA, 2013) En la Union Europea desde el 2010, se prohibio los



22

decapantes de pintura con una concentracion de diclorometano igual o superior al
0,1% en peso (UE, 2010).

No existe informacién de la evaluacion de los riesgos quimicos en el
Ecuador para especificamente el area de laboratorios, sin embargo, se puede
facilmente observar en empresas locales numerosos factores de riesgo que
pueden exponer a los analistas no solo al diclorometano sino también a otros

reactivos peligrosos, algunos factores son los siguientes:

e Poco interés y desconocimiento de muchos analistas en temas de
seguridad, falta de manejo de MSDS de los reactivos que se utilizan y
las pocas, limitadas o inexistentes politicas de seguridad en varios sitios
de trabajo.

e |a falta de sistemas de ventilacion adecuados, el hacinamiento en
determinados sitios del laboratorio, y la posibilidad de contaminacién
cruzada de las areas analiticas hacia las de oficina.

e El mantenimiento deficiente en las sorbonas (campanas o camaras de
gases), la falta de evaluacion periddica de la velocidad succién y por
ende la inexistencia de informacion que permita evaluar la operacién de
las sorbonas segun estandares de seguridad internacionales.

e La excesiva confianza en la efectividad los equipos de proteccion
personal como guantes y respiradores (mascarillas), y el uso de estos
de manera anti técnica, inadecuada o fuera de especificaciones. Por
ejemplo: La concentracién del umbral de olor suele usarse como el
punto para realizar el cambio de cartuchos de los respiradores
(mascarillas). En el caso del diclorometano es 200ppm casi el doble de
la concentracion maxima de exposicién a corto plazo (STEL) 125 ppm
por 15min.

e La falta de informacion técnica de la resistencia y permeabilidad de los
guantes vendidos localmente o fabricados de materiales inadecuados.
Por ejemplo: Las hojas de seguridad recomiendan para el
diclorometano u otros halogenados el uso de guantes de polivinil
alcohol (PVA) (Avantor SDS, 2015) material mas costoso que el nitrilo y
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que no se encuentran, ni ofrecen por los distribuidores del pais

actualmente.

Si bien en base a validaciones algunos laboratorios han decidido cambiar el
diclorometano para las extracciones liquido - liquido por otros solventes como
hexano el cual es muy favorable para el uso en cromatografia de gases, en varios
casos no se ha logrado superar la necesidad de usar procedimientos de
concentracién. Para el caso del andlisis por HPLC el cambio de solvente por
acetonitrilo para inyectar el extracto no ha podido ser superado con el uso del
hexano, esto conlleva los ya discutidos efectos sobre el tiempo de procesamiento

de la muestra y las pérdidas de compuestos volatiles.

1.2.5 TECNICAS DE EXTRACCION ALTERNATIVAS

En el campo de matrices soélidas y alimentos para el analisis de HAPs se ha
introducido y usado técnicas como la extraccién asistida por microondas,
ultrasdnicas, extraccion liquida presurizada, SPE, SPME, extraccion con barras
de agitacion absortivas, con fluidos supercriticos, extraccién acelerada con
solvente y diversos equipos para la automatizacibn o simplificacién de
extracciones complejas o largas como micro Soxhlet y otras como los QUEChERS
(Nollet y Toldra, 2012). Algunas de estas técnicas se han estandarizado y otras

son promovidas por sus fabricantes o inventores.

Para el caso del analisis de matrices acuosas, como se pudo evidenciar los
en la seccion anterior, no se han observado cambios significativos en las técnicas
de extraccidon estandarizadas para HAPs desde los afios 80 hasta la revision en el
2012 del Standard Methods, lo que se puede encontrar son mejoras en los
controles de calidad; pero aun dejando una fuerte desvinculacién hacia las
capacidades de la instrumentacién actual y las mejoras en la exactitud,
selectividad y sensibilidad de estas técnicas que son la base del desarrollo del
algunos métodos de extraccion nuevos. Por ejemplo: En el Standard Methods
6440B del 2012 ver la Tabla 10 donde se muestra la exactitud o recuperacion
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esperada del método que esta entre el 41% y 78% con promedio del 62% que son
los mismos valores que muestran en la Tabla 9 que se encuentra en el método
EPA 8310 de 1986, esto pese a que hace tiempo se observan mejoras en la
exactitud de los analitos considerados en los Fields of Proficiency Testing (FOPT)
las cuales establecen los limites de aceptacion de las pruebas interlaboratorio
segun las directrices del The NELAC Institute (TNI-NELAC National
Environmental Laboratory Accreditation Conference) donde la recuperacion en
rondas interlaboratorio para los HAPs va del 67% al 85% con una media del 80%
ver Tabla 11

Con relacién a la seguridad, tampoco han existido propuestas de los entes
de estandarizacion para la sustitucion del diclorometano, pese a las
consideraciones ya expuestas. De esta manera parece que se ha dejado el
desarrollo de metodologias para aplicacién en el tipo de matrices liquidas.

Sin embargo en otras areas del campo analitico se ha introducido cambios
importantes, tal es el caso de los pesticidas. En 2007 y 2008 respectivamente, el
Association of Official Analytical Chemists (AOAC) y el European Committee for
Standardization (CEN) adoptaron para la extraccion de pesticidas multiclase en
frutas y verduras un método basado en lo que se denomina extraccién liquido -
liquido asistida por saturacién con sales o (SALLE en inglés), a este modo de
extraccion se le denomino QUEChERS desde ese entonces se han visto multiples

publicaciones alterando esta técnica para diferentes tipos de analitos y matrices.

Los HAPs no han sido la excepcion, es asi que a partir de la técnica
QUEChERS, han surgido estudios para la extraccion de HAPs en matrices
diversas como: suelos (Zhao y Zhai, 2011) (Pule, et al., 2012), mariscos (Gratz, et
al., 2010) (Young. et al., 2011) (Pfannkoch et al., 2010), pescado (Smith y Lynam,
2012), (Pule, et al., 2012), frutas, vegetales, alimentos de origen animal, salmén

alto en grasa (Agilent Technologies, 2014).

Otros analitos determinados a partir de esta técnica son pesticidas,
antibidticos, desinfectantes, micotoxinas, medicamentos veterinarios y otros se

han sido extraidos de sedimentos, frutas, verduras, carnes, pescado, alimentos de
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animales de granja, especias, jugos, leches, sangre, miel, suplementos dietéticos
botanicos, plantas, tejidos animales, (Agilent Technologies, 2014). Algunos
farmacos y drogas de abuso también se han analizado en sangre entera, vino e

incluso suelos (Lehotay, Anastassiades y Majors, 2010).

Entre estos trabajos, el mas completo y detallado es el realizado por
técnicos del Centro de Quimica Forense de la FDA (Food and Drug
Administration), Departamento de Quimica Analitica del CAES (The Connecticut
Agricultural Experiment Station) y de la Division de Servicios de Laboratorio del
Departamento de Agricultura de Minnesota. En el 2010 estos cientificos
emplearon un método de extraccion basado en QUEChERS para realizar un
barrido de la presencia de HAPs en algunos mariscos. Las pruebas de
recuperacion de los quince HAPs analizados en tres niveles para cada matriz,
dieron recuperaciones que oscilan entre el 78-99%. En este caso se omitid el
segundo paso de purificacién del extracto o dSPE ya que las pruebas
demostraron que el aporte a la cuantificacion e identificacion no justificaba su uso.
En el ensayo se emplearon kits bufferedQUEChERS extraction (AOAC Method
2007.01, Agilent p/n 5982-5755) con 6 g de Sulfato de magnesio anhidroy 1,5 g

de acetato de sodio (Gratz, et al., 2010).
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Extraccién liquido - liquido asistida por saturacion con sales

La preparacion de las muestras para andlisis de pesticidas, utilizd
tradicionalmente la extraccién liquido-sélido seguido de extraccién liquido-liquido
y, mas recientemente, la extraccion en fase sdélida (SPE) para aislar los
plaguicidas de interés. En 2003, basandose en las técnicas de extraccién del
pasado, quimicos del United States Department of Agriculture (USDA)
introdujeron una técnica que era simple pero que efectivamente aisla trazas de
plaguicidas de una variedad de frutas y hortalizas. Soportandose de las fuertes
mejoras en la sensibilidad y selectividad de las técnicas de GC-MS y HPLC-MS y
mas recientemente de sus contrapartes MS-MS. A esta técnica se
llamOQUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe), los dos
quimicos que la desarrollaron y llevaron la técnica a las organizaciones
internacionales de validacion y acreditacion AOAC y CEN fueron los doctores
Steven J. Lehotay del USDA en Filadelfia, Pennsylvania, EE.UU. y Michelangelo
Anastassiades de Chemisches und Veterinaruntersuchungsamt, Stuttgart,
Alemania, quienes trabajaron juntos en el laboratorio del USDA de 2000 a 2002.
La primera publicacién del método QUEChERS fue en el afio 2003, la técnica ha
crecido hasta convertirse en la técnica estandar de preparacion de muestras de
plaguicidas en frutas y hortalizas en laboratorios de todo el mundo (Lehotay,

Anastassiades y Majors, 2010).

Los QUECHhERS son la aplicacion analitica de una técnica antiguamente
usada, mediante la cual se logra la separacion total o parcial de mezclas entre
sustancias miscibles por medio de saturacién de la mezcla con sales, similar al
principio que se emplea por ejemplo para analisis de proteinas, o para romper
emulsiones formadas en la extraccion liquido - liquido tradicional o para mejorar el
rendimiento de las extracciones de VOCs por Headspace, Purgue and Trap o
incluso en recetas de cocina como el pochado o escalfado de huevos. Este
principio de separacion, se le ha denominado extraccion liquido - liquido asistida
por saturacion con sales o por salinizacién (SALLE) (Majors, 2009) tampoco es
nueva en el campo analitico de matrices acuosas, el método US EPA 8330 (2007)
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se usa el mismo principio para determinar explosivos nitroaromaticos, nitraminas y
ésteres nitrato en aguas y otras matrices por medio de HPLC.

En el US EPA 8330 se produce la particibn de agua y acetonitrilo por
accién unicamente de cloruro de sodio; en los QUEChERS el mismo efecto se
logra con sulfato de magnesio. Otros investigadores han realizado este tipo de
extraccion por medio de varias sales las mas comunes han sido cloruros vy
sulfatos e incluso azucares en mezclas de agua con solventes como acetona,
isopropanol, etanol, metanol. Y asi también las aplicaciones han sido diversas,
por ejemplo:En la extraccion de quelatos metdlicos para analisis por absorcién
atébmica mediante extraccidén con acetona, se probaron 79 agentes de salinizacion
y se concluy6 que para el sistema agua-acetona los mas efectivos fueron cloruro

de calcio, cloruro de magnesio y sacarosa (Majors, 2009).

Comparativamente el método US EPA 8330 y los QUEChERS,ambos no
requieren instrumental complejo, ni adicional al que se suele encontrar en
cualquier laboratorio y el procedimiento es sencillo. Pese a esto los QUEChERS
se han vuelto muy populares porque tienen una alta recuperacién, y usan
cantidades pequenas de muestras (10-15g), solventes (10-15 ml de acetonitrilo) y
sales (4-6g de sulfato de magnesio) ademas estas proporciones se pueden variar
segun la necesidad sin pérdidas significativas en la eficiencia (Waters
720003048ES, 2012) (Lehotay, Anastassiades y Majors, 2010) (AOAC, 2007). En
el caso del US EPA 8330A/B la particiéon lograda por accién del cloruro de sodio
no es total, se usan 770 ml de la muestra de agua, 164 ml de acetonitrilo y 251,3g
de cloruro de sodio.Una vez lograda la particion, en el agua queda en solucion
todavia, una gran cantidad del acetonitrilo adicionado a la muestra;y apenas se
recuperan unos pocos mililitros como extracto (US EPA 8330B, 200). Sin embargo
del poco rendimiento de la separacion, el efecto conseguido es suficiente para
determinar eficientemente analitos nitroaromaticos que son compuestos
explosivos, la cual puede ser la razén porque no se mejor6 el rendimiento de la
extraccion. En la Tabla 12 se puede observar la comparacion en las
recuperaciones de los analitos del 8330 por SALLE en comparacion con técnicas
liquido-liquido tradicionales.
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En el procedimiento QUEChERS, basicamente la muestra se homogeniza
en agua, la cantidad de agua usada depende de la cantidad de humedad inicial de
la muestra ver Tabla 13. Se adiciona acetonitrilo lo que forma una mezcla
homogénea con el agua, luego esta se separa al disolver una cantidad alta de
sulfato de magnesio anhidro en la mezcla. En la variante del AOAC se tampona la
mezcla por medio de acetato y acido acético 1% y en la variante del CEN esta
funcién se la hace con citrato y adicionalmente se usa cloruro de sodio. El uso del
efecto tampdn de estas sales sirve para mejorar el rendimiento de la extraccion de
unos 10 pesticidas especificos, que tienen mejores recuperaciones en medio
acido pH 5. Hasta aqui es a fase extractiva, a esta se le suma una fase de
purificacion del extracto por una variante del SPE llamada disperssive SPE dSPE
y queda listo para el analisis instrumental. En algunos casos el solvente se debe
intercambiar por uno admisible para la técnica como para el caso unos tipos de
GC en la Figura 8se pueden ver las 3 variantes del método QuUEChERS(Lehotay,
Anastassiades y Majors, 2010)(Waters, 2012).

Anastassiades ha comparado los QUEChERS con el método tradicional de
determinacion de pesticidas utilizado ampliamente en toda Europa durante 15-20
anos y se calcula una reduccion aproximada del 95% en el consumo de disolvente
(10m frente a 535 ml), una reduccién aproximada del 95% en los costos de
consumibles, y un 90% aproximado de reduccion en el tiempo. EI nimero de
laboratorios que utilizan QUEChERS ha ido aumentando continuamente hasta
alcanzar aproximadamente el 40% en 2009. Y entre los laboratorios privados, en
los que los aspectos financieros pesan aun mas, la tasa de adaptacion a
QUEChERS es supuestamente mayor y cerca del 70%. (Lehotay, Anastassiades y
Majors, 2010).
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1.3 VERIFICACION PRACTICA

Después de realizar la investigacion bibliografica, no se encontraron
estudios en los cuales la metodologia QUECHERS haya sido utilizado en matrices
acuosas. Fueron revisados los trabajos realizados por Gratz (2010) y Pule (2012)
estudios en los cuales se realiza el analisis de HAPs en mariscos y suelos. Con el
fin de evaluar la factibilidad de implementacién de este método y debido a la

ausencia de material bibliografico se realizd una verificacién practica.

El desarrollo practico, el disefio experimental, la obtencién y optimizacion
de los parametros instrumentales, el establecimiento de las condiciones para la
extraccion de 15 HAPs fluoréforos basada en la técnica SALLE en muestras de
agua y el analisis estadistico completo se realizaron desde noviembre del 2015
hasta junio del 2016 en las instalaciones, con el equipamiento y con la
colaboracién del personal del Departamento Ambiental del Laboratorio Guijarro
LASA de Quito.

Se definieron como analitos de interés los  siguientes
compuestos:naftaleno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno,
pireno, benz(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo[a]pireno , dibenz(a,h)antraceno, benzo(ghi)perileno, indeno(1,2,3-
cd)pirenoy las matrices a evaluar, agua de consumo, agua natural y agua

residual.

1.3.1 LIMPIEZA DEL MATERIAL

Se aplicaron los mismos criterios de manejo de material y limpieza que los
recomendados en el método Standard Methods 6440 y EPA 8310 estos son:

Utilizar reactivos de alta pureza con grado HPLC o superior. Las
interferencias mas significativas tienen que ver con el material de vidrio limpio. Se

debe limpiar todo el material tan pronto como sea posible después de su uso



30

aclarandose con el ultimo disolvente usado en él, seguido de una limpieza con
detergente en agua y un aclarado en etapas con agua del grifo y agua
desionizada, secar el material de vidrio en una estufa de 15 a 30 minutos.

Un método para eliminar posibles contaminaciones en material resistente al
calor y reactivos sdlidos es colocar estos materiales en la mufla por sobre los
400°C por al menos 15 a 30 min (APHA, 2012). El material volumétrico no debe
ser calentado.Otra opcién para eliminar interferencias térmicamente estables y
que no son eliminados con el tratamiento térmico, como el caso de los PCBs
policlorobifenilos o bifenilos policlorados, es realizar enjuagues con acetona o
hexano grado pesticida. Después de secar y enfriar el material ciérrese vy
almacene en un entorno limpio para protegerlo de polvo y otros contaminantes.

Todo el material de vidrio debe enjuagarse con acetonitrilo previo al uso.

1.3.2 CONDICIONES INSTRUMENTALES

Para la obtencion de la separacion cromatografica de los 15 HAP se
emplearon como base las condiciones instrumentales deHenderson (2008) donde
se logra la resolucion de los picos en 6 minutos con la misma columna
disponibleen laboratorio. Sin embargo, el flujo de 2ml/min causa una elevada
presion de retorno que puede exceder la presibn maxima del cartucho guarda
columna, por lo cual se decidié reducir el flujp a 1ml/min. De este modo la
separacion de todos los picos se logra a menos de 12 min, el tiempo de corrida
tuvo que ser corregido también para permitir la elucion de compuestos que
pueden eluir después de los analitos y se coloc6é también un tiempo de postrun
para equilibrar la columna hasta la préxima inyeccién. En la Tabla 14 se muestran
las condiciones cromatograficas de separacion, la Figura 9y 10muestran
cromatogramas obtenidos mediante las condiciones detalladas. La coelucién de 4
picos formada por el 1 y 2 metil-naftaleno, acenafteno y fluoreno, no presento
problemas para la identificacion y cuantificacion, la resolucién fue suficiente para
que el integrador pueda considerar los picos independientemente incluso en
concentraciones diferentes de cada pico como se obtuvo en la muestra de MRC
Asequality; en la se puede ver un cromatograma de este material.
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La determinacion de la identidad de cada pico, al no disponer de
estandares individuales, se realiz6 mediante inyeccion de mix de varios
estandares de concentraciones diferentes, con numeros de compuestos
diferentes y contrastando la informacion obtenida con el orden de elucion
bibliografico para la columna y gradiente de fase mévil usada (Henderson, 2008).

Con relacion a la deteccion, con el fin de tener la maxima sensibilidad del
equipo en todos los picos y partiendo del precepto que en equipos diferentes y
con software distinto, se pueden obtener resultados notablemente distintos en las
longitudes de onda de emisién y excitacién (Agilent, 2012), y al no disponer de un
detector DAD o estandares individuales para cada compuesto y asi optimizar las
longitudes de onda mediante un espectrofotometro UV-Vis y el FLD. Se decidié
hacer una optimizacion mediante informacién bibliografica y empleando las
herramientas como eluciéon controlada de los picos al detector, deteccién
multicanal y la obtencion de espectros con el FLD. De esta forma se pudieron
determinar y confirmar las longitudes de onda. Este trabajo fue largo, sin
embargo, el uso de las herramientas del equipo ya descritas,ayudd a agilizar el
proceso y se vieron notables cambios en la sensibilidad del equipo comparado a
las sefales obtenidas con las longitudes de los datos bibliograficos una vez
terminada la optimizacién. En la Tabla 15 se observan las longitudes de onda
seleccionadas para cada pico y los tiempos de retencion. Y en la Figura 11 se
observa uno de los espectros de fluorescencia obtenidos en la optimizacion. El
ajuste de la ganancia PMT (factor de ajuste de sensibilidad del detector) se
configur6é en base a las soluciones mas bajas y se determind que era factible el
uso del factor 18 a la maxima ganancia sin aumentar el nivel de ruido

significativamente.

En el software con fines de simplificar la cita de los nombres y tener una
correspondencia mas facil de su identidad para cada uno de los compuestos de
interés. Se los ha numerado del 1 al 16 ver Tabla 15 ordenados por elucién,
omitiendo el numero 2 que queda reservado al Acenaftieno que no es
fluorescente, el 17 y 18 se usan para 1 y 2 metil-naftaleno compuestos presentes

en un estandar pero que no se los clasifico6 como analitos de interés. Finalmente,
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el 10,5 se lo reserva para el benzo[e]pireno que no esta presente en los
estandares sin embargo se lo usa como subrogado en algunos métodos EPA. Se
deja la posicion para futuras oportunidades de mejora del ensayo.Toda la
informacion relacionada con materiales, reactivos, equipos, patrones, material de
referencia y metodologia usada para esta verificacion puede ser revisada en los
anexos 4,56y 7.

1.3.3 EVALUACION DE LAS VARIABLES DE EXTRACCION.

Se propuso como métodos de extraccion de referencia los basados en
mezclas de agua y acetonitrilo y que usen sales de facil obtencion, de este modo
las extracciones de US EPA 8330 y el AOAC 2007.1, se seleccionaron.

Se inici6 determinando la cantidad de extractante acetonitrilo que se
separaba de la masa de agua. Las pruebas se realizaron con agua grado reactivo
y acetonitrilo (libre de fortificaciones). El parametro de medida fue el volumen del

extracto, si era mayor al 50% del acetonitrilo adicionado se daba por aceptada.

Para la extraccion basada en el EPA 8330, se tomaron las mismas
proporciones sugeridas en el método pero transferidas a una la décima parte del
original, esto es 77 ml de agua, 25 g de cloruro de sodio y 16,5 ml de acetonitrilo.
La disolucion del cloruro de sodio fue dificil y llevo alrededor de 10 minutos con
agitacion magnética. Después del tiempo de reposo de 10 min la cantidad
recuperada de acetonitrilo fue menor de 1 ml equivalente al 6,3%. Al estar la
solucion proxima a saturacion, no se intenté mejorar la separacion subiendo la
cantidad de cloruro de sodio usado. Al tener una recuperacion de solvente tan
baja, esta extraccién fue descartada.

Para la extraccién basada en el AOAC 2007.1, la técnica emplea datos por
peso y la validacién fue realizada exclusivamente en frutas y vegetales. Sin
embargo en el acapite de notas hace referencia al uso de blancos de extraccion
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con 13 ml de agua grado reactivo, la proporcion de 0,5 g de sulfato de magnesio
anhidro por gramo de muestra traté de respetarse al maximo (AOAC, 2007).

Se definié la cantidad de muestra en 10 ml de agua con 6g de sulfato de
magnesio anhidro y con 10 ml de acetonitrilo para evitar sobrepasar la relacién
1:1 extracto muestra. También se evalu6 una particion con una proporcion mayor
de agua y menor de acetonitrilo, esto con el fin de conseguir un factor de
concentracién en el extracto. Por efectos de espacio en los tubos de extraccion de
50 ml y para usar volumenes estandar de muestra y solventes se limité la
cantidad de agua a 25 ml y 5 ml de acetonitrilo. En este caso se usé 12 g de
sulfato de magnesio anhidro.

En la extraccion 10 ml agua con 10 ml de acetonitrilo (10:10) se obtuvieron
alrededor de 9,5 ml de acetonitrilo equivalente a 95% y en la extraccion 25 ml
agua con 5 ml de acetonitrilo (25:5), se obtuvieron alrededor de 4,5 ml equivalente
al 90%, por lo cual ambas extracciones fueron evaluadas. La relacion 25:5 se usé
en el rango bajo y medio bajo de las fortificaciones. La relacién 10:10 se usé para
los dos niveles mas altos.

En el método de AOAC 2007.1 se usa como solvente de extraccidon
acetonitrilo con acido acético al 1%, sin embargo, en este estudio no se empled

basado en los resultados obtenidos en el estudio de Pule 2012.

El empleo del acetato de sodio anhidro también se evalud, se observé que
la adicion del mismo eleva la recuperacién de los analitos entre un 5% al 12% con
un promedio del 8%. Sin embargo, el uso del acetato de sodio eleva la sefal de la
linea base por lo que se perjudica la deteccion de analitos en bajas
concentraciones por esto no se us6 en los niveles bajo y medio bajo. Este efecto
se traté de eliminar mediante tratamiento térmico en la estufa a 150°C dada la
imposibilidad de someter el acetato a temperaturas mayores por riesgo de
descomposicién, sin embargo no se logré reducir la sefal en la linea base. El
lavado con solventes recomendado en el método 551.1(EPA, 1990) no fue
evaluado.
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De la misma forma se realizaron pruebas con sobres QUEChERS Extract
Tubes, AOAC Method (Part.No 5982-5755) de Agilent Technologies. Pero no se
utilizaron debido a su elevado costo que bordea los 8 délares por kit de extraccidén
comparado a los 1,70 dolares del sulfato de magnesio calcinado localmente
incluyendo el tubo de extraccion considerado también descartable. Ademas en los
extractos obtenidos del kit 5982-5755 de Agilent Technologies se observaron
sefnales importantes en los tiempos de retencion del naftaleno, acenafteno,
fluoreno, fenantreno. Este aporte fue variable entre los dos lotes de sobres
evaluados. Y en un solo lote se observd senal en el tiempo de retencion del

dibenzo(a,h)antraceno y benzo(ghi)perileno.

El uso del clean-up por dSPE no se pudo substituir con una variante
preparada localmente, debido a la dificultad de conseguir el PSA y C18 en los
distribuidores locales. Por lo cual se evalué con los kits siguientes: Dispersive
SPE 15 mL, Fatty samples, AOAC Bond Elut. Sample Prep Solutions (Part.No
5982-5158) de Agilent Technologies y el QUEChERS Dispersive kit AOAC
ExtraBond Scharlau for fruits and vegetables with fats and waxes
(PN:QUDISAOFK2) de Scharlau Science Group.

El efecto del uso del tubo 2 de clean-up por dSPE es beneficioso también
para la recuperacién de los analitos, observandose un incremento en la
recuperacién de un 3% al 10% con una media de 7% para los tubos que se
extrajeron con acetato de sodio.Y del 11% al 30% con una media del 14% para
los analitos extraidos sin acetato de sodio. Para ambos casos al igual que en el kit
de extraccidén se obtuvieron senales en los tiempos de retencién del naftaleno,
acenafteno, fluoreno, fenantreno. Sin embargo, la sefal del tubo Agilent fue un
poco menor y su efecto en la muestra disminuye cuando se realizan diluciones del

extracto.

Debido a estas consideraciones y en detrimento de la recuperacion de
algunos analitos, y en base a los estudios de (Gratz, et al., 2010) la fase de clean-
up se elimind para las muestras limpias, esto es, matrices de agua natural y de
consumo. Para las matrices de agua residual se lo empleo a fin de evitar en cierta

forma el ingreso de contaminantes a la columna y el sistema de HPLC. Sin
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embargo, no se realizaron pruebas de la efectividad del efecto de clean-up
obtenido.

En la Tabla 21 se muestran el porcentaje de recuperacion obtenidos y el
efecto que producen el acetato de sodio y el uso del dSPE como variantes de la
extraccion SALLE probados para una muestra fortificada con HAPs. En este caso

se empleo la relacién, muestra / acetonitrilo de 25:5.

1.3.4 PROCESAMIENTO DE LOS CROMATOGRAMAS.

El efecto de la gradiente de solventes y los multiples cambios de longitud
de onda hacen que la linea base del cromatograma normalmente tenga una
rampa hacia arriba, este fenomeno también fue descrito por (Gratz, et al., 2010).
Este efecto se agrava con las senales aportadas por las matrices y reactivos
usados en la extraccion, como los tubos de dSPE. Para minimizar la distorsién de
la linea base y para reducir su influencia en la integracion y los resultados se
realiz la sustraccion instrumental de la sefial de los blancos de muestra. Similar
al usado en (Gratz, et al., 2010). Esta es una herramienta que se utiliza
normalmente en métodos como el EPA 8015 donde el sangrado de la columna
puede comprometer la integracién de los picos o bandas como para el caso de los
TPHs.

Los blancos de muestra se realizan con agua grado reactivo y siguen todo
el proceso de extraccion similar a las muestras en cualquiera de las 2 variantes de
extraccion (25:5 o 10:10). Incluso se deben preparar con las mismas diluciones.
Para cada tipo de matriz se corrié en paralelo un blanco con estas caracteristicas

que luego se us6 para sustraer su senal de la muestra.

La integracion del cromatograma sustraido se realiza de la misma manera
que un cromatograma normal. Casi exclusivamente todos los cromatogramas se
integraron automaticamente mediante el software y pocos requerian ajustes
manuales de integracion.
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1.3.5 TRATAMIENTO DE RESULTADOS.

El contenido de cada uno de los componentes de los 15 compuestos HAPs
en ug/L se calculé mediante la ecuacién 1:

HAPS (cada compuesto ) = (Area del pico )xFDxVE (ml) /(FRxVol .muestra(ml))

Ecuacién 1 Calculo de concentracién de los analitos.

A = Area total del pico corregida la sefial del blanco.

FD = Factor de dilucién o concentracion

FR = Factor de Respuesta del Equipo (Pendiente en ug/L / Area)
VE = Volumen de solvente de extraccion usado en el tubo 1 (ml)

1.3.6 METODOLOGIA ESTADISTICA.

Una vez determinadas las condiciones instrumentales de operacion que
permitan establecer la funcién respuesta del equipo, la cuantificacién de los
analitos y optimizadas las fases de extraccion. Se evalué la idoneidad del método
a través de la participacion en una ronda interlaboratorio. En el Anexo 3 se puede
ver el cumplimiento de esta verificacién. Seguidamente se procedié a determinar

los parametros de validacion en base al disefio experimental siguiente:

Respuesta instrumental:

Obtencidn de la funcion respuesta instrumental del método, a partir de los 6
estandares de calibracién, para los 15 compuestos. Cada dia se realizaron 3
repeticiones durante 3 dias.

Se verificod la exactitud de esta calibracion con los 6 estandares de
verificacién de la curva para los 15 compuestos. Cada dia se realizaron 3
repeticiones durante 3 dias.
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Material de referencia:

Se verificd exactitud y precision de la técnica de extraccién con los 4
niveles de fortificacion para los 15 compuestos, en cada dia se realizd una
extraccion correspondiente a un blanco de matriz y se realizan tres extracciones
por cada nivel de fortificacion para cada una de las 3 matrices. Este disefio se
repite en tres dias distintos en condiciones de reproducibilidad. A cada extraccién

se le realiza una lectura, las repeticiones son extracciones diferentes.

A partir de los datos anteriores se procedié a calcular la incertidumbre
asociada al método para cada nivel de fortificacién. Para esto se consideraron las
siguientes fuentes de error: exactitud, linealidad, patrones, Anova de Calibracion,
Anova de método como repetibilidad y reproducibilidad, en cada seccién se
consideré todo el material volumétrico utilizado, y otras fuentes asociadas. Los
datos fueron procesados en Microsoft Excel en hojas de calculo validadas para

calculo de incertidumbre.

1.3.7 CALIBRACION Y VERIFICACION

Para la calibracion y la verificacion se establecieron los siguientes criterios

para declarar como valida la informacién obtenida:

El coeficiente de variaciéon (CV) de las areas de las diferentes repeticiones
de los estandares preparados en todo el rango de calibracion por cada analito y
por nivel debe estar dentro del 15% CV que es una especificacién similar a la
encontrada en (Standard Methods, 6440B, 2012) y mas rigurosa comparada a la
sugerida en (US EPA 8000, 2014) en donde se acepta hasta un RSD 20%. En las
Figuras 12 a 26 se pueden observar las curvas de calibraciéon para cada uno de
los 15 compuestos analizados, ademas del promedio de las areas obtenidas para
cada nivel de los estandares V, W, X, Y, Z, AA. Y los coeficientes de variacion
asociados a cada valor. Este CV y la media se calcularon a partir de los 9 datos
obtenidos para cada nivel. Los estdndares que entraron en la especificacion, se
graficaron y se usaron para el célculo de regresion lineal para cada compuesto.
Se us6 el método de minimos cuadrados para obtener el factor respuesta.



38

En las Tablas 22 a 36 en la primera seccidn se pueden encontrar los
valores obtenidos de las pendientes (m), el intercepto a concentracion cero (b), y
la precision asociada a cada valor. Como se explic6 en la secciéon de
procesamiento de cromatogramas, la linea base tiene una deriva causada por la
gradiente y los multiples cambios de longitud de onda. La influencia de este
fenomeno se desestimd para los estandares por lo cual la integracion se realizd
de manera directa en los cromatogramas primarios. En el caso de los blancos de
acetonitrilo en los cuales el software lograba integrar areas, estas se emplearon
para corregir las areas de los estandares. En ambas variantes de tratamiento de
los resultados las pendientes fueron idénticas o numéricamente muy similares con
maximo 3,2% de diferencia para el caso del Indeno(1,2,3-cd)pireno. En el reporte
final se decidi6 usar las areas corregidas con el blanco. En la Figura 8 se puede

ver la integracion de un estandar sin correccion de la linea base.

La curva de calibracion elaborada debe tener un FR (m o pendiente) que se
encuentre dentro del x20%, de la obtenida a partir de las lecturas de los
estandares de verificacion de la Curva de Calibracion. Los estandares de
verificacién deben provenir de un origen diferente, este estandar fue adoptado en
base a (US EPA 8000,2014).

El estandar de verificacién de la curva M-PAH5504A99-5ML y la madre
asociada a este Std 0 es un estandar que fue preparado en abril del 2015 y con
fecha de caducidad de 31 de diciembre del 2015. Se trata de una estandar
adquirido en 2013 por el laboratorio pero que no usado previamente. La funcion
principal que se le dio a este estandar fue ayudar a la identificacién de los picos
en la fase de desarrollo y previo a descartarlo como referencia por caducidad se
lo empled como verificacion de la curva en noviembre del 2015. Casi 7 meses
después de preparado y a un mes de caducar. Por esta razén la informacién que
se obtuvo de este estandar se la consideré de menor valor analitico, sin embargo
la curva elaborada con este estdndar cumplié la especificacion del 20%
establecida en el (US EPA 8000,2014).

Esta especificacion de la EPA tiene una contraparte en el (Standard
Methods 6440B, 2012) donde el limite que se establece para la diferencia del
factor respuesta del equipo es de 15%. Esta especificacion no se cumplié a
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cabalidad ya que el antraceno dio un error del 15,7% el resto de pendientes
dieron errores no mayores a 7,4%. Se cree que este desvio puede deberse a la
antigledad de esta solucién y su proximidad a la caducidad. Sin embargo, al
entrar en la especificacion (US EPA 8000, 2014). Se dio por aceptada la
calibraciéon. En la Tabla 37 se encuentra la comparacion entre la curva de
calibracion y la verificacion. Establecida la curva de calibracion se definié el
estandar, y como control con un rango de aceptacion al 20% similar al valor
establecido por la (US EPA 8000,2014).

1.3.8 PRUEBAS DE RECUPERACION Y DATOS DE VALIDACION

En las Tablas 22 a 36 se pueden observar las pruebas de recuperacién en
los cuatro niveles de concentracion propuestos, en las Tablas 38 y 39 se
resumen estos resultados. El porcentaje presentado es el promedio de las 9
repeticiones realizadas por compuesto y por nivel segun el plan estadistico
planteado. Hay que especificar el origen de estos cuatro niveles para interpretar lo
resultados obtenidos. Los niveles bajo, medio bajo y alto, provinieron de la
fortificacion de las matrices. Para estas muestras no caracterizadas por alguna
fuente de certificacion, se les asigné la concentracidén tedrica resultante de la
adicion de los estandares SK1 o SK2. Significa que en estas muestras el valor
real y valor certificado son el mismo. Esto en la practica no ocurre en la
certificacién de materiales y pruebas de interlaboratorio, el valor certificado es el
promedio de resultados obtenidos por varias fuentes o técnicas o laboratorios y

este es un valor que comunmente es menor al valor real.

El valor real, es el valor de la fortificacion o la cantidad primaria de
sustancia en peso u otra referencia cuantificable con la que se fortificd un
material. En algunas técnicas como en el andlisis de metales ambos valores son
muy similares o iguales, porque la digestion disuelve el material y la lectura se
hace sobre el liquido resultante. Entonces en estas técnicas es comun
recuperaciones del 90% o superior. Pero para el caso de las extracciones de
compuestos organicos la particion causada por la extraccion con solventes logra

asintoticamente transferir una fraccion por vez de los analitos, lo que hace muy
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dificil alcanzar recuperaciones proximas al 100% por lo menos en un numero
razonable de extracciones. El mismo origen por medio del cual se certificd el valor
de un material no esta exento de este error. De hecho, como se muestra en la
Tabla 10 de exactitud de Standard Methods o la Tabla 11 de FoPT del TNI-Nelac.
En las técnicas de HAPs es normal tener recuperaciones alrededor del 70 y 80 %
y hasta menores. Aclarada esta observacion, de manera general se obtuvieron
recuperaciones entre el 61 al 114% valores muy aceptables a la vista de las
Tablas 9,10y 11.

Para el caso del MRC de Asequality, en el nivel medio alto, la mayor
recuperacion se obtuvo en el naftaleno con un 114%, confirmando lo descrito en
la bibliografia que esta técnica presenta mayor recuperacion que las técnicas
tradicionales en los compuestos més volatiles. La ventaja de realizar la extraccion
en un envase cerrado y la omisién de la concentracién y cambio de solventes
pueden ser las causas. Efecto contrario al observado en los compuestos de pesos
molecular mayor como es el caso del dibenzo(a,h)antraceno, vy
benzo(ghi)perileno, sugestivamente, la alta polaridad del acetonitrilo podria ser
una de las causas.

Con relacion a los materiales fortificados, en casi todos los compuestos
analizados se observa una reduccidbn de la recuperacion mientras la
concentracién aumenta, esto se le atribuye al aporte en el volumen total de
acetonitrilo causado por la fortificacion, este volumen extra de acetonitrilo no fue
considerado en el volumen de extraccion total. En el rango mas alto es de 417 ul
equivalente a un 4,2% y en este grupo es donde se presentdé la menor
recuperacién para el caso del Indeno(1,2,3-cd)pireno con el 61%. En el nivel bajo
y medio bajo la cantidad de solvente aportado es de 93,4 ul y 333 ul
respectivamente. Esto se traduce en una dilucion del extracto de 1,9% para el
rango bajo y 6,7% para el rango medio bajo. En la tabla 38 se pueden ver las
recuperaciones obtenidas comparandolas con la recuperacion esperada en los
NELAC, 2016
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Si se considera este volumen adicional y se corrigen los porcentajes de
recuperacion los valores suben y se comienzan a acercar entre si. Pero se
conserva la misma tendencia a ser menor la recuperacidén a concentraciones mas
altas, no se encontr6 una posible causa para este fenémeno, se descarta
saturacion ya que los HAPs son muy solubles en acetonitrilo y los estandares
incluso tienen concentraciones mayores (sin sulfato de magnesio) y solo pueden
exhibir ese comportamiento a bajas temperaturas, condiciones que no se dieron

en este caso.

Con relacién a la incertidumbre se observa un comportamiento muy similar
en todos los compuestos, y en los diferentes niveles. Globalmente La
incertidumbre media esta en el 13,5% con una incertidumbre maxima de 23,1%
que corresponde al Acenafteno del MRC de Asequality. Este incremento esta
causado por el nivel de lectura en la curva ya que este compuesto es el mas
pequeno en este material de referencia Ver Figura 10. En el Anexo 3 se puede
verificar la incertidumbre asociada al valor certificado del MRC de Asequality, en
la Tabla 39 se observa la comparacién de la desviacion estandar del ensayo
interlaboratorio comparado con los datos de incertidumbre obtenidos en la

verificacion practica

La distribucién en funcién a la concentracién es muy homogénea y los
valores son muy cercanos, esto se debe producir porque al momento de realizar
las diluciones a partir de los extractos de las muestras fortificadas, se ajustd la
concentracién final para entrar en un rango estrecho de la curva entre 3
estandares donde todos los picos estan en el rango de calibracion para no realizar
varias diluciones e inyecciones para un mismo nivel de concentracién. De esta

manera la influencia de la incertidumbre debida de la curva se minimizo.

Sin embargo, las muestras al sufrir un proceso de extraccion en
concentraciones distintas desde la matriz, al mantener relaciones diferentes de
muestra y solvente y al estar sujetas a diluciéon, que son factores que también
aportan a la dispersién de los datos, esos aportes también son moderados ya la
homogeneidad de las incertidumbres se mantiene, lo que indica que se guarda
homogeneidad en el procesamiento de las muestras. Adicionalmente este punto
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no aplicaria para el MRC Asequality ya que este tiene un origen distinto y
concentraciones de los compuestos diferentes a las fortificaciones y pese a esto
la homogeneidad se mantiene, en todos los casos a excepcion del acenafteno
que ya se discutio.

En general el desempefio del método siguid las directrices impuestas en
los métodos de referencia y consiguié recuperaciones de los analitos en niveles
bajos comparables a los esperados en las técnicas tradicionales de extraccion y
ademas con una incertidumbre moderada. Habiendo cumplido las expectativas
del laboratorio para el requerimiento analitico y en los rangos de concentracion
Utiles para las muestras de mayor frecuencia en el laboratorio, el método se lo

declaré validado en junio del 2016.
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2 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En los diversos articulos estudiados se observa una buena
correspondencia de la SALLE para la extraccion de HAPs en muestras de
alimentos y suelos. Y puede ser una opcion viable para la sustitucion del

diclorometano como solvente de extraccion

Al no existir informacion de trabajos similares realizados en matrices
acuosas, no se puede comparar los datos obtenidos en la verificacién practica

realizada en el Laboratorio Guijarro LASA. Sin embargo los datos de

Comparando la extraccion tradicional realizada con diclorometano u otros
solventes no polares con la extraccion SALLE, para la determinacion de HAPs en

aguas por HPLC, esta presenta algunas ventajas y desventajas.

Ventajas

Requiere instrumental de laboratorio comun, recipientes cerrados, vortex y
centrifuga, no se requiere de instrumentacién avanzada, sistemas de destilacion o
espacios amplios ni permanentes para el desarrollo de la extraccion. Lo que hace
que sea de sencilla implementacion en el laboratorio y no requiere fuertes

inversiones.

No requiere grandes cantidades de muestra. Permite reducir la cantidad de

botellas que llegan al laboratorio por muestra, lo que descongestiona los sitios de
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almacenamiento de muestras como estantes y refrigeradores. Reduce el costo de
logistica y facilita el trabajo al personal de muestreo y reduce costos de envio.

No requiere volumenes altos de solvente. Por muestra se requiere entre 5 y
10 ml de acetonitrilo, esto reduce el costo asociado al solvente en la extraccion,
facilita el proceso de las muestras a los analistas y reduce el riesgo de accidentes

al manipular volumenes grandes de solvente.

No es necesario un procedimiento de cambio de solvente ya que el extracto
ya esta en acetonitrilo y se puede inyectar directamente en el HPLC. Esto reduce
el tiempo dedicado a este procedimiento y mejora la recuperacion de analitos

volatiles como el Naftaleno

El procedimiento es simple y rapido. Permite la extraccion en pocos
minutos y de varias muestras de manera simultanea lo que reduce costos de
mano de obra y aumenta la capacidad de procesamiento del laboratorio. En los
ensayos realizados se comprobé que un solo analista puede procesar en menos
de una hora hasta 8 muestras, con dos analistas hasta 16 los cuellos de botella

son la disponibilidad de sorbonas y la capacidad maxima de la centrifuga.

El acetonitrilo es un compuesto menos peligroso y toxico que el
diclorometano y poco volatil por lo que es dificil alcanzar grandes concentraciones
en el ambiente. El riesgo asociado al solvente se reduce fuertemente, no se
pretende decir que el acetonitrilo no es peligroso, sino que su toxicidad es menor
y hasta la fecha ninguna agencia de seguridad lo ha catalogado como

cancerigeno.

Es una extraccion en pequena escala y usa materiales de bajo costo,
permite trabajar con material desechable lo que reduce el riesgo de errores en los
resultados causado por contaminacion cruzada o por carry over. Adicionalmente
se elimina el riesgo para el analista y el personal encargado del lavado de
materiales por la manipulacién de los residuos de muestras analizadas sean

contaminadas o fortificaciones de control de calidad.
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Al ser el acetonitrilo un compuesto mas polar que el diclorometano
(momento dipolar de 3.92 D vs 1.6 D del diclorometano) disuelve un rango mas
amplio de sustancias con polaridad media a alta por lo que mejora la recuperacion
de un rango amplio de analitos por lo que se podria usar en el desarrollo de otros

métodos.

Desventajas

La SALLE al usar bajas cantidades de muestra y solvente no permite con
facilidad usar técnicas de concentracion para alcanzar limites bajos por lo que el

equipo de medida debe ser mas sensible que para las técnicas tradicionales.

Por la polaridad del acetonitrilo ademas de los analitos de interés se
pueden extraer otras sustancias diferentes a las que se extrae con diclorometano.
Por lo que si estan presentes interferentes en la matriz estos podrian ser
extraidos en mayores cantidades junto con los analitos. Esto exige que la técnica
instrumental deba ser muy selectiva y robusta para discriminar la sefal de la

matriz versus los analitos.

La extraccidbn SALLE al producir pequenas cantidades de extracto no
permite usar técnicas de clean up tradicionales sin la necesidad de entrar en
procedimientos de cambio de solvente y fases de concentracion. De modo casi
exclusivo estos pasos solo se evitan con el uso del clean-up por dSPE el cual no

tiene una efectividad tan alta como otros métodos.

La cantidad de sal utilizada es grande con relacion a la cantidad de
muestra. Por lo que el precio de este insumo impacta directa y de manera
importante en el costo del andlisis y ademas limita la posibilidad de emplear
cantidades mayores de muestra con fines de concentrar los extractos para
mejorar limites de cuantificacion. Adicionalmente los desechos requieren gestién

ambiental por su elevada salinidad y por contener residuos de acetonitrilo.

A pesar de estas desventajas, opino que se observan en la técnica de
extraccidn SALLE numerosos beneficios en el ahorro de solventes, reduccion de
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los riesgos, ahorro de tiempo, facilidad en la extraccion y la gran aplicabilidad que
se ha visto de esta técnica para HAPs y otros analitos en matrices mas complejas.

Recomendaciones:

Como se pudo ver en la seleccion de los niveles de calibracién y en la
organizacién de los niveles de concentracién probados en las matrices, el hecho
de tener todos los compuestos previamente mezclados en las soluciones mix,
tuvo un fuerte impacto en el desarrollo del estudio por las limitaciones que causé

en la calibracion.

A mi criterio ninguna de las combinaciones de estdndares recomendadas
en el EPA 8310 o 550 se ajustan facilmente a trabajo en HPLC con FLD, ya que
las concentraciones de los primeros picos son excesivamente elevadas con
relacion a los demas picos, esto puede ser util en la configuracion HPLC UV-FLD
por su baja sensibilidad. Por las diferencias en las pendientes obtenidas entre los
15 picos, muy seguramente los estandares con concentraciones iguales tampoco
serian los mas acertados. Ademas, por lo general estos estandares al ser para
GC vienen en solventes incompatibles para fase reversa.

Se debe ser muy escrupuloso en la seleccién de los materiales de trabajo,
durante el desarrollo, el cambio de viales, filtros, jeringas, solventes, y la misma
variabilidad en los insumos dentro del mismo proveedor pueden dar lugar a picos
fantasmas debido a altisima sensibilidad en la que se configur6 el detector.
Algunos de estos problemas se solucionaron con la técnica de blancos y la
sustraccion de sefal, sin embargo, siempre es mas valioso tener el cromatograma

libre de estos problemas.

Como en todas las técnicas de HPLC, se debe mantener un registro de la
variacion de presion en la columna a lo largo de su vida util, eventualmente esto
afecta los tiempos de retencidén de los picos en pocos segundos. Esto puede no
ser notorio en las ventanas de integracion, pero si tiene efecto sobre los tiempos
de cambio de longitud de onda programados en el detector. Si no se actualizan
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estos tiempos con la suficiente frecuencia se pueden experimentar leves derivas
en el comportamiento de la funcidon respuesta que pueden perjudicar la
cuantificacion.

Una de las mayores fuentes de error se debe a los pasos previos al analisis
0 preparacion de la muestra. Se recomienda que el personal que efectiue este
proceso, esté muy familiarizado con la técnica y se debe permitir el desarrollo de
mayor destreza a través de la practica guiada por un analista que tenga mayor

conocimiento del método.

Como se explicd en la seccidén de interferencias un factor que debe ser
tomado en cuenta es la limpieza del material que se va a emplear en el andlisis,
ya que inclusive el material de vidrio puede retener restos lo suficientemente
importantes para registrarse por el equipo. La limpieza del material se debe
realizar segun se lo expone y el material no debe ser empleado para otros analisis
(material dedicado). Incluso la comparticién de pipetas automaticas con puntas
desechables suele conllevar a problemas en todos los tipos de cromatografia
instrumental.
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Figura 2 Cromatograma simultaneo UV/FLD (Gavilanes, 2013)

En Gavilanes (2013) el detector UV se empleo a 230nm solo para la
determinacion de acenaftileno, para los demas HAPs se empleo la sefial del FLD.
Se puede observar el incremento de la sefal en los picos de naftaleno, fluoreno, y
fenantreno, cuando se us6 el FLD (Excitacion 260nm Emision 352nm) lineas roja,
verde y fuscia; comparativamente a la obtenida en elUV DAD linea azul el Unico
caso donde la relacion se invierte es el acenafteno donde la sefal del detector UV
es mayor a la del FLD. No se detalla la longitud de onda de absorcién UV para el
caso del naftaleno, acenafteno, fluoreno, y fenantrenoAgilent ZORBAX Eclipse
PAH C18 4.6x50mm, 1.8um, 0.8 ml/min, Columna 18°C inyeccién 5 pl



Figura 3 Aparatos para concentracion Kuderna-Danish

(Organomation, 2016) (Surlan, 2016)
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Figura 4 Bomba de Vacio y Manifold para extraccion SPE

(i.ytimg.com, 2016), (Cromlab, 2016)
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Figura 5 Equipo Rotavapor (Imlab, 2016)
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Figura 6 Embudos de separacion

(i00.i.aliimg.com, 2016)

Figura 7 Concentrador de nitrogeno(bio-equip, 2016)
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2003

Anastassiades, Lehotay, et al.

Original
10 g subsample
|
10 mL acetonitrile

4 g anh. Mg50,
+1g NaCl

1 Shake

} Centrifuge

150 mg/mL anh. Mgs0,
+ 25 mg/mL PSA

|
Shake and centrifuge

2007
Lehotay

AQAC 2007.01

15 g subsample

‘

15 mL acetonitrile
with 1% HOAc
and
6 g anh. Mg50,
+ 1.5 g anh. NaDAc

|} Shake
| Centrifuge

150 mg/mL anh. Mgs0,
+ 50 mg/mL PSA

!
Shake and centrifuge

66

2008
Anastassiades

CEN 15662

10 g subsample

|
10 mL acetonitrile
| Shake

4 g anh. Mg50,
+1g NacCl
+ 19 Na,Cit*2H,0

+0.5 q Ha;ﬁl‘l.EH;D

| Shake
| Centrifuge

150 mg/mL anh. MgSO0,

25 mg/mL PSA
|

Shake and centrifuge

Some options:  Scale up subsample sizes and reagents
Conduct freeze-out step to reduce lipid co-extractives

and/or 50 mg/ml extract of C18 sorbent in d-5PE
To reduce or remove chlorophyll, use 2.5-7.5 or 50 mg/mL GCB
For GC without LVI, solvent exchange and concentrate in toluene

Figura 8 Variantes del método QUEChERS

(Lehotay, Anastassiades y Majors, 2010)
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Figura 9 Cromatograma Estandar de calibracion de HAPs
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Figura 11 Espectro de Fluorescencia obtenido en la optimizacion de sehales
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1 Naftaleno
4,0E+08
3,5E+08
Resumen Curva Calibracion 2.0E+08
ugl Area media %CV
v 176 15282835  9.3% § 25E.08
W 4.40 39750881 7,3% 3 2 0E+08
X 22,02 188906066 2 ©4% g '
Y 4404 978054267  4.%% < 15E+08
z 88,09  saturado 1 0E+08
AA 176,18 saturado
50E.07 .”
0,0E+00
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
ug'l
Figura 12 Datos de calibracion Naftaleno
3 Acenafteno
50E=08
45E.08
Resumen Curva Calibracién 4,0E+08
ug'l Area media %GV 3 5E+08
v 1,75 20400662  6,1% § 2.0E:08
w 437 50719402 6.9% 5
3 25E:08
X 21,85 236720138  6,1% -
=]
v 4960 470857744 40% g S0E+08
z 87,38 saturado 1,5E+08
AR 17477  saturado 1,0E+08
5,0E+07
0,0E+00
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
ug'l

Figura 13 Datos de calibracion Acenafteno
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4 Fluoreno
4,6E+08
4,0E+08
Resumen Curva Calibracion 3,5E+08
ug/l Area media %CV
o 3.0E+08
v 0,36 16633168 14 4% 3
W 0,69 44353625 98% 5 2,5E+08
X 446 213575417 67% w 2 0E+08
g 2
Y 892 426414226 4 6% < 1.5E+08
z 17,86  saturado
AA 35,71 saturado 1,0E+08
5,0E+07
0,0E+00
0,00 4.00 6,00 8,00 10,00
ug/l
Figura 14 Datos de calibracion Fluoreno
5 Fenantreno
6,0E+08
. . 5,0E+08
Resumen Curva Calibracion ¥
gl Area media %OV
o 40E+08
v 0,18 4978226 888% 3
W 0.44 13821622 315% 5
= 3,0E+08
X 2,13 65001811 65,9% @
g
Y 438 1297374186 3, 7% .
< 20E.08
r4 876 257895051 3,5%
AA 17,53 519607539 3,9%
1,0E+08
0,0E+00
0,00 5.00 10,00 15,00 20,00
ugl

Figura 15 Datos de calibracion Fenantreno




72

6 Antraceno
8,0E+08
5,0E+08
Besumen Curva Calibracién e
ugl Area media %CV 4.0E408
g +!
v 0,18 12476451  8.4% g‘
w 0.44 31089802 6,7% 5
3 3,0E+08
X 222 145587316 6,3% 3
Y 443 290574180  4.3% = J—
3 +!
z BB6 567048895 4.3%
AA 17,72 saturado 1 0E08
? +!
0,0E+00
0,00 2,00 4,00 £.00 8.00 10,00
ug'l
Figura 16 Datos de calibracion Antraceno
7 Fluoranteno
2,0E+08
1,3E+08
Resumen Curva Calibracién 1,6E+08
ug/l Area media %CY 1.4E+08
v 0.35 2133608 167% & 506,08
w 0,88 4951797 6.0% 3 —
X 442 21649828 56% s '
¥ 2 BOE.07
8,84 43430665  4.3% -
z 17,69 85598918 3,9% 6,0E+07
AA 35.28 172023621  3.7% 4,0E+07
2,0E.07
0,0E+00
0,00 500 10,00 1500 20,00 2500 30,00 2500 40,00

ug'l

Figura 17 Datos de calibracion Fluoranteno
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8 Pireno
7.0E+08
6,0E+08
Resumen Curva Calibracion
ug/l Area media %GV 5,0E+08
v 017 7517712 7.5% §'
w 0.44 17916404  6,8% ‘34'DE+UB
X 2,18 82972641 6,3% = 30E.08
¥ 4,36 166221630 3,7% -
z 873 326527879  4.4% 2,0E+08
AA 1TA6 657984240 4,1%
1,0E+08
0,0E+00
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00
ug/l
Figura 18 Datos de calibracion Pireno
9 Benz[alantraceno
4 5E+08
4,0E+08
Rasumen Curva Calibracién 9 5E+08
ug/l Area media %CV o 3.0E:08
v 0,18 8914412  85% H
w 045 21217834  7,.3% 5 2,5E+08
X 223 101302057  6,1% s 20E408
Y 446 202146710 4,0% < 1 5E+08
z BOZ 309352835  4.2%
AA 17,85  saturado 1,0E+08
5,0E+07
0,0E+00
0,00 2,00 4,00 00 8,00 10,00
ug/l

Figura 19 Datos de calibracion Benz(a)antraceno
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10 Criseno
4,5E+08
4,0E+08
Resumen Curva Calibracion 3,5E+08
ug/l Area media %GV
o 3.0E+08
v 0,18 8209584  11,3% g
w 0,45 21209488 7 4% 5 2.5E.08
X 221 101014234  B2% - 2 0E408
Y 447 203012638  4.2% .E 1.5E+08
z 803 400237113 43%
AA i7.86  saturado 1,0E+08
5,0E+07
0,0E+00 -’/
0,00 2,00 4100 6,00 8,00 10,00
ug’l
Figura 20 Datos de calibracion Criseno
11 Benzo[b]fluoranteno
7,0E+08
6,0E+08
Resumen Curva Calibracion
ug'l Area media %CY 5,0E+08
v 0,36 6245392 77% E40E+GB
w 0.89 15963882 8,2% 3 '
X 4,46 75402347  6.6% 8 3.0E+08
¥ 8,22 151234058  4,1% -
z 17,86 298206712 43% 2,0E+08
AA 25,71 600044203  4,0%

1,0E+08

0,0E+00
0,00 500 10,00 1500 20,00 2500 30,00 3500 40,00

ug'l

Figura 21 Datos de calibracion Benzo(b)fluoranteno
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12 Benzo[klfluoranteno
6,0E=08
L 5.0E+08
Resumen Curva Calibracion
ug'l Area media %CV
o 40E+08
v 0,18 10761988  89% g
w
w 0,44 27396274  7.3% 3 2.0E+08
X 222 129301955  6,0% g ’
Y 444 258837201 3.9% < 5 oE.08
z B9 509418177  4,%% ’
AA 17,78 saturado 1 0E+08
0,0E=00
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
ugl
Figura 22 Datos de calibracion Benzo(k)fluoranteno
13 Benzo[a]pirene
8,0E+08
i . 5,0E+08
Resumen Curva Calibracion
1| Area medi %oV
v ua ea media o 4,0E408
0,18 9975626  9,1% 2
W 0.44 25758389  7.1% 3 .0E208
g +!
X 2,20 122025572  6.4% 5
Y 420 244157221 4 49% < 5 0E.08
z B78 479567062  4.4% '
AA 17 .56 saturado 1.0E+08
0,0E+00
0,00 2,00 4,00 8,00 &,00 10,00

Figura 23 Datos de calibracion Benzo[a]pireno
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14 Dibenz[a,h]antraceno

9,0E+08
B,0E+08
Resumen Curva Calibracion 7.0E+08
ug/l Area media %CV
8,0E+08
v 0,35 7967316 9.2% 7
[~
w 0,58 20000721  6,8% L, 5.0E+08
—d
X 441 95288824  6.2% @ 4.0E+08
@
¥ B82 101928723  4.2% 2 3.0E+08
z 17.64  37B497712  42%
AA 3529 764562122 4,0% 2,0E+08
1.0E+08
0,0E+00
0,00 500 1000 1500 20,00 2500 20,00 3500 40,00
ug/l
Figura 24 Datos de calibracion Dibenz(a,h)antraceno
15 Benzo[ghi]perileno
1,2E+09
Resumen Curva Calibracidn 10E+09 /.
1 Ar i
oo el Aeameda OV oEes
L) 0,35 10022419 8,Z% &
@l
w 0.87 25821366  56% 5
2 B.0E=08
X 496 123537665  6,1% -
Y 871 247625214 3.%% = 405208
z 17.42 489231482  4,0%
AA 3485 985165287  4,2%
2,0E=08
0,0E=00
000 500 1000 1500 20,00 2500 30,00 3500 40,00

ug'l

Figura 25 Datos de calibracion del Benzo(ghi)perileno
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Resumen Curva Calibracion

ug'l
0,18
044
2,22
4.44
8,87
17.74

Area media
501345
928613

H043656
9558492
18917819
39601444

%GV
73.9%
25,8%

9.5%

51%

6,1%

3.68%

Area LU*seg

AcC 7
et Ll

4,0E+07
3,5E+07
3,0E+07
2,5E+07
2,0E+07
1,5E+07
1,0E+07
5,0E+06

0,0E+00
0,00

16 Indeno[1,2,3-cd]pireno

5,00 10,00 15,00 20,00

ug'l

Figura 26 Datos de calibracion Indeno(1,2,3-cd)pireno



78

TABLAS

Tabla 1: Contenido de Benzo(a)Pireno en algunos alimentos

(Vives et al, 2001)

Alimento Benzo[a]pireno (pg/kg)
Bacon 0,011

Chorizo 0.12-034 .
Jamon 0009 ...
Atin 0,023

Salmon 004 o
Trucha 0.057
Sardina 2,46

Bacalao 0,018

Arenque 0,04
Salchichas noruegas de ND-0.15

carne shumanda T T
Salchichas espafiolas de ND-0,051

carne ahumanda

Pf;scadg ahumado ND-1220
tailandés

Carne ahumada 10,5-66.9
10
P_esca_do ahumado 35.5.139
nigeriano

Aceite crudo de colza 246
Aceite refinado de 1.83

OOz e
Aceite crudoe de soja 1,13

Aceite refinadodesoja ZI8
Otros aceites refinados 191

(coco, girasol, oliva...)
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Tabla 2: Grupos de HAPs prioritarios EFSA

HAPs4 HAPs8
Benzo[a]pireno Benzo[a]pireno
Criseno Benzo[a]antraceno
Benzo[a]antraceno Benzolb]fluoranteno
Benzo[b]fluoranteno Benzo[K]fluoranteno

Benzo[ghi]perileno
Criseno
Dibenzo[a,h]antraceno
Indeno[123-cd]pireno

(Pérez, et al., 2016)

Tabla 3: Potencial carcinégeno de algunos HAPs

Potencial para producir cancer de algunos HAPs

HAPs Potencial carcindgeno (RPF)
Benzo[a]pireno 1,000
Benzo[a]antraceno 0,145
Benzo[b]fluoranteno 0,167
Benzolk]fluoranteno 0,020
Criseno 0,0044
Dibenzo[a,h]antraceno 1,11

(Patra, 2003)

RPF Relative Potency Factor Proporciona una metodologia para estimar el riesgo
de cancer a partir de la exposicion a mezclas de PAH sumando las dosis de PAHs
componentes después de escalar las dosis (con RPF) con relacion a la potencia
de un PAH de indice, como el, benzo [a] pireno. (US EPA, 1993) (US EPA, 2012)
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Tabla 4: Clasificacion de los HAPs segun IARC

Clasificacion de la International Agency for
Research on Cancer para algunos HAPs

HAPs Categoria HAPs Categoria
Benzo[a]pireno 1 Dibenzo[a,e]pireno 3
Criseno 2B Dibenzo[a,i]pireno 2B
Benzo[a]antraceno 2B Dibenzo[a,h]pireno 2B
Benzo[b]fluoranteno 2B 5-Metilcriseno 2B
Benzolk]fluoranteno 2B Benzolc]fluoreno 3
Indeno[123-cd]pireno 2B Naftaleno 2B
Dibenzo[a,h]antraceno 2A Fenantreno 3
Benzo[ghi]perileno 3 Antraceno 3
Benzo[j]fluoranteno 2B Fluoranteno 3
Ciclopentalcd]pireno 2A Pireno 3
Dibenzo[a,l]pireno 2A

(Pérez, et al., 2016)

Grupo 1: cancerigeno para los seres humanos: hay suficiente evidencia
para concluir que puede causar cancer en los seres humanos.

Grupo 2A: probablemente carcinogénico para los seres humanos: Existe
una fuerte evidencia de que puede causar cancer en los seres humanos, pero en
la actualidad no es concluyente.

Grupo 2B: posiblemente carcinogénico para los seres humanos: Hay
algunas pruebas de que puede causar cancer en los seres humanos, pero en la
actualidad esté lejos de ser concluyente.

Grupo 3: no clasificable en cuanto a la carcinogenicidad en seres
humanos: No hay pruebas en la actualidad que provoca cancer en los seres
humanos.

Grupo 4: probablemente no es cancerigeno para los seres humanos: Hay

pruebas sélidas de que no causa cancer en los seres humanos.
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Tabla 5: Limites permisibles para la exposicion al diclorometano

Organismo Tipo de Limites de Observaciones
Emisor regulacion concentracion
OSHA TWA 25 ppm Jornada Laboral
86,75mg/m3 8h/dia
40/semana
OSHA STEL 125 ppm Maximo
433,75mg/m3 15min/exposicion
no repetitiva
OSHA Nivel de Accién 12,5ppm Concentracién de
43,375mg/m3 la cual se deben
iniciar controles
NIOSH REL Menor factible; Limite
carcinégeno recomendado
ACGIH TWA 50ppm Jornada Laboral
173,5mg/m3 8h/dia
40/semana
EPA Inhalation 0.6 mg/m3 Exposicion diaria
Reference
Concentration
(RfC)
NIOSH IDLH: 2300 ppm Riesgo inmediato
7981 mg/m3 para la vida y
salud
ATSDR Inhalation Minimal 0.6 ppm Exposicion diaria
Risk Levels 2,08 mg/m3
(MRLs): aguda
0.3 ppm
1,04 mg/m3
intermedio y
cronico
IARC Umbral de olor 200 ppm IARC Monograph
694 mg/m3 1999

(OSHA Exposure Limits and Health Effects, 2012)

OSHA en Estados Unidos (Occupational Safety and Health Administration)

NIOSH (National Institute of Occupational Safety and Health)

ACGIH (American Conference of Governmental Industrial Hygienists)

ATSDR (Agency for Toxic Substances and Disease Registry)
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Tabla 6: Normas y Limites permisibles aplicables a los HAPs

Limites Maximos Permisibles en algunas Matrices

Norma / Origen

INEN 1108 Ed5
Ecuador 2011

EPA Primary standards US
National Primary Drinking
Water Regulations
Estados Unidos 2016

WHO's Guidelines for
Drinking-water Quality 2011

Council Directive 98/83/EC on
the quality of water intended
for human consumption.
Adopted by the Council, on 3
November 1998

Comunidad Europea

Guidance on the
implementation of the water
supply (water quality)
regulations 2000 (as
amended) in England
Reino Unido 2012

Guidance on the
implementation of the water
supply (water quality)
regulations 2010 in Wales
Reino Unido 2010

Analitos

Benzo(a)pireno
Benzo(a)pireno

Benzo(a)pireno

Benzo(a)pireno

benzo(b)fluoranteno
benzo(k)fluoranteno
(

benzo(ghi)perileno
indeno(1,2,3-cd)pireno

Benzo(a)pireno

Benzo(a)pireno

Limites / Matriz

0,7 ug/L agua potable

0,2 ug/L aguas
potables y
subterraneas

0,7 ug/L agua potable
0,010ug/L
agua potable

0,1ug/L suma de
agua potable

0,01ug/L
agua potable

0,01ug/L
agua potable
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Normas y Limites permisibles aplicables a los HAPs (continuacion...)

Norma / Origen

Analitos

Limites / Matriz

Tulsma Registro Oficial 270
13/02/2015

RAOH Decreto Ejecutivo
1215, Registro Oficial 265 de
13 de Febrero del 2001

Ecuador
Edicién 29-sep-2010

No define compuestos

Naftaleno
Fenantreno
Antraceno
Fluoranteno

Pireno
Benz[a]antraceno
Criseno
Benzo[b]fluoranteno
Benzo[k]fluoranteno
Benzo[a]pireno
Dibenz[a,h]antraceno
Indeno[1,2,3-cd]pireno

HAPs cada tipo

Fluoranteno
Benzol[b]fluoranteno
Benzo[Kk]fluoranteno
Benzo[a]pireno
Benzo[ghi]perileno
Indeno[1,2,3-cd]pireno

Establece control de
HAPs para descargas
de la industria
petrolera pero no
define limites p102

0,1-22 mg/Kg
0,1-50 mg/Kg
0,1-100 mg/Kg
0,1-100 mg/Kg
0,1-100 mg/Kg
0,1-10 mg/Kg
0,1-100 mg/Kg
0,1-10 mg/Kg
0,1-10 mg/Kg
0,1-10 mg/Kg
0,1-10 mg/Kg
0,1-10 mg/Kg

0,1mg/Kg
Suelos

0,2ug/l promedio
anual

0,3ug/I-0,5ug/l suma
Descarga lixiviados

1000 - 5000ug/Kg
suma en Suelos
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Normas y Limites permisibles aplicables a los HAPs (continuacion)

Norma / Origen Analitos Limites / Matriz
aguas subterraneas
Naftaleno 35 ug/I
Fenantreno. 2,5 ug/l
Antraceno 2,5 ug/l
TULAS Libro 6 Anexo 1 Fluoranteno 0,5 ug/l
Benzo(a)antraceno 0,25 ug/l
Criseno 0,026 ug/l
Ecuador 2001 Benzo(k)fluoranteno 0,026 ug/|
Reemplazada por Registro Benzo(a)pireno 0,026 ug/|
oficial 270 Benzo(ghi)perileno 0,025 ug/l
Indenol (1,2,3 cd) pireno 0,025 ug/l

Resolucion 0002-SA-2014

Distrito Metropolitano de Quito

del 20/01/2014

Benzo(a)pireno

No define compuestos

HAPs cada tipo

Benz[a]antraceno
Benzo[a]pireno
Naftaleno

Pireno

Aguas de Consumo
0,01 ug/l

Establece control de
HAPs para descargas
de la industria
petrolera pero no
define limites p28

0,1-5mg/Kg
Suelos

0,1-0,7mg/Kg
0,1-5mg/Kg
0,1-22mg/Kg
0,1-10mg/Kg
Suelos

Elaborado a partir de la bibliografia ambiental (revisado hasta el 01 de diciembre

de 2016)



Tabla 7: Resumen Técnicas Instrumentales para el analisis de HAPs

Técnica analitica

Métodos Estandarizados

Cromatografia de Gases
con deteccién de ionizacién de
flama GC-FID

Cromatografia de Gases
con detector de masas
especificas GC-MSD

Cromatografia Liquida
con detector de ultravioleta y/o
fluorescencia HPLC-UV/FLD

US EPA 8100 (1986)

US EPA 610 (1984)
Standard Methods 6440b (APHA 2012)
NIOSH 5515 (1994)

US EPA 525.2 (1995)

US EPA 1625 (1984)

US EPA 8270 (1998)
Standard Methods 6410b (APHA 2012)
US EPA 550 (1990)

US EPA 550.1 (1990)

US EPA 610 (1984)

US EPA 8310 (1986)
Standard Methods 6440b (APHA 2012)
US FDA 4475 (2010)

NIOSH 5506 (1998)

USGS 0-3113-83 (1983)
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En la fase de extraccién, para el EPA 8100 y 8310 no se recomienda ajuste

de pH, para el EPA 8270 el pH se ajusta a <2.

Para el método EPA8310, el diclorometano debe intercambiarse por
acetonitrilo para la inyeccion en el HPLC, no recomiendan otro solvente para

clean-up.

Para el método EPA8100 se recomienda ciclohexano como solvente para
clean-up. No se requiere cambio de solvente para la inyeccién en el GC asi

también para el EPA8270.

Para el método de extraccion 3535 no se requieren ajuste de pH para

HAPs
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Tabla 8: Resumen de los métodos de extraccion estandarizados para HAPs

Forma de Solventes Analisis por  Analisis por .
. Equipos
extraccion usados GC HPLC
Liquido — » . Embudos de
o Inyeccion Cambio de »
liquido ) . separacion
Diclorometano directa de solvente a
. . Concentrador

Diclorometano  Acetonitrilo

Muestra 1L KD
_ Cartuchos o

SPE discos . _

Inyeccion discos SPE
Cartuchos Metanol . . _

directa de Cambio de Manifold
SDB-XC Acetona _

_ Diclorometano solvente a Bomba de
C18 Acetato de Etilo . . .
_ 0 cambio a Acetonitrilo vacio
Diclorometano .

Diclorometano Concentrador

Muestra 1L

KD




Tabla 9: Precision y Exactitud métodoEPA 8310

METHOD ACCURACY AND PRECISION AS FUNCTIONS OF CONCENTRATION®
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Accuracy, as S5ingle analyst Overall
recovery, x' precision, 5. precision,
Parameter {ugfL) {ug/L] 5" {ug/L)
Acenaphthene 0.52C+0.54 0.39:+0.76 0.53x+1.32
Acenaphthylene 0.69C-1.89 0.36x+0.29 0.48x+0.52
Anthracens 0.63C-1.26 0.23x+1.16 0.41x+0.45
Benzola)anthracene 0.73C+0.05 0.28x+0.04 0.34x+0.02
Benzolalpyrene 0.56C+0.01 0.38x-0.01 0.53x-0.01
Benzol(b)fluoranthene 0.78C+0.01 0.21x+0.01 0.38x-0.00
Benzo(ghilperylene 0.44C+0.30 0.25x+0.04 0.58x+0.10
Benzol(k)fluoranthene 0.59C+0.00 0.44%-0.00 0.69x+0.10
Chryszene 0.77C-0.148 0.37x-0.18 0.66x-0.22
Dibenzola,hlanthracene 0.41C-0.11 0.24%+0.02 0.45x+0.03
Fluoranthene 0.6BC+0D.07 0.22x+0.06 0.3Zx+0.03
Fluorene 0.56C-0.562 0.44x-1.12 0.63x-0.65
Indenoll,2.3-cdlpyrene 0.54C+0.08 0.29x+0.02 0.42x+0.01
Naphthalene 0.57C-0.70 0.39x-0.1B 0.41x+0.74
Phenanthrene 0.72C-0.95 0.29x+0.05 0.47x-0.25
Pyrene 0.65C-0.12 0.25x+0.14 0.47x-0.00
»' = Expected recovery for one or more measurements of a sample

containing a concentration of C, inm ug/L.

s, = Expected single analyst

average concentration of %, in ug/L.

standard deviation of measurements at an

5' = Expected interlaboratory standard deviation of measurements at an
average concentration found of %, in ug/L.

C = True value for the concentration, in ug/L.

¥ = Awerage recowery found for measurements of samples containing a
concentration of C, in wg/L.

(US EPA 8310, 1986)
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Tabla 10: Desvio y Exactitud de Standard Methods 6440(APHA, 2012)

ENTRATION*
Bias AND PRECISION AS Funcrions OF CONG
TapLe GH0:IV. METHOD — Single-
Analyst Overall
Precision, S, Precision, y
as Recovery, X' wg/L ugl
Compound 0.39X + 0.76 0.53% + 12
0.52C + 0.54 0.36X + 0.29 042X + 05
Acenaphthene 0.69C — 1.89 o 23)_( +1.16 04”_( A
Acenaphthylene c—-126 234 ALA 1 04
Anthracene O'Gic P 0-05 028)_‘ + 0.04 034‘! + 0
Benzota)anthracene 826C 4 0'01 0.38X + 0.01 0.53X - o
Benzola)pyrene 28C + 0'01 0.21X + 0.01 0.38X - 0
Benzo(b)fluoranthene 0.7 0'30 0.25X + 0.04 0.58% + 010
Benzol ghi)perylene O 0.44% — 0.00 0.69% + 001
Benzo(k)fluoranthene 0.59C + 0.00 g a% = D18 0.66F -
Chrvsene 0.77C - 0.18 03 S : e 0n
Dihenzo(a,hjanthracene 0.41C + 0.11 024}_( +0.02 045! +00
Fluoranthene 0.68C + 0.07 0‘22)_( +0.06 0‘32£+ 0
Fluorene 0.56C — 0.52 0.44.’_( - 112 0.63!"“-65
Indeno1,2,3-cd)pyrene 0.54C + 0.06 0.29X + 0.02 0.42X + 001
Naphthalene 0.57C = 0.70 0.39X — 0.18 041X + 0N
Phenanthrene 0.72C - 0.95 0.29X + 0.05 047X - 0B
Pyrene 0.69C — 0.12 0.25X + 0.14 042X - 00
X very for one or more measurements of a sample containing a concentration of C,
\, = expected single-analyst standard deviation of measurements at an average concentration found of X.
vt o o desiation of meusrement at an average concenraion found of X,
X = average recovery found for measurements of samples containing a concentration of C.
Tabla 11: Criterios aceptacion FOPT (TNI NELAC, 2016)
ZENCES, TNI/NELAP PT for Accreditation
7% Fields of Proficiency Testing with PTRLs
| Non-Potable Water (NPW)
B = =
RO CRATSA Effective Date: April 1, 2016
“SSssecsss
Analyte Conc Range Acceptance Criteria NELAC PTRL
Base/Neutrals Hg/L a b c d ptrl pg/L
Acenaphthene 10 to 200 0,7748 0,8506 0,1427 0,1159 4,0
Acenaphthylene 10 to 200 0,8029 -0,2974 0,1485 0,1111 29
Anthracene 10 to 200 0,7986 1,7870 0,1229 0,7303 3,9
Benzo(a)anthracene 10 to 200 0,8381 0,5699 0,1162 0,6075 3,6
Benzo(a)pyrene 10 to 200 0,8207 -0,0550 0,1484 0,4349 2,4
Benzo(b)fluoranthene 20 to 200 0,8327 0,1531 0,1497 0,1078 7,5
Benzo(g,h,i)perylene 10 to 200 0,8261 1,5562 0,1556 0,0166 5,1
Benzo(k)fluoranthene 20 to 200 0,8223 1,996 0,1862 1,126 7,7
Chrysene 10 to 200 0,8180 2,3274 0,1351 0,2137 5,8
Dibenzo(a,h)anthracene 20 to 200 0,8079 2,3890 0,1497 0,8729 6,9
Fluoranthene 30 to 200 0,8087 2,9863 0,1272 0,0642 15,6
Fluorene 10 to 200 0,7619 3,7583 0,1165 1,0349 4,8
Indeno(1,2,3, cd)pyrene 30 to 200 0,7115 5,0289 0,1430 1,4299 9,2
Naphthalene 20 to 200 0,6749 3,5514 0,1441 1,2975 4,5
Phenanthrene 10 to 200 0,8001 2,8698 0,1110 0,9485 4,7
Pyrene 10 to 200 0,8476 1,0097 0,1490 0,0530 4,9

Acceptance limits are set at the Mean £ 3 SD
Where the a, b, ¢c and d factors are presented, Mean = a*T + b; SD = c*T + d where T is the assigned value.
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Tabla 12: Recuperacion EPA8330 por SALLE y método tradicional

EXTRACTANT
Analyte Mathylena chloride Methylene chloride + NaCl Acetonitrila + NaCl
HM X 236 73.6 956
RDX_ 59.6 831 939
TNB 881 92.7 96.5
DNB 899 ] 94.5 956
NB B9.7 5.7 94.2
TNT SR 96.3 983
2, 4DNT 94.4 96.5 98.0
2,6DNT 9.9
ZADNT 96.5
2NT i 969
3NT 96.9
anT [ . 971
NG 99.7
PETN | | | >99.9

*Pooled standard deviation for all analytes except HMX was 0.9%. For HMX it was 4%.

HMX is octahydro-1,3,5,7-tetranitro-1,3, 5,7-tetrazocine
RDX is hexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5,7-triazine
THEB is 1,3,5-trinitrobenzene

DME is 1,3-dinitrobenzene

NE is nitrobenzene

TNT is 2,4, 6-trinitrotoluene

2ADNT is 2,4-dinitrotoluene

2,6DNT is 2,6-dinitrotoluene

2ADNT is 2-amino-4,6-dinitrotoluene

2NT is 2-nitrotoluene

3NT is 3-nitrotoluene

4NT is 4-nitrotoluene

NG is glyceryl trinitrate

PETN is pentaerythritol trinitrate

(Majors, 2009).

Tabla 13: Cantidad de agua adicionada segun humedad de la muestra

Frutas y verduras con 25-80 % de contenido de agua X=10: cantidad de agua en una muestra de 10 g

Frutos secos Se puede agregar agua durante el paso de trituracion

Espacias

Directrices del métododel CEN para agregar agua o productos con baja contenida de agua.

(Waters, 2012).



Tabla 14: Condiciones instruméntales
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Condiciones Instrumentales

Flujo
Fase Movil
Gradiente:

Stop time
Post run
Temp.:

Inyeccion:

1.00 mL/min
A = Agua

Tiempo (min)

0.00

7.00

11.30
11,90
13,00
1,00

25 °C
5,0 uL

B = Acetonitrilo
% B
45
100
100
45

Tabla 15: Tiempo de retencion y longitudes de onda FLD

Num Analito Tiemp.c’> Emision Excitacion

Retencion nm nm
1 Naftaleno 3,503 224 335
3 Acenafteno 4,529 269 327
4 Fluoreno 4,676 269 327
5 Fenantreno 5,087 250 364
6 Antraceno 5,53 252 399
7 Fluoranteno 5,944 234 468
8 Pireno 6,264 265 380
9 Benz(a)antraceno 7,279 280 397
10  Criseno 7,574 265 375
11 Benzo(b)fluoranteno 8,356 260 439
12 Benzo(k)fluoranteno 8,802 255 419
13 Benzo[a]pireno 9,173 260 411
14 Dibenz(a,h)antraceno 9,947 280 403
15 Benzo(ghi)perileno 10,404 290 420
16 Indeno(1,2,3-cd)pireno 11,009 293 485




Tabla 16: Concentraciones Solucion Madre y Stock
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Concentracion

Concentracion

Analito #CAS madre M stock N
(ug/L) (mg/L)
Naftaleno 91-20-3 110110 4404
Acenafteno 83-32-9 218460 8738
Fluoreno 86-73-7 22319 893
Fenantreno 85-01-8 10956 438
Antraceno 120-12-7 11077 443
Fluoranteno 206-44-0 22110 884
Pireno 129-00-0 10912 436
Benz(a)antraceno 56-55-3 11154 446
Criseno 218-01-9 11165 447
Benzo(b)fluoranteno 205-99-2 22319 893
Benzo(k)fluoranteno 207-08-9 11110 444
Benzo[a]pireno 50-32-8 10978 439
Dibenz(a,h)antraceno 53-70-3 22055 882
Benzo(ghi)perileno 191-24-2 21780 871
Indeno(1,2,3-cd)pireno 193-39-5 11088 444

Tabla 17: Concentracion de Estandares de Calibracion

Analito SolV SolW SolX SolY SolZ SolAA
ug/L ug/L ug/L ug/L ug/L ug/L
Naftaleno 1,76 4,40 22,02 44,04 88,09 176,18
Acenafteno 1,75 4,37 21,85 43,69 87,38 174,77
Fluoreno 0,36 0,89 4,46 8,93 17,86 35,71
Fenantreno 0,18 0,44 2,19 4,38 8,76 17,53
Antraceno 0,18 0,44 2,22 4,43 8,86 17,72
Fluoranteno 0,35 0,88 4,42 8,84 17,69 35,38
Pireno 0,17 0,44 2,18 4,36 8,73 17,46
Benz(a)antraceno 0,18 0,45 2,23 4,46 8,92 17,85
Criseno 0,18 0,45 2,23 4,47 8,93 17,86
Benzo(b)fluoranteno 0,36 0,89 4,46 8,93 17,86 35,71
Benzo(k)fluoranteno 0,18 0,44 2,22 4,44 8,89 17,78
Benzo[a]pireno 0,18 0,44 2,20 4,39 8,78 17,56
Dibenz(a,h)antraceno 0,35 0,88 4,41 8,82 17,64 35,29
Benzo(ghi)perileno 0,35 0,87 4,36 8,71 17,42 34,85
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,18 0,44 2,22 4,44 8,87 17,74
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Tabla 18: Concentracion Estandares de Verificacion de la calibracion

Analito Stdo StD StE StF StA StB StC
(ug/l)  (ug/l) (ug/l) (ug/l) (ug/l) (ug/l) (ug/l)
Naftaleno 215352 4.31 21.5 103.4 430.7 861.4 2584
Acenafteno 216216 4.32 21.6 103.8 4324 8649 2595
Fluoreno 21643 043 2.16 104 433 86.6 259.7
Fenantreno 10843 022 1.08 520 21.7 434 130.1
Antraceno 10800 022 1.08 518 216 432 1296
Fluoranteno 540 0.01 005 026 1.08 216 6.48
Pireno 10886 022 1.09 5283 218 435 1306
Benz(a)antraceno 216 0.004 0.022 0.10 043 086 2.59
Criseno 10800 022 1.08 518 216 432 1296
Benzo(b)fluoranteno 216 0.004 0.022 0.10 043 0.86 2.59
Benzo(k)fluoranteno 216 0.004 0.022 010 043 086 2.539
Benzo[a]pireno 1080 0.02 0.11 052 216 432 13.0
Dibenz(a,h)antraceno 2160 0.04 022 1.04 432 864 259
Benzo(ghi)perileno 1080 0.02 0.11 052 216 432 13.0
Indeno(1,2,3-cd)pireno 2160 004 022 1.04 432 864 259
Tabla 19: Concentracion de las soluciones de fortificacion
Analito SK1(ug/L) SK2(ug/L)
Naftaleno 44044 1761.8
Acenafteno 43692 1747.7
Fluoreno 8928 357.1
Fenantreno 4382 175.3
Antraceno 4431 177.2
Fluoranteno 8844 353.8
Pireno 4365 174.6
Benz(a)antraceno 4462 178.5
Criseno 4466 178.6
Benzo(b)fluoranteno 8928 357.1
Benzo(k)fluoranteno 4444 177.8
Benzo[a]pireno 4391 175.6
Dibenz(a,h)antraceno 8822 352.9
Benzo(ghi)perileno 8712 348.5
Indeno(1,2,3-cd)pireno 4435 177.4




Tabla 20: Concentracion de las muestras fortificadas
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Nivel bajo Nivel Asequality Nivel Alto
Analito Limite Min Medio Bajo Nivel medio Limite Max
ug/L ug/L ug/L ug/L
Naftaleno 6,58 23,49 84,35 1835,2
Acenafteno 6,52 23,30 18,63 1820,5
Fluoreno 1,33 4,76 19,89 372,0
Fenantreno 0,65 2,34 29,00 182,6
Antraceno 0,66 2,36 49,35 184,6
Fluoranteno 1,32 4,72 132,60 368,5
Pireno 0,65 2,33 103,70 181,9
Benz(a)antraceno 0,67 2,38 54,46 185,9
Criseno 0,67 2,38 72,55 186,1
Benzo(b)fluoranteno 1,33 4,76 31,35 372,0
Benzo(k)fluoranteno 0,66 2,37 50,86 185,2
Benzo[a]pireno 0,66 2,34 46,45 183,0
Dibenz(a,h)antraceno 1,32 4,71 72,40 367,6
Benzo(ghi)perileno 1,30 4,65 60,65 363,0
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,66 2,37 82,25 184,8

Tabla 21: Test de recuperacion SALLE en muestra fortificada con HAPs

Con Acetato de

Sin Acetato de

oo .
Recuperacion % Spike Sodio Sodio

Analito Agua Solo Con Solo Con

ug/L tubo1 dSPE tubo1 dSPE
Naftaleno 6,46 94% 102% 85% 99%
Acenafteno 6,41 94% 102% 85% 96%
Fluoreno 1,31 97% 103% 86% 96%

Fenantreno 0,64 95% 102% 87% 101%
Antraceno 0,65 93% 100% 86% 99%

Fluoranteno 1,30 91% 101% 83% 100%

Pireno 0,64 95% 102% 85% 100%
Benz(a)antraceno 0,65 90% 97% 82% 95%
Criseno 0,66 91% 100% 84% 98%
Benzo(b)fluoranteno 1,31 93% 100% 85% 99%
Benzo(k)fluoranteno 0,65 92% 100% 84% 97%
Benzo[a]pireno 0,64 91% 98% 84% 96%
Dibenz(a,h)antraceno 1,29 90% 97% 81% 94%
Benzo(ghi)perileno 1,28 91% 97% 83% 96%

Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,65 80% 84% 76% 106%




Tabla 22: Datos de Validacion e incertidumbre Naftaleno
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1 Naftaleno Funcion Respuesta Instrumental

m 8557608
Sm 30096
b 964859
Sb 744436
Coeficiente de correlacion lineal R2 0,999975
Limite de deteccién calculado Curva / Método 0,87 0,436
Limite de cuantificacion experimental 6,58 ppb
Niveles de validacion
Intervalo de trabajo validado: 6,58 1836
Nivel ug/l Repetib. Reproduc. Exactitud %U (k=2)
%Sr %SR %Recup
6,58 2,97 4,65 81,8 12,57%
23,47 5,87 7,97 63,2 12,28%
84,35 4,22 4,22 114,5 14,46%
1836,6 7,65 7,65 73,6 13,39%

Tabla 23: Datos de Validacion e incertidumbre Acenafteno

3 Acenafteno Funcidon Respuesta Instrumental

m 10710412
Sm 33465
b 2761172
Sb 821152
Coeficiente de correlacion lineal R2 0,999980
Limite de deteccién calculado Curva / Método 0,77 0,040
Limite de cuantificacion experimental 6,53 ppb
Niveles de validacion
Intervalo de trabajo validado: 6,53 1822,0
Nivel ug/l Repetib. Reproduc. Exactitud %U (k=2)
%Sr %SR %Recup
6,53 2,28 3,90 88,4 11,88%
23,28 4,24 4,24 76,2 11,43%
18,63 4,85 6,63 98,3 23,06%

1822,0 7,40 7,40 76,7 14,92%
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Tabla 24: Datos de Validacion e incertidumbre Fluoreno

4 Fluoreno Funcion Respuesta Instrumental

m 47697756
Sm 158936
b 659251
Sb 796870
Coeficiente de correlacion lineal R2 0,999978
Limite de deteccidén calculado Curva / Método 0,17 0,033
Limite de cuantificacion experimental 1,33 ppb
Niveles de validacion
Intervalo de trabajo validado: 1,33 372,3
Nivel ug/l Repetib. Reproduc. Exactitud %U (k=2)
%Sr %SR %Recup
1,33 1,99 3,51 89,3 12,16%
4,76 4,73 4,73 79,0 12,90%
19,89 4,68 4,68 87,5 14,50%
372,3 7,34 7,34 77,4 15,67%

Tabla 25: Datos de Validacion e incertidumbre Fenantreno

5 Fenantreno Funcidon Respuesta Instrumental

m 29636496
Sm 97911
b -462635
Sb 988991
Coeficiente de correlacién lineal R2 0,999978
Limite de deteccion calculado Curva / Método 0,33 0,182
Limite de cuantificacion experimental 0,65 ppb
Niveles de validacion
Intervalo de trabajo validado: 0,65 182,7
Nivel ug/l Repetib. Reproduc. Exactitud %U (k=2)
%Sr %SR %Recup
0,65 2,99 3,73 91,1 12,21%
2,33 4,48 4,48 81,6 11,41%
29,00 4,22 4,22 94,7 15,28%

182,7 8,06 8,06 78,4 15,52%
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Tabla 26: Datos de Validacion e incertidumbre Antraceno

6 Antraceno Funcion Respuesta Instrumental

m 63865916
Sm 434169
b 3342019
Sb 1973397
Coeficiente de correlacion lineal R2 0,999861
Limite de deteccidén calculado Curva / Método 0,31 0,008
Limite de cuantificacion experimental 0,66 ppb
Niveles de validacion
Intervalo de trabajo validado: 0,66 184,8
Nivel ug/l Repetib. Reproduc. Exactitud %U (k=2)
%Sr %SR %Recup
0,66 1,79 2,88 90,9 11,55%
2,36 4,68 4,68 82,1 12,95%
49,35 3,93 4,10 106,8 14,31%
184,8 7,55 7,55 78,2 15,93%

Tabla 27: Datos de Validacion e incertidumbre Fluoranteno

7 Fluoranteno Funcion Respuesta Instrumental

m 4845325
Sm 13828
b 395844
Sb 252168
Coeficiente de correlacion lineal R2 0,999976
Limite de deteccién calculado Curva / Método 0,52 0,021
Limite de cuantificacion experimental 1,32 ppb
Niveles de validacion
Intervalo de trabajo validado: 1,32 368,8
Nivel ug/l Repetib. Reproduc. Exactitud %U (k=2)
%Sr %SR %Recup
1,32 2,14 3,66 83,2 15,45%
4,71 4,60 4,60 75,2 9,31%
132,60 3,83 3,99 91,4 10,85%

368,8 8,17 8,17 71,9 15,57%
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Tabla 28: Datos de Validacion e incertidumbre Pireno

8 Pireno Funcioén Respuesta Instrumental

m 37573726
Sm 100268
b 1027791
Sb 823851
Coeficiente de correlacion lineal R2 0,999972
Limite de deteccidén calculado Curva / Método 0,22 0,081
Limite de cuantificacion experimental 0,65 ppb
Niveles de validacion
Intervalo de trabajo validado: 0,65 182,0
Nivel ug/l Repetib. Reproduc. Exactitud %U (k=2)
%Sr %SR %Recup
0,65 2,16 3,93 89,1 12,12%
2,33 4,63 4,70 80,9 12,03%
103,70 3,67 5,82 88,7 14,72%
182,0 8,08 8,08 76,2 15,61%

Tabla 29: Datos de Validacion e incertidumbre Benz(a)antraceno

9 Benz(a)antraceno Funcién Respuesta Instrumental

m 44720098
Sm 216557
b 1413886
Sb 991143
Coeficiente de correlacién lineal R2 0,999930
Limite de deteccion calculado Curva / Método 0,22 0,013
Limite de cuantificacion experimental 0,67 ppb
Niveles de validacion
Intervalo de trabajo validado: 0,67 186,1
Nivel ug/l Repetib. Reproduc. Exactitud %U (k=2)
%Sr %SR %Recup
0,67 2,00 6,23 77,4 13,68%
2,38 4,73 4,86 72,3 9,78%
54,46 4,05 6,74 77,6 14,12%

186,1 7,98 7,98 70,0 13,18%
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Tabla 30: Datos de Validacion e incertidumbre Criseno

10 Criseno Funcion Respuesta Instrumental

m 44684902
Sm 215017
b 1784377
Sb 1101170
Coeficiente de correlacion lineal R2 0,999954
Limite de deteccidén calculado Curva / Método 0,25 0,009
Limite de cuantificacion experimental 0,67 ppb
Niveles de validacion
Intervalo de trabajo validado: 0,67 186,2
Nivel ug/l Repetib. Reproduc. Exactitud %U (k=2)
%Sr %SR %Recup
0,67 1,79 4,26 91,9 12,65%
2,38 4,58 4,58 82,4 12,43%
72,55 3,73 4,79 95,5 11,74%
186,2 7,35 7,35 75,4 15,03%

Tabla 31: Datos de Validacion e incertidumbre Benzo(b)fluoranteno

11 Benzo(b)fluoranteno Funciéon Respuesta Instrumental

m 16770122
Sm 36008
b 543199
Sb 605139
Coeficiente de correlacion lineal R2 0,999982
Limite de deteccién calculado Curva / Método 0,36 0,005
Limite de cuantificacion experimental 1,33 ppb
Niveles de validacién
Intervalo de trabajo validado: 1,33 372,3
Nivel ug/l Repetib. Reproduc. Exactitud %U (k=2)
%Sr %SR %Recup
1,33 1,90 3,46 90,2 12,02%
4,76 4,57 4,57 80,8 12,10%
31,35 3,71 4,37 100,9 11,42%

372,3 7,03 7,03 72,3 14,14%




Tabla 32: Datos de Validacion e incertidumbre Benzo(k)fluoranteno
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12 Benzo(k)fluoranteno Funcion Respuesta Instrumental

m 57235583
Sm 252147
b 1972729
Sb 1149480
Coeficiente de correlacion lineal R2 0,999942
Limite de deteccidén calculado Curva / Método 0,20 0,001
Limite de cuantificacion experimental 0,66 ppb
Niveles de validacion
Intervalo de trabajo validado: 0,66 185,3
Nivel ug/l Repetib. Reproduc. Exactitud %U (k=2)
%Sr %SR %Recup
0,66 1,83 4,36 86,6 12,25%
2,37 4,25 4,25 79,0 11,59%
50,86 3,23 4,98 84,1 13,05%
185,3 7,33 7,33 70,7 12,49%

Tabla 33 Datos de Validacion e incertidumbre Benzo[a]pireno

13 Benzo[a]pireno Funcion Respuesta Instrumental

m 54546219
Sm 279254
b 1923890
Sb 1257932
Coeficiente de correlacion lineal R2 0,999921
Limite de deteccion calculado Curva / Método 0,23 0,002
Limite de cuantificacion experimental 0,66 ppb
Niveles de validacion
Intervalo de trabajo validado: 0,66 183,1
Nivel ug/l Repetib. Reproduc. Exactitud %U (k=2)
%Sr %SR %Recup
0,66 1,66 3,65 87,7 12,02%
2,34 4,31 4,31 81,6 12,48%
46,45 3,14 5,46 93,4 15,60%

183,1 6,59 6,59 70,2 11,82%
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Tabla 34: Datos de Validacion e incertidumbre Dibenz(a,h)antraceno

14 Dibenz(a,h)antraceno Funcion Respuesta Instrumental

m 21625762
Sm 61831
b 114555
Sb 1026818
Coeficiente de correlacion lineal R2 0,999967
Limite de deteccidén calculado Curva / Método 0,47 0,005
Limite de cuantificacion experimental 1,32 ppb
Niveles de validacion
Intervalo de trabajo validado: 1,32 367,9
Nivel ug/l Repetib. Reproduc. Exactitud %U (k=2)
%Sr %SR %Recup
1,32 1,57 8,05 76,2 15,66%
4,70 5,21 6,06 73,5 13,26%
72,40 3,41 9,60 71,8 17,07%
367,9 7,36 7,36 65,6 11,94%

Tabla 35: Datos de Validacion e incertidumbre Benzo(ghi)perileno

15 Benzo(ghi)perileno Funcion Respuesta Instrumental

m 28223454
Sm 60170
b 476563
Sb 986782
Coeficiente de correlacion lineal R2 0,999982
Limite de deteccién calculado Curva / Método 0,35 0,004
Limite de cuantificacion experimental 1,30 ppb
Niveles de validacion
Intervalo de trabajo validado: 1,30 363,3
Repetib. Reproduc. Exactitud %U (k=2)
Nivel ug/I Y% Sr %SR %Recup
1,30 1,53 5,48 82,0 13,16%
4,64 4,55 4,76 77,6 11,92%
60,66 2,82 8,15 71,1 16,49%

363,3 6,87 6,87 62,5 11,04%
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16 Indeno(1,2,3-cd)pireno Funcion Respuesta Instrumental

m 2235424
Sm 28333
b -207931
Sb 289643
Coeficiente de correlacion lineal R2 0,999679
Limite de deteccidén calculado Curva / Método 1,30 0,047
Limite de cuantificacion experimental 0,66 ppb
Niveles de validacion
Intervalo de trabajo validado: 0,66 184,9
Nivel ug/l Repetib. Reproduc. Exactitud %U (k=2)
%Sr %SR %Recup
0,66 3,51 3,51 80,0 17,13%
2,36 5,40 6,22 74,3 14,69%
82,25 2,76 7,31 83,1 14,24%
184,9 5,09 5,09 60,7 13,17%

Tabla 37: Pendientes estandares de Calibracion y Verificacion

Pendiente Pendiente
Num Analito Verificacion  Calibracion % Error
abdcef vwxyzaa

1 Naftaleno 8027069 8557608 6,2%
3 Acenafteno 10549252 10710412 1,5%
4 Fluoreno 49358395 47697756 -3,5%
5 Fenantreno 27290873 29636496 7,9%

6 Antraceno 73860969 63865916 -15,7%
7 Fluoranteno 4785616 4845325 1,2%
8 Pireno 37179894 37573726 1,0%
9 Benz(a)antraceno 42404279 44720098 5,2%
10  Criseno 43074060 44684902 3,6%
11 Benzo(b)fluoranteno 15966234 16770122 4,8%
12  Benzo(k)fluoranteno 55804483 57235583 2,5%
13  Benzo[a]pireno 54455128 54546219 0,2%
14 Dibenz(a,h)antraceno 20850458 21625762 3,6%
15  Benzo(ghi)perileno 26142220 28223454 7,4%
16  Indeno(1,2,3-cd)pireno 2147712 2235424 3,9%
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Tabla 38: Resumen de recuperaciones obtenidas en la verificacion

Factqr a Aguade  Agua MRC Agua

Exactitud Consumo Natural Asequality descarga

NELAC
Naftaleno 67,5% 81,8% 63,2% 114,5% 73,6%
Acenafteno 77,5% 88,4% 76,2% 98,3% 76,7%
Fluoreno 76,2% 89,3% 79,0% 87,5% 77,4%
Fenantreno 80,0% 91,1% 81,6% 94,7% 78,4%
Antraceno 79,9% 90,9% 82,1% 106,8% 78,2%
Fluoranteno 80,9% 83,2% 75,2% 91,4% 71,9%
Pireno 84,8% 89,1% 80,9% 88,7% 76,2%
Benz(a)antraceno 83,8% 77,4% 72,3% 77,6% 70,0%
Criseno 81,8% 91,9% 82,4% 95,5% 75,4%
Benzo(b)fluoranteno 83,3% 90,2% 80,8% 100,9% 72,3%
Benzo(k)fluoranteno 82,2% 86,6% 79,0% 84,1% 70,7%
Benzo[a]pireno 82,1% 87,7% 81,6% 93,4% 70,2%
Dibenz(a,h)antraceno 80,8% 76,2% 73,5% 71,8% 65,6%
Benzo(ghi)perileno 82,6% 82,0% 77,6% 71,1% 62,5%
Indeno(1,2,3-cd)pireno 71,2% 80,0% 74,3% 83,1% 60,7%

Tabla 39: Resumen de Incertidumbre obtenidas en la verificacion

% S Aguade Agua MRC Agua
objetivo Consumo Natural Asequality descarga
Anexo3
Naftaleno 22.0% 12,6% 12,3% 14,5% 13,4%
Acenafteno 18,2% 11,9% 11,4% 23,1% 14,9%
Fluoreno 17,6% 12,2% 12,9% 14,5% 15,7%
Fenantreno 15,8% 12,2% 11,4% 15,3% 15,5%
Antraceno 16,3% 11,6% 13,0% 14,3% 15,9%
Fluoranteno 15,4% 15,5% 9,3% 10,9% 15,6%
Pireno 17,5% 12,1% 12,0% 14,7% 15,6%
Benz(a)antraceno 14,8% 13,7% 9,8% 14,1% 13,2%
Criseno 16,3% 12,7% 12,4% 11,7% 15,0%
Benzo(b)fluoranteno 18,2% 12,0% 12,1% 11,4% 14,1%
Benzo(k)fluoranteno 239% 12,3% 11,6% 13,1% 12,5%
Benzo[a]pireno 19,1% 12,0% 12,5% 15,6% 11,8%
Dibenz(a,h)antraceno 19,2% 15,7% 13,3% 17,1% 11,9%
Benzo(ghi)perileno 18,4% 13,2% 11,9% 16,5% 11,0%
Indeno(1,2,3-cd)pireno 20,6% 17,1% 14,7% 14,2% 13,2%
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ANEXO 1 Certificado de Analisis M8310-QC-ATI

125 Markst Stroat Tel (203)786-5200

B;: Haven, CT 06513 : ) Ac custa nda rd("D Inc- Fax (203)786-5287

CERTIFICATE OF ANALYSIS -

Catalog No: M-8310-QC-ATI Date Certified: Nov 13, 2014
Description: PAH Mix Expiration: Nov 13, 2017
Lot: 214111056 Sample Size: 1 mL

Solvent: Acetonitrile Components: 18

Hazards: HIGHLY FLAMMABLE - Refer to SDS for safety info Storage Condition: Ambient (>5 *C)/Sonicate

Included on ISOJIEC 17025 Scope of Accreditation: Yes
Included on IS0 Guide 34 Scope of Accreditation: Yes

Danger 2

Component CAS # Purity % Prepared Certified Analyte
Concentration® Concentration®

(GCIMS) (ug/mL ) (wg/mL )

Acenaphthene 83-329 993 1000 993
Acenaphthylene 208-96-8 991 2004 1986
Anthracene 120-12-7 977 103.1* 100.7
Benz{a)anthracene 56-55-3 100.0 101.4 101.4
Benzo{a)pyrene 50-32-8 998 100.0 998
Benzo(b)fluoranthene 205-99-2 100.0 2029 2029
Benzo(k)fluoranthene 207-08-9 100.0 101.0 101.0
Benzo(g,h,ijperylene 191-24-2 989 2002 198.0
Chrysene 218-01-9 99.8 101.7 101.5
Dibenz{a,h)anthracene 53-70-3 990 2025 2005
Fluoranthene 206-44-0 97.2 206.8% 2010
Fluorene 86-73-7 100.0 202.9 202.9
Indeno(1,2,3-cd)pyrene 193-39-5 99.2 101.6 100.8
Naphthalene 91-20-3 99.8 1003 1001
Phenanthrens 85-01-8 99.5 100.1 99.6
Pyrene 129-00-0 93.1 101.1 99.2
1-Methyinaphthalene 90-12-0 98.5 1010 Qg5
2-Methylnaphthalene 91-57-6 98.4 1004 988

* Weight compensated to 100% purity.
A product with a suffix (-1A, -2B, etc. or -01, -02, etc.) onits lot number has had its expirafion date extended and is idenficd to the same lot number without the suffix.
* All weights are traceable through MNIST, Test No. 822-275872-11

* Certified Analyte Concentration = Purity x Prepared Concentration. The U inty iated with the gravimetric values reported on this cerfificate is £0.24%.
The CRM Uncertainty calculated for this product is +5%. These values are the exp inty and rep it an estimated standard deviation equal to the
positive square root of the total varation of the uncertainty of P . A normal distribution is d and a factor of K=2 is chosen using

approximately a 95% confidence level.

Labels and certificates follow U_S. Conventions in reporting numerical values:
A comma (,) is used to separate units of one-thousand or greater.
A penod () 1S used as a decimal place marker.

See reverse side for additional information

Certified By:

Lamy Decker, Organic QC Manager

Page 1 of 1 For use in routine laboratory analysis.
AccuStandard Is accredited to 1ISO Guide 24, ISO/IEC 17025 and certified to SO 9001 CR-OAGING. D01

Rev. 711




ANEXO 2 Certificado de Analisis M-PAH5504A99-5ML

CONCENTRATION
CATALOG NUMBER

660 Tower Lanes P.O. Box 599 « West Chester, PA 19331-0599
1-800-452-9904 » 1-610-602-3026 » Fax 1-610-692-8729
infolichemservice.com * www. chemservice com
CERTIFICATE OF ANALYSIS

PAH Mixture #4 - 550

Varied Concentration in Acetonitrile
M-PAHS5504A99-5ML

106

LOT NUMBER 2260600
DATE CERTIFIED 12/11/13
EXPIRATION DATE 12/31/15
STORAGE Room Temperature
HANDLING See MSDS.
INTENDED USE For laboratoy use only.

Weight

Analyte Certified Concentration

ID Analyte CAS (mg) Lot Purity (ug/mL)

N-10999 Acenaphthene 83-32-9 100.600 00010650 99.50 1001.0
N-11001 Acenaphthylene 208-96-8 109.500 00010792 91.50 1001.9
N-11081 Anthracene 120-12-7 5.030 00005170 99.50 50.0
N-11466 Chrysene 218-01-9 5.030 00012533 99.50 50.0
N-11996 Flucrene 86-73-7 10.160 00010564 98.60 100.2
N-12643 Naphthalene 91-20-3 100.200 00009794 99.50 997.0
N-12855 Phenanthrene 85-01-8 5.080 00009658 98.80 502
N-13149 Pyrene 129-00-0 5.120 00008326 98.50 50.4
N-10143 1,2-Benzanthracene 56-55-3 0.101 00010662 99 .50 1.0
N-11165 Benzo(b)fluoranthene 205-99-2 0.101 00012436 99.50 1.0
N-11168 Benzo(k)fluocranthene 207-08-9 0.101 1619300 99.50 1.0
N-11994 Fluoranthene 206-44-0 0.255 00009663 98.10 25
N-10142 1,12-Benzoperylene 191-24-2 0.506 00004151 99.40 50
N-11164 Benzo(a)pyrene 50-32-8 0.502 00012218 99.50 5.0
N-10169 1,2:5,6-Dibenzanthracene 53-70-3 1.017 00010627 98.50 10.0
N-12211 Indeno(1,2,3-C, D)pyrene 193-39-5 1.008 00010725  99.40 10.0
Analytical Test Value
CONCENTRATION (HPLC) VERIFIED

COA Form %
Revision 1 (01/2013) 180 9001

Certificate Number 31810

Instructions for Use:

ISDAEC 17025

Reteranc e Materar Praducer
1S0 GUIDE 34
Moreditation Number 3520 Accreditation Number 63520

Shake mixture prior to use. If particles are present, sonicate for homogeneity. If sample is diluted to lower

concentrations, Class A volumetric glassware must be used.
Minimum Sample Size- 0.2 uL for Direct Injection.

Chem Service Inc. guarantees the expanded uncertainty of the above analytes to be +/- 2.0% of the certified
concentrations based on gravimetric preparation. The test results published in this report were obtained using

equpment capable of producmg results that are traceable to NIST and through NIST to the International System of
Units (SI). The reported expanded uncertainty of measurement is stated as the combined standard uncertainty of
measurement multiplied by the coverage factork (k=2) such that the coverage probability corresponds to approx-
1mately 95%. For certified reference materials, homogeneity and thermal stability testing are available upon request.

Certified By:
Mury ek & Bornell

Mary Beth O Donnell
CSMTC
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ANEXO 3 Informe de PT Asequality
Limite nferior | VALOR
ff: MATRE ACH (NIDAD Ams E;l;ﬂrgf Mﬁ.m MLLI?HITRA ;ff:;. T::::t:;:' kt::iﬁ" Lf:"rr?;[ SoBiETIVO = S
contaminada [ ACEPTACION
ACENAPHTHENE 1749 88 446 186 3% 034 | satifactorio
ANTHRACENE 5312 735 152 i34 805 047 | satifactorio
BENZO () ANTHRACENE $0 17 02 545 808 067 | satisfactorio
BENZO(A)PHRENE #13 730 139 4645 885 004 | satifactorio
BENZ0 (B LUORANTHENE 3 85 142 13 5n 017 satlfactorio
BENZO (K] FLUORANTHENE 453 i14 13 5085 118 040 | satifactorio
BENZO (G, ] PERYLENE 50,01 941 nl 60,65 115 0% satifactorio
A (HRISENE ot zgfi'igffm s o 63,55 108 311 155 ik 02 | satifactorio
DIBENZ(4 H|ANTHRACENE £33 114 08 40 By 082 | satifactorio
FLUORANTHENE 13155 194 n 13 Py 005 | satifactorio
FLUCRENE B4 04 831 1988 1 104 satitfactorio
INDENO, 2,3-cd] PYRENE 851 13 35 823 169 002 | satisfactorio
NAPYTHALENE n8 10 87 LR 18,55 073 | satifactorio
PHENANTHRENE 15 Q7 153 150 457 051 | satbfactorio
PIRENE L2Re 158 194 10 18,10 055 | satifactorio
PROGRAMA DE EJERCICIOS

INTERLABORATORIOS / AGUAS Y SUELOS

INFORME PRELIMINAR

PARAMETROS FiSICO - QUIMICOS EN AGUAS Y SUELOS

Namero: EILASEQUALITY/AGUAS FiSICO-QUIMICOS 17 SUELOS

(AMEIENTAL) 09

Quite, Abril 2016
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ANEXO 4 Materiales, Equipos y Reactivos usados en verificacion experimental

Equipos

e HPLC Agilent infinity 1260.
e Bomba cuaternaria G1311B.
e Sistema de inyeccién automatica ALS G1329B.
e Compartimento de columna TCD G1316A.
e Detector de fluorescencia FLD G1321B.
e Software Agilent OpenLab CDS EZChrom VerA.04.04-B4.1.48.1.
e Columna Agilent ZORBAX Eclipse PAH C18 4,6 x 50mm 1,8um.
e Guard Agilent ZORBAX Eclipse PAH 4 Pack 4,6 x 12,5mm, 5um.
e Ultrasonido Brain Bee DUC-3110.
e Centrifuga Gerber K59A.
e Mufla Fisher Furnace 1500.
e Estufa Memmert UNB400.
¢ Micropipeta 10-100 ul Thermo.
e Micropipeta 10-100 ul Brand.
e Micropipeta 100-1000 ul Brand.
e Balanza Analitica Mettler Toledo AB204-S/FACT CLASIC PLUS.

e Vortex Boeco V1 Plus.

Materiales

e Material volumétrico clase A.
e Balones aforados ambar 5 ml.
e Balones aforados @mbar 10ml.
e Balones aforados ambar 25 ml.
e Pipeta 5ml.
e Pipeta 10ml.
e Pipeta 25ml.
e Dispersive SPE 15 mL, Fatty samples, AOAC marca Agilent Bond Elut.
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e QUEChERS Extract Tubes, AOAC Method
e PTFE Syringe Filter Millipore 13mm

e Jeringas plasticas 10ml

e Viales 2 ml

e (Céapsulas de porcelana

e Tubos plasticos con tapa 50ml

e Tubos de vidrio con tapa 15ml

e Viales de vidrio ambar 2ml.

e Tapas para viales 2ml PTFE blanco/silicona roja.

Reactivos

e Acetonitrilo grado HPLC.

e Agua destilada Tipo I.

e Blanco matriz agua de consumo.

e Blanco matriz agua residual.

e Blanco matriz agua natural.

e Sulfato de magnesio (Previamente tratado en la mufla a temperatura
mayor a 400°C por al menos 6 horas).

e Acetato de Sodio (Previamente tratado en la estufa a temperatura
mayor a 150°C por al menos 6 horas).

e Estandares y soluciones para calibracion y fortificacion.

Materiales de Referencia

e Accustandard PAH Mix M-8310-QC-ATI (Estandar de Calibracion vy
fortificacion), certificado en Anexo 1.

e Chemservice M-PAH5504A99-5ML (Estandar de Verificacion de la
curva de calibracion), certificado en Anexo 2.

e Material de referencia certificado proveniente de la ronda de Asequality

abril 2016, Informe de intercomparacion en Anexo 3
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ANEXO 5 Preparacion de patrones de referencia

Soluciones de calibracion:

A partir de una ampolla del PAH Mix M-8310-QC-ATI se prepard una
solucion madre “M” con 1.1 ml del estandar de calibracién (ampolla de vidrio),
aforado a 10 ml con acetonitrilo. La Solucién “Stock N”, se preparé a partir de 0,2
ml de la solucion madre y aforada a 5 mL con acetonitrilo. La concentracién de
cada solucién esta en la Tabla 16. De la solucién stock se prepararon 6
soluciones de calibraciéon denominadas V, W, X, Y,Z ,AA. Las concentraciones de

cada solucién estan en la Tabla 17. Se prepararon de esta manera:

Solucién V: 0.010 ml de solucion stock N aforada a 25 ml con acetonitrilo.
Solucion W: 0.010 ml de solucién stock N aforada a 10 ml con acetonitrilo.
Solucién X: 0.050 ml de solucion stock N aforada a 10 ml con acetonitrilo.
Solucién Y (Control): 0.100 ml de solucion stock N aforada a 10 ml con
acetonitrilo.

Solucién Z: 0.200 ml de solucién stock aforada a 10 ml con acetonitrilo.
Solucion AA: 0.200 ml de solucién stock aforada a 5 ml con acetonitrilo.

Soluciones de verificacion de la calibracion:

A modo de verificacién, la calibracion obtenida se trazé una nueva curva
partiendo del estandar de verificacion de la calibracion M-PAH5504A99-5ML, el
cual tiene concentraciones individuales diferentes para cada compuesto con
relacion a los estandares de calibracidn, es de diferente origen, fabricante, y se
cambi6 el esquema de dilucion. La solucion madre “Std 0”es la primera dilucién de
la ampolla, no se prepara solucién stock, las 6 soluciones verificacion de la
calibracion denominadas A, B, C, D, E, F, son diluciones sucesivas en grupos de
tres.La concentracion de cada solucion esta en la Tabla 18, se prepararon de esta

manera:
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Estandar Std 0: 5.4 ml del M-PAH5504A99-5ML(Estandar de Verificacion
de la curva de calibracién). (Ampolla de vidrio). Aforada a 25 ml con
acetonitrilo.

Estandar A: 50 ul de solucion St 0, aforada a 25 ml con acetonitrilo.
Estandar B: 100 ul de solucién St 0, aforada a 25 ml con acetonitrilo.
Estandar C: 300 ul de solucién St 0, aforada a 25 ml con acetonitrilo.
Estandar D: 100 ul de solucion A, aforada a 10 ml con acetonitrilo.

Estandar E: 250 ul de solucién B, aforada a 10 ml con acetonitrilo.

Estandar F: 400 ul de solucién C, aforada a 10 ml con acetonitrilo.

Soluciones de fortificacion:

Las pruebas de recuperacion en matriz agua, se realizaron por spike de
estandares preparados a partir de una ampolla nueva diferente a la utilizada para
la calibracién de la solucion PAH Mix M-8310-QC-ATIl. A estas soluciones de
fortificacion se las denomind SK1 y SK2, las concentraciones de estas soluciones
estan en la Tabla 19. La preparacion se realiz6 de la siguiente manera:

e Estandar de fortificaciéon SK1: 1.1 ml del (Estandar de fortificacion) PAH
Mix M-8310-QC-ATI. (Ampolla de vidrio), aforada a 25 ml con
acetonitrilo.

e Estandar de fortificacion SK2: 1 ml de la solucion de verificacion SK1,
aforada a 25 ml con acetonitrilo.

Condiciones de almacenamiento:

Los HAPs pueden sufrir pérdidas en los estandares mas diluidos via
degradacion de los compuestos debido a reacciones quimicas de
fotodescomposicion, a procesos metabdlicos asociados a microorganismos y a
reacciones quimicas con oxidos de nitrégeno, Oxidos de azufre, acido nitrico,
acido sulfurico, ozono y radicales hidroxilo, ademas de fendmenos de absorcién
en los envases que los contienen. En algunos casos se dan conjuntamente mas
de una reaccion dependiendo de condicionantes como la temperatura, el pH, 6 el

oxigeno.
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Para el almacenamiento de todas las soluciones patron se consideraron los
criterios de almacenamiento descritos en el (US EPA 8000D, 2014) (APHA, 2012)
(US EPA 8310, 1986). Para el manejo de todos los estandares de calibracién,
verificacién, soluciones madres, stock, MRCs, extractos de muestras y otras
referencias usadas en la determinacion de HAPs se siguieron las siguientes

directrices:

Los estandares son preparados en material de vidrio &mbar y almacenados

en el refrigerador a temperatura préxima a 4°C.

Los extractos de muestras, fortificaciones u otra referencia, si no pueden
ser analizados inmediatamente se pueden guardar en refrigeracion igual que los

estandares hasta realizar el andlisis cromatografico.

El periodo maximo de guardado en refrigeracion para analisis de los
extractos de muestras y soluciones diluidas de calibracion es de 40 dias, las
soluciones concentradas estas son primera dilucion a partir de las ampollas estas
son SK1, My Std 0 tienen la vigencia del material primario y se evalla su estado
por medio de la respuesta del equipo tal como recomienda la APHA (2012).

De todas las soluciones almacenadas se llevo un control de pesos de los
contenedores antes y después de cada uso. De esta manera se puede controlar si

han existido pérdidas por evaporacion.
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ANEXO 6 Preparacion muestras de referencia

Se obtuvieron 3 muestras, una por cada matriz de interés:

La matriz agua de consumo, se obtuvo de la red de suministro de agua
potable del laboratorio.

La matriz agua natural se obtuvo del canal de abastecimiento de agua
cruda (sin tratamiento) de la planta de tratamiento El Placer.

La matriz agua de descarga, se escogié al azar una muestra de las aguas
de descarga que ingresan regularmente al laboratorio, la muestra que fue

seleccionada fue de una planta de procesamiento de lacteos.

Las tres muestras fueron captadas el 3 de junio del 2016. A cada una de
las muestras se les hicieron ensayos previos para determinar si existia presencia
de HAPs, en las mismas. En todas las muestras se obtuvo senales menores a los
limites de cuantificacion de la curva. Las fortificaciones se las realizd
inmediatamente antes de iniciar la extraccién y no se almacenaron muestras con
fortificaciones. En la Tabla 20 se observan las concentraciones en matriz de cada
una de las fortificaciones y del material de referencia certificado. Las matrices

fueron fortificadas de la siguiente manera:

¢ Nivel Bajo: 93.4ul de SK2 en 25 ml de matriz agua de consumo.

¢ Nivel Medio-Bajo: 333 ul de SK2 en 25 ml de matriz agua natural.

¢ Nivel Alto: 417 ul de SK1 en 10 ml de matriz agua residual.

¢ Nivel Medio-Alto: proveniente de ensayo de interlaboratorio Asequaity
abril 2016. Se respetd la relacion de concentrado/agua declarado en el
protocolo del ensayo que era de 1000ul por litro de agua grado reactivo,

pero aplicado a un volumen de 10ml, esto es 10ul.
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ANEXO 6 Métodos de extraccién

Se prepar6 con antelacién suficiente numero de tubos de vidrio con tapa
lavados segun el acapite de interferencias en cada uno se colocd 6.0+0.1g del
sulfato de magnesio previamente calcinado. Finalmente se definieron los

procedimientos de extraccién de esta forma:

Fortificaciones en Rango bajo y medio bajo:
En un tubo plastico con tapa de 50 ml vacio, se colocaron 25 ml de la

muestra de agua, y adicioné 5 ml de acetonitrilo.

Fortificaciones en Rango alto y medio alto
En un tubo plastico de con tapa de 50 ml vacio, se colocé 10 ml de la

muestra de agua, medir y adicionar 10 ml de acetonitrilo.

Para ambos procedimiento se continla de esta forma:Agitacion en vortex
alternando con agitacion manual por 5 minutos y centrifugar 2 minutos (este paso
tiene la funcién de despejar la tapa del tubo de 50 ml de gotas que se hayan
quedado después de la agitacidén, al omitir este paso, suelen caer gotas por las
paredes exteriores del tubo; al destaparlo para cargar las sales). Agregar al tubo
plastico con la muestra el contenido de los dos (2) tubos de vidrio con las sales
pesadas para la relacion 25:5 y un (1) tubo para la relacién 10:10.
Inmediatamente tapar bien el frasco. Agitacion en vortex y alternar con agitacion
manual, tratando de romper el material formado. Esta es una reaccion altamente
exotérmica se debe mantener los estandares de seguridad. Centrifugar por 5
minutos, transcurrido el tiempo de centrifugacién, se sacan suavemente los tubos.
La fase de interés en donde se han extraido los HAPs es la superior. Filtrar 2ml
del extracto por usando filtros de teflén en una jeringa sin émbolo y recoger en un

vial de 2 ml con tapa.

Para las muestras de nivel medio alto y alto, se realiz6 clean-up de esta
manera:Aproximadamente 5 ml del exiracto sobrenadante del tubo 1, se
transfirieron directamente a un tubo de 15 ml de Dispersive SPE (dSPE) AOAC,
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tapar y agitar frasco manualmente y con vortex. Esta es una reaccion es débil
comparada a la de tubo 1. Centrifugar por alrededor de 5 minutos. Filtrar 2ml del
extracto usando filtros de teflon en una jeringa sin émbolo y recoger en un vial de
2 ml con tapa. La concentracion de los extractos que excedieron el limite maximo
de calibracion se les realizé diluciones. Paralelo a las extracciones de las matrices
con spike, se hicieron extracciones de la matriz como blancos. Estos blancos se

diluyeron de la misma forma que se realiz6 en la muestra fortificada.
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