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hidrocarburos en agua 'y
sedimentos por medio de
fluorescencia usando un
espectrofluorémetro comercial

Approach to the Detection
and Quantification of
Hydrocarbons in Water and
Sediments by Fluorescence
Using a Commercial
Spectrofluorometer

Deteccdo e quantificacio de
hidrocarbonetos em dgua e
sedimentos por
fluorescéncia usando um
espectrofluordmetro comercial

Resumen

Abstract

Resumo

En este estudio se utiliz6 un espectro-
fluorémetro comercial (Cytation 3) para
detectar hidrocarburos en muestras con-
taminadas artificialmente (dopadas) con
agua y sedimentos por medio de fluo-
rescencia de onda fija. Se identificaron
los espectros de emision y las sefales
de fluorescencia en pico de antraceno,
fenantreno, pireno y fluoranteno con li-
mites de deteccién 19, 89, 26 y 35 ppb,
respectivamente. La recuperacién de
hidrocarburos en muestras dopadas de
agua estuvo entre 86 y 100% individual-
mente, aunque en mezcla se observaron
interferencias de sefiales por la cercania
en los picos de emision generando aditivi-
dad. En muestras de sedimentos, la recu-
peracién de hidrocarburos estuvo entre
10y 25%, y hasta un 36% en mezcla.

Los resultados indican que la deteccién
individual de los hidrocarburos es factible
con base en las sefiales detectadas y las
cuantificaciones realizadas; sin embargo,
es necesario investigar interacciones con
otros compuestos y su comportamiento
en muestras dopadas o muestras de si-
tios con alta contaminaciéon obtenidas
en campo para validar su aplicacion en el
monitoreo ambiental.

In this study, a commercial spectrofluo-
rometer (Cytation 3) was employed to
detect hydrocarbons in artificially con-
taminated (doped) water and sediment
samples using fixed wavelength fluores-
cence. Emission spectra and peak fluo-
rescence signal of anthracene, phenan-
threne, pyrene, and fluoranthene were
identified with detection limits of 19,
89, 26, and 35 ppb, respectively. The re-
covery of hydrocarbons in contaminated
water samples ranged between 86 and
100% individually, although signal inter-
ferences were observed in mixture due
to the proximity of the emission peaks,
which generated additivity. In sediment
samples, hydrocarbon recovery ranged
from 10 to 25% and up to 36% in the mix-
ture.

The results indicate that the individual
detection of hydrocarbons is feasible
based on the signals detected and the
quantifications performed, however, it
is necessary to investigate interactions
with other compounds and their behavior
in doped samples or samples from highly
contaminated sites obtained in the field
to validate their application in environ-
mental monitoring.

Neste estudo, um espectrofluorémetro
comercial (Cytation 3) foi empregado
para detectar hidrocarbonetos em amos-
tras de dgua e sedimentos artificialmen-
te contaminados por fluorescéncia de
comprimento de onda fixo. Foram iden-
tificados os espectros de emiss3o e sinais
de pico de fluorescéncia de antraceno,
fenantreno, pireno e fluoranteno, com
limites de deteccdo de 19, 89, 26 e 35
ppb, respectivamente. A recuperacio de
hidrocarbonetos em amostras de agua
contaminada variou entre 86 e 100% in-
dividualmente, mas foram observadas
interferéncias de sinal devido a proximi-
dade dos picos de emissdo, o que gerou
aditividade. Em amostras de sedimentos,
as recuperagdes foram entre 10 e 25% e
até 36% na mistura.

Os resultados indicam que a deteccdo
individual de hidrocarbonetos é viavel
com base nos espectros detectados e nas
quantificacbes realizadas. No entanto, é
necessdrio investigar as interagdes com
outros compostos e seu comportamento
em amostras reais obtidas em locais alta-
mente contaminados, a fim de validar sua

aplicagdo no monitoramento ambiental.
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Introduccién

La contaminacién ambiental producto de acciones antrépicas gene-
ra un desbalance en el equilibrio de entornos naturales. Los impac-
tos se observan en varios ecosistemas, por ejemplo, los sistemas
acuaticos resultan altamente afectados por vertimientos industria-
les o urbanos, deposicion de emisiones atmosféricas, escorrentias,
desechos sélidos, entre otros [1]. La presencia de mdltiples com-
puestos xenobidticos en el ambiente impacta los ecosistemas, esto
se debe a que el nivel de toxicidad de un solo compuesto de alta
peligrosidad puede generar alteraciones en los organismos, tanto a
nivel individual como poblacional [2].

Segln la clasificacién de los compuestos tdxicos, su nivel de riesgo
varia dependiendo de su concentracién en el ambiente (biodispo-
nibilidad), por ende, los compuestos organicos persistentes (COP),
aquellos que son remanentes a permanecer en el sistema, son los
de mayor riesgo y peligrosidad. Algunos compuestos como los po-
liclorobifenilos (PCB), pesticidas, organoclorados e hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP) han sido estudiados alrededor del
mundo y se ha determinado que han sido responsables de provo-
car maltiples alteraciones en aves, mamiferos, reptiles, peces, entre
otros animales, e incluso en humanos.

La principal caracteristica de los COP, ademas de su alta toxicidad,
es que tienen una alta resistencia a la degradacién biolégica, fotoli-
tica o quimica; por lo tanto, los COP se depositan en los sedimentos
de cuerpos de agua lénticos o se transportan en la columna de agua
en sistemas léticos, esto ocasiona que aumente su impacto y que
hagan parte de procesos de bioacumulaciénen lacadenatréfica[3,4].
Ademas, desde una perspectiva toxicoldgica, algunos HAP, como el
benzo[a]pireno (BaP), poseen propiedades cancerigenas, teratogé-
nicas y mutagénicas. Por todo esto, la reduccion de las emisiones y
vertimientos industriales se han identificado como estrategias
fundamentales para mitigar los riesgos asociados a estos compues-
tos [5].

En la Resolucién 0631 del 17 de marzo del 2015, emitida por el
Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible de Colombia, se in-
dica que el limite maximo permisible de hidrocarburos totales en un
compuesto es de 10 mg/L; sin embargo, no se tienen en cuenta com-
puestos individuales como los aromaticos policiclicos que, debido
a su estructura quimica, pueden llegar a tener un mayor impacto
medioambiental. A nivel internacional, México permite la descarga
de 15 mg/L de hidrocarburos en fuentes de agua descargadas en
agua dulce, mientras que en zona costera y zona marina el valor es
de 40 mg/L. En Estados Unidos, la Administracién de Salud y Segu-
ridad Ocupacional (OSHA) establecié el limite de exposicion permi-
sible (PEL) para el BaP en 0,2 mg/m?, por su parte, la Environmental
Protection Agency (EPA) establecié para el BaP un nivel maximo de
0,01 mg/L en zonas costeras no contaminadas por HAP.

El monitoreo de hidrocarburos es fundamental para evidenciar su
impacto en el medio ambiente. En este sentido, se han desarrollado
diferentes técnicas que permiten determinar la presencia y la con-
centracion de HAP en diferentes matrices como agua, sedimentos,
aire y en los propios organismos que absorben estos contaminan-
tes [6]. La cromatografia, con sus diferentes variaciones, es la técnica
que mas ampliamente se ha utilizado para identificar y cuantificar
este tipo de contaminantes. Esta técnica permite una alta precisién
para la separacién de los compuestos y para la cuantificacion de la
concentracién de cada uno de ellos. Sin embargo, es una técnica cos-
tosa, por la complejidad de equipos y materiales que se requieren,
demanda un tiempo considerable para su ejecucién y, ademas,
es fundamental que se realice por personal altamente calificado,
lo cual la convierte en una técnica reservada para laboratorios o
centros especializados [7, 8].
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También existen diferentes técnicas de fluorescencia que permiten
monitorear la contaminacién de hidrocarburos en matrices como
aire, agua y suelo: fluorescencia simultanea sincrénica [9, 10], fluo-
rescencia de matriz de excitacién-emision [11-13], fluorescencia
de onda fija [14-17], entre otras. Esta Gltima es una técnica simple
en la cual la longitud de onda de excitacion se mantiene constante
mientras se mide la emision de fluorescencia. Esto permite analizar
la intensidad de la fluorescencia en funcién de la concentracién de
la muestra o el tipo de fluoréforo [18]. A pesar de su simplicidad,
esta técnica proporciona informacién preliminar relevante en sitios
donde las limitaciones son dominantes.

Diferentes investigadores han desarrollado e implementado téc-
nicas de fluorescencia para obtener una mejor identificacion y una
mayor selectividad de los diferentes hidrocarburos presentes en una
matriz, especificamente de los HAP [19-21]. Ademads, la combina-
cion con herramientas estadisticas o técnicas complementarias han
convertido a la fluorescencia en una herramienta atractiva para ser
implementada en diferentes laboratorios no especializados, princi-
palmente por los bajos costos que requiere su implementacion. Si
bien existe una inversion inicial para la adquisicion de un equipo
fluorémetro de alta capacidad, no se utiliza una cantidad elevada de
reactivos o solventes para la preparacion de la muestra y el personal
no necesita estar altamente calificado, ademds de que la inversion
del equipo se compensa con un amplio rango de aplicaciones [22].

Considerando las limitaciones técnicas y presupuestales que tiene
la ciencia en Colombia, se hace indispensable desarrollar estrategias
u optimizar los elementos existentes para poder avanzar en el mo-
nitoreo ambiental. En este sentido, el objetivo de este estudio fue
utilizar el lector multimodal Cytation 3 para la deteccién y medicion
de diferentes hidrocarburos en agua y en sedimentos, ademas de in-
vestigar su potencial aplicabilidad como herramienta de monitoreo
de sitios potencialmente expuestos a HAP.

Materiales y métodos

Equipo para deteccion de fluorescencia

Los andlisis fueron realizados en un lector multimodal Cytation 3
(BioTek®, USA), ubicado en el Laboratorio de Toxicologia y Biotec-
nologia de la Universidad de los Llanos, el cual tiene como fuente
de excitacion una ldmpara laser de xenén (100 mW) y un cuadru-
ple monocromador, ademas de un tubo fotomultiplicador para la
deteccién de la emisién secundaria emitida por las moléculas. La
amplitud de hendidura de la rejilla (slit width) del monocromador
estd fijada de fabrica a 16 nm. Todas las lecturas fueron realizadas
en placas Nunc (Thermo Scientific) de 96 pozos de color negro en
polipropileno.

Preparacion de soluciones madre

Se utilizaron cuatro hidrocarburos de grado analitico 99%: fenan-
treno (PHE) (Sigma-Aldrich), antraceno (ANT) (Merck), fluorante-
no (FLU) (Tokyo Chemical) y pireno (PYR) (Merck). De cada uno se
prepararon soluciones stock a concentraciéon de 1 ppt en metanol
(para analisis, EMSURE® ACS, 1SO, Merck) [23]. Las soluciones se
almacenaron bajo refrigeracion hasta por 30 dias.

Determinacion de espectros de emisién

Con el fin de identificar los espectros de excitacién y emisién y las
sefales en pico con mayor fluorescencia, se hicieron lecturas para
cada hidrocarburo a una concentracién de 250 ppm. Para la medi-
cién del espectro de excitacién se usé el intervalo desde los 250
hasta los 360 nm; mientras que para el espectro de emisién se usé
el intervalo desde los 300 hasta los 500 nm. Adicionalmente, se
prepard una solucién con los cuatro HAP a una concentracién de
250 ppm por cada uno para determinar el comportamiento fluores-
cente de los hidrocarburos en una mezcla.
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Determinacion del limite de deteccién (LOD) y el limite
de cuantificacion (LOQ)

Para cada hidrocarburo, se preparé una curva estandar de dilucién
seriada con 9 diferentes puntos desde 0 hasta 1 ppm (1; 0,5; 0,25;
0,125; 0,063; 0,031; 0,016; 0,008 y 0) usando metanol como dilu-
yente. Este procedimiento se realizé por cuadruplicado, con el fin
de reducir el error experimental y aumentar la precision de la deter-
minacién. Teniendo como base la mayor sefial espectral para cada
compuesto, se midié la fluorescencia de onda fija de cada dilucién a
la excitacién especifica de cada uno de los hidrocarburos evaluados.
Los valores de fluorescencia obtenidos se reportaron como unida-
des arbitrarias fluorescentes.

Los calculos para determinar el limite de deteccién (LOD) y el limite
de cuantificacién (LOQ) se calcularon con las Ec. (1) y (2):

LOD =Y}, + 3Sp M
LOQ =Y, + 10Sp (2)

Donde Y), es la sefal del blanco y Sp es la desviacion estandar de la
pendiente de la regresion lineal [24].

Preparacion y extraccion de muestras dopadas de agua

Este procedimiento se siguié de acuerdo con el método ASTM-
D5412 [25], se utilizaron 500 mL de agua desionizada para cada
hidrocarburo y se adicionaron de forma separada a una concentra-
cién de 50 ppb. Este proceso se realizé por triplicado para cada hi-
drocarburo.

Para la extraccion se us6 solvente diclorometano (para anélisis, EM-
SURE® ACS, 1SO, Merck) al 20% del volumen total de la muestra
preparada. El volumen de solvente se dividié en tres partes, cada
parte se agit6 individualmente con la muestra de agua en un em-
budo de decantacién durante al menos 2 min con pausas para per-
mitir la liberacién de la presion de los gases. La mezcla de agua y
diclorometano se dejé reposar a temperatura ambiente (25 °C) por
al menos 10 min para permitir la separacion de capas y proceder a
retirar el solvente en un erlenmeyer. El procedimiento se repitié con
las otras partes del solvente.

Una vez se obtuvieron las tres partes de solvente, se mezclarony se
Llevaron al rotoevaporador RV 10 (IKA, USA) a una temperatura de
60 °C para concentrar la muestra hasta 1 mL. Finalmente, con el fin
de evitar una pérdida por evaporacién de diclorometano (presién de
vapor = 0,533 bar, 24 °C) se realizé una dilucién con metanol en
una relacién final 1:10 para su lectura en microplacas de polipropi-
leno de 96 pozos.

A partir de la curva de calibracién se calculé la concentracién inicial
y la concentracién final se calculé con la Ec. (3):

Concentracion final = C¢ X (Vs/V7) 3)

Donde C¢ es la concentracién inicial a partir de la curva de calibra-
cién, Vs es el volumen del solvente usado en la dilucion de la mues-
tray V7 es el volumen de agua de la muestra de la cual fue extraido.

Preparacion y extraccién de muestras dopadas de se-
dimentos

Se colectaron sedimentos en el lecho de un riachuelo (4°04'42" N,
73°34’58” W), ubicado en una zona rural, sin intervencién de acti-
vidades humanas circundantes y aparentemente libre de contami-
nacién por hidrocarburos. Con ayuda de un tubo en PVC de 2,54
cm de didmetro y 25 cm de longitud se colectaron las muestras de
sedimentos hasta alcanzar aproximadamente 1000 g. Esta actividad
se realizé en un trayecto no mayor a 10 m rio arriba, con el fin de no
tomar muestras en el lecho del riachuelo intervenido.
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Los sedimentos se transportaron hasta el Laboratorio de Toxicolo-
gia y Biotecnologia en bolsas plasticas resellables, se pesaron y des-
pués se pusieron a secar en horno durante 24 h, a una temperatura
mayor a 60 °C para facilitar la volatilizacién de cualquier compuesto
que pudiera intervenir con la medicién. Una vez seco el material, y
buscando tener un tamafio homogéneo de particula que permitiera
una mejor adherencia y extraccién de los hidrocarburos [26, 27], las
muestras se filtraron por un tamiz de acero inoxidable con ojo de
malla menor a 300 pm de didmetro, esta fraccion fue la que se usé
para su contaminacion.

Para realizar la contaminacién individual de cada hidrocarburo, se
usaron 7 g de sedimento en una caja de Petri y se les aplic una solu-
cion de 50 ppb de cada hidrocarburo en 5 mL de metanol para cada
uno, se hizo la exposicién por triplicado. La solucién se aplicd con
una micropipeta, se distribuy6 sobre toda la superficie para hume-
decer toda la muestra de sedimento, se dejé en reposo a tempera-
tura ambiente y cubierta con la tapa de la caja Petri durante 10 min
para aumentar el tiempo de contacto del sedimento. Posteriormen-
te se abrid el recipiente y se cubrié con papel de aluminio perforado
para permitir la evaporacion del metanol y evitar algtn efecto de
degradacion luminica de los HAP [28].

Una vez se obtuvo la muestra contaminada, se introdujo en un pa-
pel filtro en la cdmara de extraccién del equipo Soxhlet y se agregé
diclorometano en el balén de fondo redondo a una relacién de 1:10
(sedimento:solvente). El equipo Soxhlet se configuré con el fin de
realizar seis reflujos por hora durante 4 h con el fin de permitir la
liberacién de los analitos de la muestra.

Finalizadas las 4 h, el solvente se transfirié a un balén con acople
para rotaevaporador y se concentr6 el extracto organico a una tem-
peratura de 60 °C hasta 1 mL aproximadamente. Posteriormente,
se diluy6 con metanol en una relacién 1:10, con el fin de realizar la
lectura con las placas de poliestireno, el anterior procedimiento fue
hecho con base al método EPA 35408B [1].

La concentracion final de cada muestra de sedimento se calculé te-
niendo en cuenta el valor obtenido por medio del analisis de regre-
sion lineal. El valor obtenido se multiplicé por el factor de dilucién
de la muestra. Finalmente, para obtener el porcentaje de recupera-
cion se aplico la Ec. (4) [30]:

Porcentaje de recuperacién = Ci/Cs X 100 4)

Dénde C; es la concentracidn inicial aplicada a la muestra de suelo o
agua y Cyes la concentracién obtenida a partir de los calculos para
agua o suelo.

Tanto para los sedimentos como para el agua, se realizé una mezcla
de los cuatro hidrocarburos (PHE, PYR, FLU y ANT) a una concentra-
cién de 50 ppb cada uno. Se realizé por triplicado para cada matriz
con el fin de evaluar el método de recuperacién y el comportamien-
to fluorescente en cada matriz con varios hidrocarburos. Los proce-
dimientos se siguieron tal y como se describieron para cada matriz.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados en Excel 2016 (Microsoft,
USA), en el programa se realiz6 el andlisis regresion lineal sobre las
curvas de calibracion de cada hidrocarburo. Los datos de extraccién,
deteccion y cuantificacion se presentan como la media + desviacion
estandar. El andlisis espectral y la elaboracion de las gréficas se rea-
lizaron en Matlab (ver R2023b).

Resultados y discusion
Espectros de emision

Fue posible identificar las sefiales de excitacién en pico y las lon-
gitudes de emision en pico utilizando escaneo espectral para los
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cuatro diferentes HAP. Para ANT, PHE, FLU y PYR, las longitudes de
excitacion en pico fueron 330, 293, 329 y 330 nm, respectivamen-
te, y las longitudes de emision en pico fueron 401, 363, 459 y 384
nm, respectivamente (figura 1). A pesar de que el equipo Cytation
3 no tiene una buena definicién espectral debido a su configuracién
de fabrica (slit width: 16 nm), es posible diferenciar cada espectro
con base en la estructura de fluorescencia identificada particular
para cada caso.

Los fluorémetros de alto rendimiento con apertura de hendidura
variable permiten ajustar con precision la selectividad y la sensibi-
lidad en la discriminacién y medicion de fluoréforos. EL aumento
del ancho de banda de excitacién conduce a una mayor energia de
excitaciéon, mientras que el aumento de la energia de excitacién con-
duce a una mayor intensidad de fluorescencia [31]. Es importante
destacar que la fluorescencia del blanco es insignificante respecto a
la fluorescencia de los hidrocarburos evaluados.

Para el caso del PYR, se destaca un pico de emision predominante
a 459 nm, el cual puede ser provocado por el excimero generado
entre el PYR y el metanol, el tiempo de vida de la fluorescencia y su
estado entre los niveles vibracionales [32, 33].
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Figura 1. Espectro de emision de antraceno (ANT), fenantreno (PHE), pireno (PYR) y
fluoranteno (FLU) a concentracién de 250 ppm en metanol.

En la figura 1 es posible identificar los espectros de emisién de cada
hidrocarburo de manera individual; sin embargo, los espectros de
FLU y PYR se superponen, lo que conlleva a un reto mayor para
identificarlos individualmente en mezcla como se evidencia en la fi-
gura 2, alli también se observa el espectro de la mezcla de los cuatro
hidrocarburos en las dos excitaciones reportadas previamente. En
ninguno de los dos espectros se pueden diferenciar claramente los
espectros de FLU ni el segundo pico de PYR; en cambio, se obser-
va una sola sefial de fluorescencia en pico producto de una posible
aditividad de sefiales, en el momento en que FLU y PYR tienen el
pico de emisién en la misma longitud de onda (459 nm). Este com-
portamiento ha sido observado con otros fluoréforos con los que se
realiza la determinacion simultanea y se logra diferenciar cada uno
de los espectros por medio de algoritmos de regresion lineal [34].

Por otro lado, como se observa en la figura 2, tanto ANT como PYR,
que tienen una seiial de fluorescencia en pico de emisién a 384 nm,
son completamente diferenciables en la mezcla. Adicionalmente,
el PHE aparentemente se mimetiza por la intensidad del ANT, el
cual tiene una mayor intensidad (fluorescencia) y solo se observa
un hombro a la longitud de onda de emisién de este hidrocarburo
(363 nm). A partir de este anilisis se puede establecer que el com-
portamiento fluorescente de los HAP evaluados es dependiente de
los fluoréforos que se encuentran en la mezcla, y no de su estado
individual.

De acuerdo con lo reportado por Patra y Mishra [23], la cantidad
de hidrocarburos presentes en una mezcla puede modificar la cali-
dad de identificacion de los compuestos a nivel individual, e incluso
modificar la efectividad de la medicién si se desconocen los com-
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puestos. Por otra parte, Sunuwar y Manzanare [35] reportan que
la medicién convencional de fluorescencia puede ser compleja y no
necesariamente revelar la totalidad de los compuestos en la mezcla,
por lo tanto, aseguran que la combinacién de técnicas adicionales
como la fluorescencia asincrénica y algunas herramientas computa-
cionales pueden permitir realizar una medicién mucho mas comple-
tay precisa. Esta premisa indica que el trabajo en perspectiva puede
continuar con la integracién de herramientas estadisticas o técnicas
complementarias que aumenten la precisién en la deteccién de los
compuestos tipo hidrocarburos.

x10*

2
—Ex 293 nm
----- Ex 330 nm

Intensidad (RFU)

05

0 | 1 L L L L L L L
32 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Longitud de onda de emisién (nm)

Figura 2. Espectros de emisién de una mezcla de pireno (PYR), antraceno (ANT), fe-
nantreno (PHE) y fluoranteno (FLU) a concentracién de 250 ppm cada uno.

Determinacion del limite de deteccién (LOD) y el limite
de cuantificacion (LOQ)

Con base en las curvas estandar y la regresion lineal se determina-
ron el LODy el LOQ para el equipo Cytation 3, los cuales se reportan
en la tabla 1. Los LOD estuvieron entre 0,0183 y 0,0891 ppm, sien-
do el mas bajo para el ANT, mientras que los LOQ se ubicaron entre
0,0608 y 0,2816 ppm, siendo el menor valor también para el ANT.
Estos datos nos indican que gracias a sus propiedades fluorescentes
los compuestos pueden ser detectados a muy bajas concentraciones.

Tabla 1. Limite de deteccién (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) para antraceno
(ANT), pireno (PYR), fluoranteno (FLU) y fenantreno (PHE).

Hidrocarburo LOD (ppm) LOQ (ppm)
Antraceno 0,0183 0,0608
Fenantreno 0,0891 0,2816

Fluoranteno 0,0267 0,0844
Pireno 0,0357 0,1129

En la tabla 2 se presenta el andlisis de regresion lineal realizado
para los hidrocarburos evaluados. Es posible identificar que para los
cuatro HAP la regresién lineal se ajusté apropiadamente de acuerdo
con el pardmetro de determinacion R? > 0,99; ademas, se evidencia
una linealidad entre la concentracién de los compuestos y la inten-
sidad de fluorescencia.

Tabla 2. Andlisis de regresion lineal a partir de la curva de calibracién de HAP
diluidos en metanol.

Hidrocarburo | Pendiente | Intercepto R? Ecuacién
Antraceno 1891,3 4,88 0,9999 | y=4,88 + 1891,3x
Fenantreno 530,4 83,51 0,9944 | y=283,51+ 530,4x
Fluoranteno 1798,3 16,64 0,9994 |y =16,64 + 1798,3x

Pireno 2957,8 36,49 0,9991 |y =36,49 + 2957,8x
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Concentracion final y porcentaje de recuperacion de las
muestras por extraccion Soxhlet

Los resultados de la determinacion en muestras de agua de forma
individual permiten evidenciar que hay una variacién en el porcen-
taje de recuperacion entre el 86 y el 101% para los cuatro hidro-
carburos, siendo la mayor para FLU y la menor para PHE (tabla 3).
Considerando que el porcentaje de recuperacion se debe acercar al
100%, los valores obtenidos son aceptables para el método desarro-
llado de manera individual para cada hidrocarburo.

Un comportamiento similar fue reportado por Kafilzadeh et al. [36,
37] con porcentajes de recuperacién para 16 hidrocarburos entre el
91y el 96%. Caso contrario ocurrié con la medicién de la mezcla de
los cuatro hidrocarburos en agua porque los porcentajes de recu-
peracién variaron considerablemente entre el 52 y el 146%, siendo
el mas alto para el ANT y el mas bajo para el PHE (tabla 3). Esta
variacién en los valores de recuperacion se puede explicar debido
al comportamiento fluorescente observado para la mezcla de los
cuatro hidrocarburos (figura 2), alli se genera posiblemente una
interferencia de uno o mas hidrocarburos al momento de realizar
la deteccidon de la emisidn de cada hidrocarburo, esto ocasiona que
haya valores de recuperacién por encima del 100%, como se observa
para el caso del PYRy el ANT.

Santa et al. [38] reportaron valores similares de extraccién para hi-
drocarburos totales y volatiles usando extraccion liquido-liquido, e
indican que esto puede ocurrir por una volatilizacién de los analitos
durante la etapa de evaporacién previa a la determinacién cromato-
grafica. Asi mismo, destacan que el solvente diclorometano generd
un solapamiento de sefiales y compuestos volatiles. En este senti-
do, se podria generar una coelucién para la determinacion fluoro-
métrica de los compuestos.

Tabla 3. Concentracion y porcentaje de recuperacion de hidrocarburos en muestras
dopadas de aguas y sedimentos con hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP).

Agua individual Sedimento individual
Hidrocarburo .. | Porcentaje de .. | Porcentaje de
patrén Concentracién ., | Concentracién .2
(ppm) recuperacion (ppm) recuperacion
(%) (%)
Antraceno |0,048 + 0,002 97 0,024 + 0,003 24
Fluoranteno {0,051 + 0,009 101 0,005 + 0,001 10
Fenantreno |0,043 £+ 0,003 86 0,008 £+ 0,004 17
Pireno 0,048 + 0,009 96 0,012 + 0,005 25
Agua con mezcla de cuatro Sedimento con mezcla de
hidrocarburos cuatro hidrocarburos
.. | Porcentaje de .. | Porcentaje de
Concentracion .. | Concentracién .,
(ppm) recuperacion (ppm) recuperacion
(%) (%)
Antraceno [0,073 4 0,003 146 0,003 + 0,003 8
Fluoranteno | 0,046 + 0,007 92 0,006 + 0,002 13
Fenantreno |0,025 + 0,003 52 0,011 + 0,004 24
Pireno 0,071 £+ 0,009 142 0,018 + 0,006 36

Con respecto a la determinacién en muestras de sedimentos, la va-
riacion de los porcentajes de recuperacion fue menor que en el agua.
La medicion individual de los cuatro hidrocarburos varié entre el 10
y 25%, siendo mayor para PYR y menor para FLU; mientras que la
medicién de la mezcla de los cuatro hidrocarburos varié entre el 8
y 36%, siendo mayor para PYR y menor para ANT. A partir de estos
datos es posible inferir alguna de estas dos hipétesis:
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1. La técnica de extraccién Soxhlet con base en el tiempo y solven-
te usados no fueron adecuados para extraer y recuperar la mues-
tra dopada (spike) de hidrocarburos, aunque existen reportes de la
idoneidad de este método para la extraccién de hidrocarburos en
muestras sélidas en comparacién con otras técnicas como bafios de
ultrasonido [39]. Asi mismo, Castro-Guijarro et al. [40] reportan la
importancia de utilizar un método de extraccién mini Soxhlet acele-
rado que reduce el consumo de volumen de solvente y el tiempo de
ejecucién en un 90%. Esto indica una efectividad del método y una
optimizacién de este. Por otro lado, si bien el método de ultrasonido
es efectivo para la extraccién de HAP en sedimentos, y es amigable
con el medio ambiente debido a que el uso de solventes es menor
0 a que se puede sustituir un disolvente organico por otro tipo de
sustancia como las micelas, los bafios o las sondas de ultrasonido
no son frecuentemente encontrados en los laboratorios [41].

2. La muestra dopada (spike) no se adhirié en su totalidad al sedi-
mento, a pesar de contar con referencias que avalaban la prevalen-
cia de adherencia a particulas de menor tamaiio [26, 27]. La eva-
poracion de los compuestos con el solvente (metanol) puede ser
la causa; sin embargo, se debe considerar que la presién de vapor
de los compuestos evaluados varia entre 1,75 X 10y 2,5 X 10
mm Hg [42], mientras que la del metanol es de 127 mm Hg [43],
considerablemente mucho mds alta que la de los hidrocarburos.

Conclusiones

La fluorescencia se ha constituido como una herramienta funda-
mental para la quimica analitica, y en este estudio fue posible rea-
lizar la deteccién de HAP de manera individual con ANT, PYR, FLU
y PHE, tanto como compuestos puros como en su adicién en mues-
tras de agua. Los coeficientes de determinacién para cada hidrocar-
buro fueron mayores a 0,99, esto da cuenta de una linealidad entre
la intensidad de fluorescencia y el incremento de la concentracion.
Entre las mdltiples funciones del espectrofluorémetro Cytation 3,
no se destaca su uso en este tipo de determinaciones, por lo tanto,
es un valor agregado poder identificar que la sefal fluorescente de
los compuestos evaluados es facilmente detectada por el equipo en
concentraciones mayores o iguales a 19 ppb, este valor es cercano
a los detectados por medio de cromatografia, técnica estandarizada
a nivel mundial que implica un mayor niimero de retos técnicos y
econdémicos, a diferencia de la fluorescencia.

A pesar de que individualmente la calidad espectral de los diferen-
tes HAP evaluados cuenta con una buena resolucién y son diferen-
ciables, a nivel de mezcla se complejiza su identificacién, princi-
palmente por la aditividad de sefales. En trabajos posteriores serd
conveniente evaluar un niimero de mediciones tanto en emision
como en excitacion con el fin de integrar técnicas estadisticas como
factores paralelos (PARAFAC).

Con respecto a la determinacién en sedimentos, la solucién en me-
tanol-hidrocarburos no permitié asegurar la completa adhesion del
hidrocarburo a las particulas, por lo que, en futuros ensayos, sera
conveniente el uso de otros solventes con un coeficiente de parti-
cion (KOW) mas alto. En resumen, el equipo Cytation 3 tiene un uso
potencial para la deteccion de hidrocarburos y se plantea continuar
utilizando este equipo para evaluar un mayor nimero de hidrocar-
buros, asi como muestras de agua o sedimentos contaminadas por
HAP, todo con el objetivo de confirmar su aplicacién en el monito-
reo ambiental.
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