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Optimizacion del Método Analitico mediante HPLC con Detector de Fluorescencia para la
Determinacion de Ciertos Compuestos Aromaticos Policiclicos en Muestras de
Aguas Limpias

Garcia Alonso, S.; Pérez Pastor, R.M.;
17 pp., 2 figs., 8 tablas, 11 refs.
Resumen:

Se presenta un estudio sobre la comparacion y evaluacion de 3 métodos miniaturizados de extraccion para
la determinacion de compuestos aromaticos policiclicos (PACs) seleccionados en aguas limpias. El principal
objetivo persigue la optimizacion y desarrollo de métodos mediante HPLC con detector por fluorescencia,
simples, rapidos y de bajo coste, minimizando el uso de volumen de disolvente extractante. Para ello, el trabajo
incluye un estudio sobre el alcance de los métodos desarrollados a bajos y altos niveles de concentracion y
de precisiones intermedias.

Optimization of the Analytical Method Using HPLC with Fluorescence Detection to Determine
Selected Polycyclic Aromatic Compounds in Clean Water Samples

Garcia Alonso, S.; Pérez Pastor, R.M.;
17 pp., 2 figs., 8 tablas, 11 refs.
Abstracts:

Astudy on the comparison and evaluation of 3 miniaturized extraction methods for the determination of selected
PACs in clear waters is presented. Three types of liquid-liquid extraction were used for chromatographic
analysis by HPLC with fluorescence detection. The main objective was the optimization and development of
simple, rapid and low cost methods, minimizing the use of extracting solvent volume. The work also includes
a study on the scope of the methods developed at low and high levels of concentration and intermediate
precision.
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1. INTRODUCCION

Un estudio detallado sobre la aplicacion de cuatro métodos de extraccion para la
determinacion de PAHs en aguas limpias fue previamente realizado en nuestro
laboratorio (1); el principal objetivo fue minimizar los volimenes de muestras y
reactivos para la optimizacion de métodos mas practicos, simples, rapidos y de bajo
coste. En el trabajo que se presenta, se ha ampliado el estudio sobre la aplicacion de
estas metodologias para la determinacion de 4 nitro derivados y 2 hidroxi derivados de
hidrocarburos aromaticos policiclicos en aguas de matrices limpias.

El estudio presenta interés en base al tipo de compuestos caracterizados por ser
escasamente estudiados en la bibliografia, especialmente en el caso de hidroxilados, y
al empleo de métodos que implican volimenes muy reducidos, simplicidad, bajo coste
y alta disponibilidad.

En particular, se han investigado las siguientes metodologias:

Extraccion liquido-liquido (LLE).
Extraccién con acetonitrilo y adicién de sulfato magnésico (QUEChers).
Micro-extraccion liquido-liquido dispersiva con un liquido ionico (IL-DLLME).

Respecto a la extracciéon liguido-liquido, los objetivos principales para conseguir la
miniaturizacién metodoldgica son la simplicidad, rapidez, sensibilidad y bajo coste,
minimizando el volumen de disolventes organicos (2). En este sentido, los volumenes
involucrados no llegan a ser tan reducidos como los relacionados con los métodos de
micro-extraccion, pero son muy bajos respecto a los métodos clasicos. Asi, suelen
requerir muestras de 10 mL y se afaden volumenes de disolvente de extraccion en
torno a 500 pL.

El método de extraccion con adicidn de sulfato magnésico (tipo QUEChers) esta
basado en realizar una extraccion con acetonitrilo y la adicién a la muestra acuosa de
una cantidad de sulfato magnésico anhidro para inducir la particion liquido-liquido (3).

La realizacion del proceso de extraccion con acetonitrilo implica importantes ventajas
como la posibilidad de no necesitar evaporacion para la posterior reconstitucion en el
disolvente del andlisis cromatografico mediante HPLC. Esto es muy interesante para
aguellos compuestos susceptibles de pérdidas durante la etapa de concentracion. Sin
embargo, en el caso del andlisis de los nitro-derivados, dada la necesidad de aplicar
una etapa de derivatizacion adicional, la realizacion de ésta partiendo de la disolucion
preparada en acetonitrilo no permite una cuantificacion adecuada, siendo necesario el
cambio de disolvente de acetonitrilo a metanol, como se detallara en la seccién de
resultados.

Finalmente, | micro-extraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) fue introducida por
Assadi et al en 2006 @), y supone afadir un disolvente de extraccion junto con uno
dispersivo a la muestra acuosa para formar una disolucion con formacion de micro-
burbujas. Esta formacion lleva implicita un rapido alcance del equilibrio, con muy bajo
consumo de disolventes y ciertamente simple. El principal inconveniente que conllevan
estos métodos es que requieren el uso de disolventes de mayor densidad que el agua,
habitualmente clorados y que se caracterizan por su caracter toxico. Una alternativa es
el empleo de liquidos iénicos, sales con puntos de fusion por debajo de los 30 °C. Se
han denominado disolventes “verdes” porque tienen bajas presiones de vapor que
minimizan la liberacion de productos quimicos a la atmdésfera cuando son utilizados
como disolventes.



Son liquidos formados por iones, por lo que su estructura es totalmente diferente a la
de cualquier otro disolvente que esté formado por moléculas. Las propiedades de un
disolvente dependen de la interaccion entre las moléculas del mismo: si son fuertes, el
disolvente es denominado “polar’ y si son débiles, sera “apolar”. La gran originalidad
de los liquidos i6nicos es que los iones negativos estan presentes en la misma
cantidad que los positivos, de modo que el conjunto del liquido es eléctricamente
neutro.

Los puntos de fusién de sales como cloruros de calcio, potasio, sodio se encuentran
entre los 780-800 °C y la mayor parte de las moléculas organicas a estas temperaturas
se descomponen. Las principales propiedades fisico-quimicas de los liquidos i6nicos
son que no tienen practicamente presién de vapor y que presentan una elevada
estabilidad electroquimica (5).

Presentan también algunas desventajas como alto precio y su dificil manejo por ser
muy viscosos. Ademas, los iones perfluorados podrian no ser tan “verdes” como a
menudo son considerados en base a la ruta de sintesis y de disposicion final (6).

Para el desarrollo y optimizacion de los métodos planteados se ha considerado de
gran interés la validaciébn metodoldgica que asegure fiabilidad de los resultados. Asi,
se han investigado, por una parte, la posible existencia de sesgos en el método
analitico y, por otra, las contribuciones mas importantes de incertidumbre.

Cuando un método analitico se aplica en un intervalo amplio de concentraciones, la
trazabilidad de los resultados debe verificarse calculando tanto el sesgo proporcional
como el constante. El primero se caracteriza porque varia con la concentracion y se
expresa en términos de recuperacion, mientras que el segundo permanece constante
y se mide en términos de concentracion. La estimacidén del sesgo proporcional se
realiza utilizando muestras de referencia a varios niveles de concentracion
representativas de las muestras de rutina. Si no existe disponibilidad, se emplean
muestras adicionadas.

Si la recuperaciéon aparente es significativamente diferente del 100%, los resultados
finales deberan corregirse. Una representacion de la concentracion encontrada frente
a la concentracion afadida proporciona una estimacion de la recuperacion del método
a partir de la pendiente de la recta y del sesgo constante del método, segun la
ordenada en el origen. Asi, resultados trazables corresponderan a que la pendiente de
la recta no difiera significativamente de uno y que la ordenada de la recta no difiera de
cero. Cuando no sean trazables, debera revisarse el método o bien corregir los
resultados aplicando el factor correspondiente.

Ante la presencia de sesgos en el método de andlisis se hace necesaria la estimacion
de incertidumbres asociadas al mismo para lograr fiabilidad de las medidas realizadas.
Considerando el nimero de compuestos y técnicas de extraccion a comparar en este
trabajo, se ha considerado de especial interés realizar una evaluacion de las
incertidumbres para completar la caracterizacion analitica. En particular, se han
investigado en las tres etapas analiticas consideradas como fuentes de dispersién mas
importantes del procedimiento optimizado:

- Cuantificacién cromatografica
- Evaluacioén de sesgo
- Etapa de extraccion



2 -EXPERIMENTAL
2.1 - Equipos y reactivos

- Balanza analitica “Denver Instruments” (+ 0.00001 g).

- Cromatografo de liquidos Agilent, con inyector automatico y detector de fluorescencia
serie 1100, modulo de desgasificacion, bomba de gradientes cuaternaria.

- Columna Agilent XD (5 pm, 150*4.6mm).

- Acetonitrilo, metanol, calidad HPLC (Carlo Erba).

- Sulfato magnésico (Sigma Aldrich, 99%).

- Cloruro sédico (Sigma Aldrich)

- Tubos roscados de fondo cénico y con capacidad de 5 mL.

2.2 - Condiciones cromatograficas

Para realizar los analisis se utilizé un cromatografo Agilent series 1200 equipado con
detector de fluorescencia serie 1100. La temperatura se mantuvo a 37 °C y las
condiciones cromatograficas se detallan en la tabla.

Dada la naturaleza no fluorescente de los nitro-hidrocarburos aromaticos policiclicos,
se realiz6 una derivatizacion previa para su analisis mediante reduccion a compuestos
aminados con borohidruro saédico/cloruro de cobre (7). Dicho procedimiento de
derivatizacion ha sido optimizado previamente en nuestro laboratorio (8) investigando
factores como masa de borohidruro sédico a afiadir, tiempo de reaccion, numero de
extracciones y temperatura. Las condiciones seleccionadas como éptimas fueron:

- Adicion de 0.5 mL de una disoluciéon acuosa de cloruro de cobre (0.05 %) y
0.05 g de borohidruro sédico a 1 mL del extracto en metanol.

- Agitacion mediante ultrasonidos (15 min) y posteriormente mantenida a
temperatura ambiente (1 hora).

- Adicion de 1 mL de agua y 1 mL de diclorometano, agitando manualmente
para la extraccion de los amino derivados.

- Recoleccion de la fase organica de diclorometano con jeringa en el fondo del
vial conico y cambio de disolvente mediante concentrado bajo corriente de
nitrégeno a acetonitrilo para su analisis cromatografico.

Una recopilacion de las principales condiciones instrumentales aplicadas para la
determinacion cromatogréfica de los derivados policiclicos estudiados se incluye en la
tabla 1. Cabe mencionar que para poder llevar a cabo el analisis del compuesto amino
derivado de fluoranteno, fue necesario realizar un segundo analisis independiente
(condiciones especificadas en la tabla 1 como 2° analisis), dada la coelucion que se
produce 1NPyr/3NFI bajo las condiciones cromatogréficas aplicadas.



PAHs NPAHs OHPAHs
Columna Supelcosil C18 (5 um, 250*4.6 mm) Eclipse XDB C18 (5 pm, 150*4.6 mm)
Disolventes AcN/H0 1.5 mL.min™ AcN/H0 (1% AcOH) 1 mL.min™
Bomba Gradiente Gradiente Isocrético

0" - 45/55 0" -50/50 0" -60/40

2" —45/55 12'-100 4.5' - 60/40

28’ —100/0 15— 100

31’ -100/0 20’ - 50/50

33'—45/55

37’ — 45/55
Detector FD Pexc/?em Pexclem Pexclem

(0} —280/320 (Na, Ace,F) 1° anélisis 0" - 259/386 (OHPh)

13.10" - 250/360 (Ph) 0" - 243/429 (3NPh) 4.5" - 242/388 (OHPyr)

14.15' - 250/370 (An) (9NPh)

15.45" — 240/460 (FI) 7' - 372/445 (1NPyr)

16.65" — 250/370 (Pyr) 2° analisis

19.10" - 270/390 (BaA, Cry) 0’ — 300/530 (3NFI)

21.80’ — 300/430 (BbF, BKF, BaP, DBA, BghiP)

Tabla 1 - Condiciones experimentales aplicadas durante el analisis cromatografico de los PACs
investigados.

2.3 — Etapa de tratamiento de las muestras

A continuacién se describe el procedimiento de extraccion desarrollado para cada uno
de los métodos ensayados.

LLE. El método miniaturizado de la extraccion liquido-liquido convencional se optimizo
tras afadir a 7.5 mL de muestra acuosa, 1 mL de diclorometano, procediendo a la
agitacion de la mezcla y centrifugado a 2500 rpm (10 min) para separar fases. Se
recogen 250 uL de extracto y se procede a su re-constitucion en acetonitrilo con
volumen final de la disolucién para inyectar entre 150 pL y 1 mL segun los niveles de
concentracion.

QuEChers. Se mezclan 5 mL de disolucion acuosa con 5 mL de acetonitrilo y se
afladen 2 g de sulfato magnésico anhidro mas 1 g de cloruro sodico. Transcurridos un
par de minutos se recoge el sobrenadante (proximo a 1 mL) y, si los niveles de
concentracion son suficientemente altos, se reserva para la inyeccion en el
cromatografo.

IL-DLLME. Se prepara una disolucion por pesada de liquido iénico (alrededor de 0.7
g) en acetona (10 mL). Conocida la densidad del reactivo podra calcularse el volumen
inicial de cada adicién. A 7.5 mL de muestra acuosa se afiaden 1 mL de disolucion de
liquido i6nico disuelto en acetona, en tubo de 10 mL de fondo cénico. Se realizan
hasta 4 emboladas con la jeringa de 1 mL para favorecer la formaciéon de microgotas y
facilitar la extraccion. Se procede a la centrifugacion a 2500 rpm (10 min). Se recogen
alrededor de 30 pL depositados en el fondo de los tubos.

En particular, el disolvente extractante se prepar6 por pesada de 0.53442 g de liquido
i6nico hexafluorofosfato ([CsMiM][PF¢]) disuelto en 10 mL de acetona. Considerando la
densidad del [CsMiM][PF¢], 1.362 g/cc:

0.70*1 mL/1.362 = 514 pL

514 pL * 1 mL acetona/10 mL acetona= 51.4 pL de [CgMiM][PFs] se afiadieron por
cada mililitro de disolucion de acetona.



Partiendo de estos calculos y del volumen final recogido depositado tras centrifugacion
(alrededor de 30 pL), se dedujeron los correspondientes rendimientos de
recuperacion.

En general, fue necesaria una etapa adicional de cambio de disolventes mediante
concentracion bajo corriente de nitrégeno. Esta etapa debe ser rigurosamente
controlada y efectuarla muy lentamente, asegurando la eliminacion del disolvente
original. Existe un alto potencial para nvolucrar significativos errores por pérdidas,
contaminaciones o efectos de dilucion teniendo en cuenta los volimenes tan reducidos
gue estan implicados. En el caso de los PAHSs, se realizé un cambio de disolvente a
acetonitrilo, mientras que los NPAHSs requirieron un cambio a metanol. Debido a ello, el
extracto se dividié en dos alicuotas para cada analisis. Los analisis cromatograficos de
los hidroxilados no mostraron importantes diferencias cuando se emple6 acetonitrilo o
metanol como disolvente de medida.

3 RESULTADOS

3.1 — Optimizacién de la etapa de extraccion

Se establecié un volumen no inferior a 150 yL como valor umbral para asegurar la
correcta medida volumétrica de inyeccion en los viales convencionales; asi, en
algunos de los métodos propuestos, el factor de enriquecimiento que se ganaba
reduciendo el volumen afiadido de disolvente de extraccién, se perdia por efecto de
dilucién al volumen final de inyeccion.

Teniendo en cuenta el alto riesgo de error por posibles pérdidas y contaminaciones en
la medida final que presentaba la etapa de concentracion bajo corriente de nitrégeno,
se realizaron ensayos para investigar su influencia. En particular, se estudié la
variacion de los rendimientos de recuperacion tras la concentracion de las disoluciones
finales a 1 mL, 0.5 mL y 150 pL trabajando con extrema precaucion de manipulacion
con disoluciones marcadas a diferentes niveles de concentracion (2.5, 5, 10y 25 ppb).
A partir de los resultados obtenidos vy tras la aplicacion de un analisis de varianza de
una variable, no se encontraron diferencias significativas entre las disoluciones sin
aplicar concentracion y las que habian tenido concentracion previa.

Para optimizar la extraccion liquido-liquido, se plantearon ensayos utilizando
volumenes de 0.5 y 1 mL de hexano y cloruro de metileno para la extraccion de 7.5 mL
de disoluciones acuosas marcadas en concentracion 1 pg/L. Los resultados obtenidos
se recopilan en la tabla 2, a partir de los cuales se seleccion6 1 mL de diclorometano
como disolvente de extraccion.



DCM Hx
PAHs 0.5mL 1mL 1mL
F 73 105 92
Ph 82 113 99
An 70 103 88
F 65 113 107
Pyr 60 94 72
BaA 55 87 71
Cry 63 85 71
BbF 57 89 72
BkF 53 86 69
BaP 41 72 56
DBA 61 73 73
BghiP 52 70 62
NNa 73 112 123
NPhe 83 102 126
NPyr 40 64 76
NF 48 73 77
OHPh 109 93 68
OHPyr 64 64 56

Tabla 2 — Rendimientos (%) obtenidos tras efectuar los ensayos de recuperacion con diclorometano
(DCM) y hexano (Hx) como disolventes de extraccion de disolucion acuosa de 1 ug.mL’1 (7.5 mL).

La presencia de cualquier resto o porcién de fase acuosa en la fase organica de
diclorometano conlleva importantes errores cuantitativos por efecto de dilucion,
teniendo en cuenta los volumenes tan reducidos que se utilizan. Debido a ello, es
imprescindible la centrifugacion de la mezcla para obtener la separacion de ambas
fases y recoger al menos el 80% del volumen de diclorometano inicialmente afiadido.
Es importante asegurar la composicion organica del extracto, sin presencia de agua.
Como se ha detallado en la seccién de experimental, la etapa de concentracién es
critica, de realizacibn muy lenta por riesgo de pérdidas o de error por no asegurar
acetonitrilo como disolvente final.

Los ensayos de optimizacion de extraccion tipo QUEChers se iniciaron partiendo de las
siguientes condiciones establecidas convencionalmente (2, 9) y a partir de los
resultados obtenidos durante la optimizacion del método analitico para la
determinacién de PAHs en aguas (1):

5 mL de muestra acuosa (0,5 pg/L)
5 mL de acetonitrilo

2 g de sulfato magnésico

1 g de cloruro sodico

Los rendimientos para los PAHs fueron en general satisfactorios, entre el 90 y 100%,
mientras que para los NPAHs y OHPAHs seleccionados se alcanzaron rendimientos
por encima del 70%, a excepcion del NFI que estuvieron alrededor del 50% (tabla 2).

Dado que se produce un calentamiento de la disolucién tras la adicion de sulfato
magnésico, se realizaron ensayos en bafio de hielo para evitar la posible volatilizacion
o degradacién de algunos de los compuestos. En general, se dedujeron rendimientos
relativamente mas altos cuando se aplico bafio frio (Figura 1).
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Figura 1 — Resultados de recuperaciones (%) obtenidas para los nitro e hidroxi derivados estudiados a
temperatura ambiente y aplicando bafio de hielo durante la mezcla de la disolucién acuosa/sulfato
magnésico.

En cuanto ala etapa de derivatizacién de los compuestos nitroderivados a amino-
derivados, ésta fue relativamente delicada por manejo de volimenes muy reducidos y
la necesidad de:

- Realizar un cambio previo de disolventes de acetonitrilo a metanol. Teniendo
en cuenta la miscibilidad entre acetonitrilo/diclorometano, el volumen final tras
la derivatizacion es dificiimente medible si el extracto se mantiene en
acetonitrilo.

- Realizar etapa adicional de centrifugacion a 2500 rpm (12 min), para asegurar
la separacion de fases acuosa/diclorometano.

La realizacion de ensayos previos con cloroformo como disolvente en micro-extraccion
dispersiva llevd a la obtencion de resultados poco reproducibles y rendimientos
extremadamente bajos en el caso del nitro-pireno. Teniendo en cuenta las dificultades
gue implica el manejo de voliumenes tan pequefios de este disolvente, su volatilidad y
toxicidad, junto con la reducida eficacia para extraer el hidroxi-pireno y nitro-derivados
mas pesados, se descartd su uso.

3.2 — Ensayos de recuperacion

Segun la metodologia descrita en el apartado de experimental y en base a la
bibliografia revisada (10, 11), se realizaron ensayos preparando disoluciones de PACs
a distintos niveles de concentracion en agua. Los resultados de recuperacion (%)
obtenidos tras efectuar ensayos comparativos para investigar el alcance de los
métodos desarrollados se recogen en la tabla 3. En particular, se llevaron a cabo con
disoluciones en concentracion desde 0.1 pg/L a 40 ug/L y efectuando 4 ensayos en
cada nivel de concentracion.

Respecto a IL-DLLME, se alcanzaron rendimientos de extraccién proximos al 100%
para los PAHs con concentraciones altas, mientras que para los PAHs mas pesados (a
partir de BbF) los resultados fueron peores conforme disminuy6 su concentracion.

En el caso de los dos hidroxi-derivados investigados, el hidroxi-fenantreno se recuperé
con rendimientos del 100 %, sin influencia de los niveles de concentracion, si bien los
rendimientos del hidroxi-pireno fueron solo del 50 % para niveles de concentracion de
30 pg/L y tan solo del 14 y 8 % cuando los niveles fueron de 3 y 0.3 ugiL,
respectivamente.
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Para intentar mejorar estos escasos rendimientos, se estudié la posible influencia de
diferentes parametros:

Ensayos realizados con metanol y acetona como disolventes utilizados para la
preparacion de la disolucibn de agente de liquido i6nico no indicaron
diferencias significativas entre los resultados obtenidos.

Otro parametro con posible influencia en la eficacia de recuperacion de este
hidroxi-derivado fue la temperatura. Se plantearon ensayos sometiendo las
muestras acuosas tratadas con liquido i6nico como extractante, a una
congelacién previa y posterior centrifugacion a menor r.p.m. (1500) y tiempo de
aplicacion (3 min). Sin embargo, los resultados obtenidos no indicaron
incrementos en la recuperacion del hidroxi-pireno, si bien se alcanz6 una
rapida separacion de fases acuosa/liquido iénico.

Tampoco se observé influencia por efecto del tiempo desde la adicion de la
disolucion de liquido i6nico. Asi, transcurrida una fora, los resultados fueron
similares a los obtenidos en los ensayos en los que se procedia a la
centrifugacion inmediata tras la mezcla.

LLE QUECher IL-DLLME

PAHs 0.1 pg/L 30 pg/L 0.1 pg/L 2.5 pg/L 30pug/L | 0.3pug/mL 3 pg/mL 30 ug/mL
F 98+4.6 116+4.4 104+8.5 91+16 87+1.2 117+4.3 116+8.3 125+7.8
Ph 109+5.1 108+8.1 91+2.8 86+6.1 87+15 116+10 115+9.0 122+10
An 89+4.9 110+4.0 103+9.2 9015 74+0.8 126+5.5 130+8.9 130+11
Fl 92+4.4 114+3.4 103+4.2 90£16 85+2.3 120+7.2 110+6.9 111+10
Pyr 102+4.5 95+5.1 106+7.1 95+3.3 74+2.2 91+6.0 92+5.0 93+8.9
BaA 77+3.9 100+£3.3 103+9.2 90+16 71+£1.2 62+3.5 75+3.3 95+8.3
Cry 80+2.4 101+3.6 109+9.9 70+3.0 73+1.6 100+20 86+17 101+11
BbF 67+2.7 96+4.6 96111 88+11 77+4.1 50+3.8 61+1.7 85+5.8
BkF 68+3.3 101+4.7 95+11 87+11 82+1.5 45+3.0 67+2.5 106+10
BaP 61+3.8 82+4.3 96+9.0 87+11 59+2.4 38+2.2 60+2.6 98+8.4
DBA 52+9.2 78+7.0 90+11 85+8.0 70£2.3 33x1.9 64+3.7 97+10
BghiP 57+6.6 65+5.9 91+6.4 85+7.6 64+2.2 36x4.2 62+2.2 92+10

NPAHSs 1 pg/L 30 ug/L 0.4 ug/L 1 pg/L 40 ug/L | 0.3 ug/mL 3 pg/mL 30 pg/mL
NNa 112420 111+22 101+8.9 88+13 108+9.4 79+11 104+22 79+11
NPhe 102+9.5 80x11 53+12 70£9.7 80+3.6 37+9.0 52+5.0 53+7.6
NPyr 64+7.9 44+7.0 42+12 55+17 80£10 104+9.7 107+11 104+9.4
NFI 73+10 125+22 55+6.4 38+6.0 83+7.7 99+18 114+9.0 110+19

OHPAHSs 1 pg/L 30 pg/L 0.4 pg/L 1 pg/L 40 ug/L | 0.3 pg/mL 3 pg/mL 30 pg/mL
OHPh 103+13 121+4.5 90+11 95+1.1 101+4.6 105+12 109+5.1 97+9.1
OHPyr 64+8.6 80£15 69+16 82+6.4 92424 7.9+1.8 14+4.1 53+13

Tabla 3 — Resultados de rendimientos obtenidos (%) a diferentes niveles de concentracién de los
compuestos de interés.

Respecto a la extraccion tipo QUECher, lo mas significativo fue una cierta disminucion
en el rendimiento conforme se incrementaba el nivel de concentracién de los PAHSs. El

efecto

fue mas acusado para los compuestos mas pesados. Esto implicaria la

necesidad de modificar las proporciones de reactivos para evitar efectos posibles de
saturacion del agente extractante. Los nitro-derivados indicaron menores rendimientos
por debajo de 1 pg/L y para los hidroxi-derivados fueron similares los rendimientos por
encima de 1 pg/L.



11

Dos posibles causas pueden justificar los bajos rendimientos deducidos para algunos
de los compuestos investigados:

1. Trabajar con muestras con niveles de concentracién del compuesto de interés
fuera del intervalo de aplicabilidad de los métodos desarrollados.
2. El'método no es adecuado para la extraccion eficaz del compuesto.

Nivel de concentracion

Causa PAC Técnica
(Hg/L)
1 PAHSs pesados (desde BaA) LLEy ILDLLME =1
QUuUECher =30

1 NFI QUECher =3

1 OHPyr LLE y QUECher =1

2 NPhe IL-DLLME

2 NPyr LLE y QUECher

2 OHPyr ILDLLME

Tabla 4 — Resumen de los PACs con bajos resultados de recuperacion obtenidos tras aplicar
los métodos de extraccién propuestos en este trabajo.

Para establecer en mas detalle estos aspectos, el siguiente apartado incluye una
detallada evaluacion de sesgos proporcionales.

3.3 — Célculo de sesgo proporcional (8)

Se planted la verificacion de para qué compuestos y aplicando qué técnica podia
considerarse significativa la variabilidad de algunos de los resultados de recuperacion
obtenidos en funcién del nivel de concentracion. Para ello, se dedujo el valor medio de
las recuperaciones obtenidas en cada una de las técnicas investigadas, segun:

éRi

n

R=

Donde Rcorresponde a la recuperacion media, R; es cada uno de los valores
obtenidos a cada nivel de concentracion estudiado y n es el niumero total de muestras
adicionadas. Como cada ensayo se realizd por cuadruplicado, n=4*3 para QUECher e
IL-DLLME y n=4*2 para LLE.

Asimismo, es necesario hacer una estimacién de la incertidumbre asociada y, en base
a estos dos parametros, calcular un parametro “t” y compararlo con el tabulado para
finalmente establecer si es 0 no significativo el valor de sesgo proporcional deducido.
Se ha calculado como precision intermedia, aplicando la siguiente ecuacion:

& ®soie-v)
Ursp V é ®i- 1)

Siendo Ugsp €l parametro de incertidumbre estimado como precision intermedia a
partir de las desviaciones tipicas relativas obtenidas para cada nivel de concentracion
(RSD) y n es el numero de ensayos realizados en cada uno de dichos niveles.
Finalmente, el parametro “t” se calcula a partir de la siguiente ecuacion
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Y es comparado con el tabulado segun una distribucion T de Student, de dos colas,
para un nivel de significancia de 0.05 y n-1 grados de libertad, siendo n el nUmero de
muestras adicionadas analizadas (n=4*2 para ensayos LLME y n=4*3 para ensayos
QUEChery IL-DLLME).

La tabla 5 recopila los valores calculados, apareciendo en cursiva aquellos que
superan los establecidos tedricamente y que, por tanto, indican la presencia de sesgo
proporcional en la metodologia desarrollada. Esto implica, como ya se ha indicado
previamente, la revision del método y aplicacién en su caso de un factor de correccion
en los resultados. Asimismo, es de especial interés evaluar la contribucion de
incertidumbre del pardmetro en la medida analitica final.

LLE QuECher IL-DLLME

PAHs R prom uRSD t R prom URSD t R prom URSD t
F 1.05 0.043 1.16 0.89 0.112 1.01 1.19 0.059 3.28
Ph 1.09 0.063 1.43 0.85 0.046 331 1.18 0.082 2.15
An 0.98 0.047 0.43 0.85 0.109 1.35 1.29 0.068 4.24
F 1.01 0.040 0.25 0.90 0.106 0.94 1.14 0.072 1.91
Pyr 0.99 0.049 0.20 0.86 0.047 3.038 0.93 0.074 1.00
BaA 0.87 0.043 3.02 0.82 0.115 1.53 0.78 0.065 3.40
Cry 0.89 0.033 3.33 0.85 0.059 2.45 0.96 0.174 0.24
BbF 0.79 0.044 477 0.80 0.103 1.92 0.65 0.061 5.66
BkF 0.82 0.048 3.75 0.81 0.100 1.88 0.72 0.070 3.94
BaP 0.70 0.057 5.26 0.75 0.094 2.67 0.66 0.065 5.32
DBA 0.63 0.140 2.64 0.76 0.091 2.59 0.65 0.076  4.65
BghiP 0.60 0.104 3.85 0.74 0.069 3.76 0.64 0.094 3.86
NNa 1.08 0.189 0.42 0.98 0.112 0.21 0.75 0.167 1.48
NPhe 0.95 0.117 0.40 0.64 0.155 2.35 0.44 0.172 3.26
NPyr 0.57 0.142 3.01 0.54 0.225 2.03 0.96 0.096 0.47
NH 0.83 0.158 1.09 0.49 0.125 4.08 0.94 0.152  0.37
OHPh 1.08 0.132 0.61 0.90 0.076 1.37 1.05 0.090 0.56
OHPyr 0.72 0.160 1.75 0.81 0.206 0.94 0.29 0.257 2.75

ttab 2.365 2.228 2.228

Tabla 5 — Parametros implicados en el céalculo de sesgo proporcional, a partir de los resultados de
recuperaciones realizadosy aplicando los métodos desarrollados en base alas tres técnicas investigadas.

De los resultados obtenidos, se deduce:

OBaP, DBA y BghiP presentan sesgos asociados a las medidas efectuadas aplicando
las tres técnicas de extraccion estudiadas. Estos corresponden a los PAHs mas
pesados y apolares, ultimos que eluyen de la columna cromatografica y que suelen
llevar asociadas siempre mayores dispersiones y errores de medida.

OLLE: Ademas de los PAHs mas pesados, se obtienen sesgos de medida para los
NPAHSs. Para € NPyr se alcanzan rendimientos de recuperacion satisfactorios (por
encima del 80%), sin la presencia de variacion de sesgo de medida con la
concentracion analizada (intervalo 0.1-30 pg/L). Finalmente, en el caso de los dos
hidroxilados estudiados, el mas polar (OHPyr) corresponde con un importante sesgo
segun las concentraciones analizadas; en este sentido, cabe sefialar la naturaleza
apolar del disolvente utilizado durante la etapa de extraccion frente al mayor caracter
polar del OHPyr .

OQuECher: segun los resultados obtenidos, es la técnica que proporciona los mejores
valores de rendimientos y menor nimero de PAHs con sesgos analiticos; por tanto,
seria la técnica recomendada para el andlisis de estos compuestos, si bien a niveles
altos de concentraciéon (30 upg/L) se obtienen rendimientos mas bajos que,
probablemente, se justifiquen por escapar del margen de aplicabilidad del método en
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las condiciones experimentales. Los dos hidroxilados también se miden con buenas
recuperaciones y ausencia de sesgos analiticos. Para los NPAHSs, sin embargo, sélo
se obtienen buenos resultados, tanto de recuperacidbn como en cuanto a ausencia de
sesgo, para el andlisis de NNa (compuesto mas polar del grupo considerado).

OIL-DLLME: Segun el método desarrollado, los resultados indican limitado margen de
aplicabilidad para la mayor parte de PAHs, NPhe e OHPyr, con presencia de sesgos
analiticos significativos conforme disminuye la concentracion analitica del analito. La
aplicacion del método desarrollado seria mas adecuado para niveles de
concentracion superiores a 3 ug/L con mayores recuperaciones para un nimero mas
amplio de los compuestos investigados.

3.4 — Estimacion de incertidumbres asociadas

Las componentes de incertidumbre mas importantes se establecieron en el proceso de
calibrado (analisis cromatogréfico), proceso de validacion del método (analisis de
muestras adicionadas a distintos niveles) y proceso de extraccion (tratamiento de la
muestra).

Andlisis cromatogréfico
Principalmente afectadas por:

* Preparacion de las disoluciones de calibrado (ucstq).
» Calibracion cromatografica a partir de la estimacion de la concentracion

aplicando ajuste por minimos cuadrados (uUcy).

Respecto a aquellas asociadas con la preparacion de las disoluciones de calibracion,
se incluyen las asociadas a la disolucion stock de acuerdo a su certificacién y a la
cadena de dilucién. Se considera mas significativa la incertidumbre aportada por el
suministrador de la disolucion stock ( £1%), estimandose una contribucion Ucpa/Cp: de
0.02 (1% Dr. Ehrenstorfer, 10 pg/mL).

La incertidumbre asociada la calibracién por minimos cuadrados incluye la variabilidad
en la respuesta analitica y es evaluada por las desviaciones estandar de ordenada en
el origen y pendiente de la linea de calibrado. Disoluciones con 4 niveles de
concentracion fueron preparadas y analizadas regularmente durante un periodo de 3
meses (5 puntos a cada nivel de concentracién).

La segunda contribuciébn importante en la determinacibn cromatografica es la
repetibilidad de la respuesta analitica cromatografica y fue deducida a partir del
andlisis de 6 alicuotas de una disolucidon estandar. En definitiva, la incertidumbre
relativa de la concentracion de analito prevista (uc/C,) a partir del calibrado por
minimos cuadrados fue calculada aplicando la siguiente ecuacion:

Donde y es el valor promedio de la respuesta analitica de las cinco alicuotas de
disolucion patrén, u, es la incertidumbre (w*s,/vn) y aplicando la regresion lineal por
minimos cuadrados, b es la ordenada en el origen, u, es la incertidumbre deducida de
la desviacion estandar (sp), m es la pendiente y u,, es la incertidumbre derivada (s.).

La combinacion final de incertidumbres asociadas a la preparacion de las disoluciones
y recta de calibrado (U*/X?) estuvo por debajo del 5% para los PACs investigados,
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siendo las contribuciones procedentes de la preparacion de estandar mayor que la
procedente del ajuste de calibrado (Tabla 6). Solo las medidas de Pyr, NPh y NFI
mostraron mayores contribuciones del ajuste de calibrado, especialmente para el NFl,
gue alcanzo el 22%. Estos resultados son coherentes con la baja sensibilidad que
presenta la determinacion cromatografica del compuesto (valor bajo del parametro de
pendiente del ajuste de calibrado).

(Ucpat)/Chat  (Ucx)/C« ux/x ux/X (%)

F 0.0004 0.000347 0.00075 2.7
Ph 0.0004 0.000073 0.00047 2.2
An 0.0004 0.000366 0.00077 2.8
H 0.0004 0.000614 0.001 3.2
Pyr 0.0004 0.001879 0.0023 4.8
BaA 0.0004 0.000218 0.00062 2.5
Cry 0.0004 0.000066 0.00047 2.2
BbF 0.0004 0.000377 0.00078 2.8
BkF 0.0004 0.000011 0.00041 2.0
BaP 0.0004 0.000184 0.00058 2.4
DBA 0.0004 0.000104 0.0005 2.2
BghiP 0.0004 0.000202 0.0006 2.4
3-NPh 0.0004 0.000636 0.00096 3.1
9-NPh 0.0004 0.008831 0.00915 9.6
1-NPyr 0.0004 0.000231 0.00055 2.3
3-NH 0.0004 0.04906 0.04906 22
OH-Ph 0.0004 0.0003326 0.00073 2.7
OH-Pyr 0.0004 0.0000815 0.00048 2.2

Tabla 6 - Componentes de incertidumbre del proceso de calibrado en las medidas cromatogréficas de los
PACs de interés.

Sesgo proporcional

Las correspondientes contribuciones asociadas a la variabilidad del analisis
cromatografico en funcibn de los niveles de concentracion, fueron previamente
evaluadas y estan incluidas en la tabla como incertidumbres relativas intermedias
(ursp). Como puede verse, las contribuciones estuvieron alrededor del 10% para los
PAHSs seleccionados para las tres técnicas de extraccion; en el caso de los NPAHSs los
valores fueron del orden del 15%, si bien hubo alguno de los compuestos que alcanz6
el 20% (NNa mediante LLE y NPyr mediante QUECher). De los hidroxilados, el OHPyr
correspondié con las mayores dispersiones (20-25%), lo que corresponde con su baja
sensibilidad (igual al caso de NFI).

Etapa de extraccion

La incertidumbre del procedimiento considera la variabilidad experimental debida a los
errores aleatorios y a las condiciones en las que se realizan los andlisis, como dia,
calibrado, etc. El término corresponde a la precision del método en condiciones
intermedias y para su célculo se han considerado los resultados obtenidos a partir de
las muestras analizadas con mayores rendimientos de recuperacion. En particular, se
han considerado los resultados de las muestras marcadas a niveles en torno a 1 pg/L
para los ensayos realizados con LLME y QuECher y a 30 pg/L para los
correspondientes a IL-DLLME. A partir de los valores de recuperacién medidos en
distintas series y dias, se han calculado los valores promedio y desviaciones tipicas
relativas, deduciendo el valor de incertidumbre del procedimiento (Upced) tras la
aplicacion de la ecuacion:
RSD,

Uproced =
P s
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Siendo, RSD, la desviacion tipica relativa de las medidas realizadas en condiciones
intermedias y n, el nimero de dichas medidas.

Los resultados se recopilan en la tabla 7, expresados en tanto por ciento.

usi (%) LLE QuECher IL-DLLME
F 8.9 6.7 2.9
Ph 1.9 3.2 3.2
An 6.7 6.6 2.8
F 5.1 5.1 2.8
Pyr 4.9 11 2.8
BaA 5.0 8.6 5.9
Cry 6.0 14 6.7
BbF 9.3 8.8 3.9
BkF 9.1 8.0 5.4
BaP 4.1 10 4.9
DBA 12 7.7 6.1
BghiP 6.4 9.0 6.3
N Na 10 4.3 22
NPh 5.4 8.4 20
NPyr 7.1 12 20
NF 8.1 9.2 20
20HPh 12 35 2.6
10HPyr 17 5.6 11

Tabla 7 — Contribuciones de incertidumbre correspondiente al procedimiento expresadas en % paracada

uno de los métodos desarrollados.
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4 - CONCLUSIONES

La tabla 8 presenta una recopilacibn comparativa entre los distintos métodos
investigados incluyendo las condiciones experimentales de operacion y los principales

pardmetros analiticos deducidos.

LLME QuECher IL-DLLME
Vol agua (mL) 7.5 5 7.5
Disolvente extraccion DCM Acetonitrilo IL
Vol. Extractante (mL) 1 5 0.10
Influenciatemperatura No Si No
Tiempo prep 4 muestras (min) 50 44 50

R% > 85%

F, Ph, An, Fl, Pyr, Cry,

PAHs (exc. BaP, DBA,

F, Ph, An, Fl, Pyr, Cry,

NNa,NPhe, OHPh BghiP), OHPh NNa.NPyr, NFI, OHPh
Lim detec (ug.L™) PAHs(*): 0.1 PAHs(*): 0.1 PAHs(**): 0.3

NPAHs (*): 1 NPAHs (*): 0.4 NPAHs (*+): 0.3

OHPAHS (*): 1 OHPAHS (**): 0.4 OHPAHSs (*%): 0.3
Precisiénintermedia (%) 2-17 3-12 3-22

Tabla 8 — Recopilacién de las condiciones experimentales y principales parametros analiticos
involucrados en los métodos desarrollados en este trabajo.

(*) excepto BaA, BbF, BkF, BaP, DBA, BghiP, NPyr y OHPyr

(**) excepto BaP, DBA, BghiP, NPhe, NPyr, NFI, OHPyr

(***) excepto BaA, BbF, BkF, BaP, DBA, BghiP, NPhe, OHPyr

Finalmente, la figura 2 corresponde a una representacion de la suma de las varianzas
consideradas como mas importantes en los procedimientos analiticos estudiados. El
calculo se ha basado en efectuar la raiz cuadrada de la suma de dichas contribuciones
expresadas como varianzas. Como puede apreciarse, en general, para los PAHs
estudiados se alcanzaron incertidumbres entre 5-10% mediante LLE y LLME
dispersiva con liquido i6nico, mientras que el método tipo QUECher produjo
contribuciones proximas al 15%. Para los NPAHs, el método tipo QUECher llevo
implicitas dispersiones entre 15-20 % para NNa y NPhe y del orden del 25% para NPyr
y NFI. Finalmente, para los hidroxilados no se obtuvieron significativas diferencias
entre las técnicas utilizadas, si bien quedd constancia de las mayores dispersiones
asociadas al analisis de OHPyr, debidas fundamentalmente a sus contribuciones
procedentes de la determinacion cromatografica. Las mismas conclusiones pueden
efectuarse para el caso del NFI.
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Figura 2 — Contribucién de incertidumbre analitica(%) como suma de las tres componentes consideradas
como mas importantes segin cada método propuesto.
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