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Resumen

La cromatografia liquida de alta resolucién tiene la capacidad de separar, identificar y cuantificar los compuestos
que estan presentes en cualquier muestra. El objetivo de este estudio fue validar un método cromatografico que
permita definir si es confiable y reproducible segtn los requerimientos establecidos en la norma ISO 17025:2017,
llegando a un nivel més bajo de acuerdo a la normativa ambiental. La validacién se realizé en la ciudad de Guayaquil,
Ecuador, a partir de 15 muestras en total (agua natural, potable, residual doméstica e industrial), con la técnica de
extraccion en fase sélida (SPE) en modalidad de cartuchos Oasis ®HLB. Para la preparacion de las muestras se realizd
el acondicionamiento del cartucho OASIS agregando 5 ml de diclorometano grado HPLC, enjuage con 5 ml de me-
tanol grado HPLC y luego 5 ml de agua tipo |, carga de 500 ml de muestra a 15 ml/min, lavado con 5 ml agua tipo
I, elucién con 8 ml de diclorometano (5 ml enjuagar la botella y 3 ml en el cartucho), evaporacién a sequedad para
reconstituir con 2 ml de ACN, en un vial de 2 ml. La inyeccién del extracto se realizé en el HPLC, siendo los resultados
integrados automdticamente por el software. Los parametros estadisticos que se generaron como resultado fueron
repetibilidad, precision intermedia, incertidumbre, veracidad, limite de deteccién y cuantificacién. Concluyendo
que el desarrollo del método analitico permite identificar 15 HAP’s con buena resolucién y simetria.

Palabras Clave: agua; cromatografia; cromatografia liquida de alta resolucién; hidrocarburos arométicos po-
liciclicos; HAPs; HPLC; incertidumbre; validacion.

Validation of an analytical method that determines polycyclic aromatic
hydrocarbons in water by high performance liquid chromatography

Abstract

High performance liquid chromatography has the ability to separate, identify and quantify the compounds that
are present in any sample. The objective of this study was the validation of a chromatographic method that allows
to define if it is reliable and reproducible according to the requirements established in ISO 17025:2017, reaching a
lower level according to environmental regulations. The validation was carried out in the city of Guayaquil, Ecuador,
taking 15 samples in total (natural, potable, domestic and industrial residual water), with the solid phase extraction
technique (SPE) in the form of Oasis ®HLB cartridges. For the preparation of the samples, the OASIS cartridge was
conditioned by adding 5 ml of HPLC grade dichloromethane, rinsed with 5 ml of HPLC grade methanol and then 5
ml of type | water, 500 ml of sample was charged at 15 ml / min, washed with 5 ml water type |, eluted with 8 ml
of dichloromethane (5 ml rinse the bottle and 3 ml in the cartridge), evaporate to dryness to reconstitute with 2 ml
of ACN, place in a 2 ml vial. The injection of the extract was performed in the HPLC, being the results automatically
integrated by the software. The statistical parameters that were generated as a result are repeatability, interme-
diate accuracy, uncertainty, veracity, limit of detection and quantification. Concluding that the development of the
analytical method allows us to identify 15 PAHs with good resolution and symmetry.

Keywords: water; chromatography; high performance liquid chromatography; polycyclic aromatic hydrocar-
bons; PAHs; HPLC; uncertainty; validation.
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INTRODUCCION

Los hidrocarburos aromdticos policiclicos
(HAP’s) se originan del procesamiento o
combustion del petrdleo; y son mas de
100 analitos, siendo 16 los mas estudiados
(Figura 1) por ser altamente cancerigenos
en concentraciones bajas (1), a pesar de
ser insolubles en el agua es necesaria su
determinacidon en aguas potables, naturales
y residuales (2).

Los HAP’s son compuestos orgdnicos que
contienen hidrégeno y carbén, los cuales
forman anillos aromaticos, y se encuentran
comunmente en agua, aire y suelo (3). Son
considerados  contaminantes  organicos
persistentes, hidrofébicos, altamente
estables en el ambiente, se encuentran
presentes a bajas concentraciones (ug/L)
y su principal riesgo es su capacidad de
bioacumulacion y biomagnificacién. Son
peligrosos debido a su presencia, toxicidad,
destino y transporte en sistemas acudticos

(4).
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Figura 1. Férmula Quimica de los 16 HAP’s

Cromatografia liquida de alta resolucidn
(HPLC por sus siglas en inglés) es una técnica
que permite separar mezclas complejas.
La separacién ocurre en una columna que
tiene un relleno poroso (fase estacionaria)
y la mezcla disuelta en un solvente (fase
movil) pasa a través de la columna. Los
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componentes (analitos) por su afinidad con
el relleno de la columna salen en diferentes
tiempos los cuales son registrados por un
detector, esta informacidn se ve reflejada en
un Cromatograma. HPLC tiene la capacidad
de separar, identificar y cuantificar los
compuestos que estan presentes en cualquier
muestra sea esta de origen farmacéutico,
alimenticio, cosmético, forense, ambiental,
es por tener estas caracteristicas que se
utiliza para determinar concentraciones
bajas a nivel de trazas de compuestos como
son los HAP’s.

Uno de los principales problemas que
enfrenta la sociedad moderna es el deterioro
y creciente nivel de contaminacién de los
recursos naturales; los ecosistemas se ven
alterados por una gran cantidad de sustancias
guimicas toéxicas generadas por diversas
actividades industriales, de servicios,
domésticas, urbanas y agricolas (5). El agua
es sin dudas uno de los recursos naturales
mas valiosos del planeta, sin embargo, su
calidad estd cada vez mds deteriorada y
escasa debido al incremento de la poblacidn,
el desarrollo y la industrializacion. Durante
los Ultimos afos se ha reportado un
incremento de contaminantes organicos
persistentes en el agua, muchos de los cuales
son considerados potencialmente todxicos
para el ambiente y la salud humana, como es
el caso de los HAP’s (6).

Los contaminantes organicos persistentes en
el agua como los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP), representan un riesgo
potencial para el ambiente y la salud (7),
de alli que su correcta identificacion es
indispensable(8).Elaguaesunrecursonatural
no renovable que debe ser preservado y para
determinar su calidad es necesario analizar
varios parametros que estan estipulados
en la ley de gestion ambiental entre ellos
los hidrocarburos aromaticos policiclicos
(9). Vvalidar un método analitico permite
obtener valores de incertidumbre cercanos
al valor verdadero en la cuantificacién de los
parametros de estudio, pues toman en cuenta

el



las desviaciones que pueden existir en el
momento del ensayo sean estos ocasionados
por los equipos, el personal o la aplicacién
del método. (10).

La norma ISO 17025:2005 “Requisitos
generales para la competencia de los
laboratorios de calibracion y ensayos” indica
gue los métodos deben ser validados para
confirmar que son adecuados para el fin
previsto. Siendo este un requerimiento de
norma, nos encontramos dos investigaciones
gue validan un método normalizado, pero lo
limitan a un solo tipo de agua: un método
analitico para detectar hidrocarburos
aromaticos policiclicos en agua potable EPA
550 en la ciudad de México con un equipo
HPLC acoplado a un espectrometro de
masas (11), y la estandarizacidon, validacién
y evaluacion de la concentracion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos en
aguas del rio Cuyabeno en un equipo HPLC
con detector UV-VIS y fluorescencia con el
método EPA 550.1 (9)

La validacién de un método, en este caso
cromatografico, permitird definir si es
confiable y reproducible ademds segin los
requerimientos establecidos en la norma
ISO 17025:2017 (12) y llegar a un nivel mas
bajo de la normativa ambiental. Por lo que se
establecié como objetivo validar el método
normalizado EPA 550.1 que determina
hidrocarburos aromaticos policiclicos en
agua bajo la norma ISO 17025.

METODOLOGIA

La extraccion de los HAP’s se realizé mediante
la técnica de extraccidon en fase sdlida (SPE
por sus siglas en inglés) en modalidad de
cartuchos Oasis ®HLB. La elucidon se hizo
con diclorometano y la concentracién con
un rotaevaporador lo que permite llegar a
niveles mds bajos de deteccién.

de estdndares certificados la cual sirve para
prepararlassolucionesdecurvadecalibracion
y fortificar muestras de agua potable, natural
y residual. Se empled un cromatdgrafo de

B
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HPLC 3000 THERMO con automuestreador,
horno de columnay detector de fluorescencia
(13). Las condiciones del equipo se presentan
en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de equipo HPLC

Se prepara solucion stock de 16 HAP’s a partir

Vargas et al. Validacién de un método analitico que determina HAP’s en agua.

E;t'izztégraf" Ultimate 3000 THERMO
Detector Fluorescencia THERMO
Tiempo Excitacidn Emision
(nm) (nm)
0 255 315
277 330
8.5 247 364
10 244 400
12 237 460
12.8 237 385
16 277 376
20 255 420
24.2 300 415
27 250 495
Columna Hype[sil Green ?AH en mm 150*4.6
tamafo de particula 5 um
Fase movil Agua (A) -. Acetonitrilo (B)
Tiempo Flujo %A  %B
0 2 ml/min 50 50
5 2 ml/min 50 50
30 2 ml/min 1 99
31 2ml/min 50 50
Duracion de la 31 minutos

corrida

El desarrollo de la validacién se realizd en la
ciudad de Guayaquil, Ecuador, para lo cual
se tomaron 15 muestras de agua en total,
divididas en 5 por cada tipo de matriz: origen
natural del rio Daule, agua potable de la
zona norte, agua residual doméstica (planta
de tratamiento) y agua residual industrial
(efluente de gasolinera), las mismas que
fueron fortificadas para surespectivo andlisis.
Para la preparacion de las muestras se
realizd el acondicionamiento del cartucho




OASIS agregando 5 ml de diclorometano
grado HPLC, enjuage con 5 ml de metanol
grado HPLC y luego 5 ml de agua tipo |, carga
de 500 ml de muestra a 15 ml/min, lavado
con 5 ml agua tipo |, elucion con 8 ml de
diclorometano (5 ml enjuague de la botella 'y
3 ml en el cartucho). Se evapora a sequedad
para reconstituir con 2 ml de ACN y se coloca
en un vial de 2 ml. La inyeccidon del extracto
se realizé en el HPLC, los resultados son
integrados automaticamente por el software
Chromeleon.

La curva de calibracién se establecié desde
un material de referencia certificado que
contiene los 16 HAP’s, que permite el calculo
de los limites de deteccidon y cuantificacion
en las muestras, precision y veracidad del
método.

Las interferencias del método pueden ser los
contaminantes en los solventes, material de
vidrio los cuales pueden elevar la linea base
en el cromatograma. Se debe demostrar que
no hay interferencias mediante la corrida de
un blanco por cada lote de muestras corridas.
La parte fundamental en la validacion de
un método que determine los HAP’s es que
deben de contar con un rango de trabajo
gue este dentro de los limites maximos
permisibles que la ley estipula.

Los datos obtenidos en el software
Chromeleon se evaluaron estadisticamente
mediante Analisis de Varianza (ANOVA),
una técnica estadistica usada para separar
y calcular la variacion debido a los errores
aleatorios de la mediciéon de la variacién
causada por cualquier otro factor que
podria introducir cambios en la medida de
la concentracion de las muestras. Con los
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valores obtenidos de la precisién y el error
sistemdtico se calculé la incertidumbre de la
medicién. Se elabord un programa en Excel
para calcular los parametros estadisticos de
interés y la posicion determinada por los
errores aleatorios.

RESULTADOS

De los 16 HAP’s en estudio quedé establecida
la validacién del método para 15 HAP’s que
son los analitos que se pueden detectar y
cuantificar en el detector de fluorescencia a
excepcion del Acenaftileno que solo se puede
detectar por el detector UV-Vis.

Se obtuvieron cromatogramas con la
separacion de los 15 HAP’s en estudio tanto
en las matrices fortificadas de agua natural,
residual y potable como en los estandares
(ver Tabla 2). Los parametros estadisticos
que se generaron como resultado fueron:
repetibilidad, precision intermedia,
incertidumbre, veracidad, limite de deteccidn
y cuantificacion. No se identificaron valores
menores a 0,002 mg/l, por lo tanto, el
limite de deteccidn (LD) es igual al limite de
cuantificacion (LC) 0,002 mg/I.

Se fijaron objetivos de validacion en
repetibilidad < 25 % y de precisién intermedia
< 30% obteniéndose 5,59 % como el mas alto
y de 2,80% como el mas bajo. En precision
intermedia el masalto 6,58% vy de 3,96% como
el mas bajo. Siendo estos datos menores
qgue los datos obtenidos por los referentes
empiricos. Los resultados se obtuvieron en
base al cdlculo del analisis de varianza que
se realizd con las tres repeticiones durante
cinco dias.

el
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Tabla 2. Coeficientes de variacion de Repetitividad y Precision intermedia

Precision

Analitos Concemngt/r:\cién Rep;ﬁ(lza\illidad intermedia Incert;illjlmbre w F:Ieecf;:ir:gién
% CVR
Naftaleno 0,008 a 0,080 5,25 5,59 35,62 101,66
Acenafteno 0,002 a 0,080 5,59 6,58 46,01 104,98
Fluoreno 0,002 a 0,080 4,41 5,19 34,21 101,95
Fenantreno 0,002 a 0,080 3,04 4,08 26,92 98,41
Antraceno 0,002 a 0,080 5,59 6,58 46,01 104,98
Fluoranteno 0,002 a 0,080 2,80 3,96 34,75 102,17
Pireno 0,002 a 0,080 4,44 5,34 37,73 101,42
Benzo (a) Antreceno 0,002 a 0,080 4,41 5,19 34,21 101,95
Criseno 0,002 a 0,080 4,44 5,34 37,73 101,42
Benzo (b) Fluoranteno 0,002 a 0,080 3,61 4,81 32,35 102,80
Benzo (k) Fluoranteno 0,002 a 0,080 5,59 6,58 46,01 104,98
Benzo (a) Pireno 0,002 a 0,080 4,44 5,34 37,73 101,42
Dibenzo (a,h) Antraceno 0,002 a 0,080 5,34 6,48 32,05 102,29
Benzo (g,h,i) Perileno 0,002 a 0,080 3,04 4,08 26,92 98,41
Indeno (1,2,3-cd) Pireno 0,002 a 0,080 5,59 6,58 46,01 104,98
El intervalo de trabajo fue de 0,002 mg/l a cumple con el objetivo de validaciéon

0,08 mg/l, excepto para el Naftaleno que fue
de 0,008 mg/l a 0,08 mg/l. Se obtuvieron
los valores de incertidumbre para los 15
HAP’s correspondiente al 95% de confianza
presentando valores menores al 35% para
el Fluoreno 34,21%, Fenantreno 26,92%,
Fluoranteno 34,75%, Benzo (a) Antraceno
34,21%, Benzo (b) fluoranteno 32,35%,
Dibenzo (a,h) antraceno 32,05%, Benzo
(g,h,i) perileno 26,92%; y valores entre 35%-
46,01% para el Naftaleno 35,62%, Criseno,
Pireno y Benzo (a) pireno 37,73%, y para el
Acenafteno, Antraceno e Indeno (1,2,3-cd)
Pireno 46,01%.

Los valores obtenidos del porcentaje de
recuperacion fueron de 98,41 para el
Fenantreno y Benzo (g,h,i) Perileno, de
101,42 - 101,95 para el Naftaleno, Pireno,
Criseno, Benzo (a) Pireno, Fluoreno y Benzo
(a) Antreceno, de 102,17 - 102,80 para
Fluoranteno, Benzo (b) fluoranteno y Dibenzo
(a,h) Antraceno, y de 104,98 para Acenafteno,
Antraceno, Benzo (k) Fluoranteno e Indeno
(1,2,3-cd) Pireno; demostrando que el
porcentaje de recuperaciéon de cada analito
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propuesto ya que todos los valores se
encuentran dentro del rango de 70 - 120%.

CONCLUSIONES

Se realizé un estudio de validacién para
la determinacién cuantitativa de los
hidrocarguros aromaticos policlinicos en
agua mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento con la técnica de extraccién
en fase sdélida (SPE) en modalidad de
cartuchos Oasis ®HLB. Se desarrollaron
los procedimientos estadisticos de los

parametros de validacién: repetibilidad,
precision intermedia, incertidumbre,
veracidad, [imite de deteccidn y

cuantificaciéon; evaluando cada uno de estos
con los respectivos criterios de aceptacion en
funcion del objetivo planteado.

El desarrollo de un método analitico
instrumental en el equipo HPLC permitio
identificar 15 HAP’s con buena resoluciéon y
simetria. Paraladeterminaciondelaexactitud
se calculd el porcentaje de recuperaciéon de
cada uno de los hidrocarburoa aromaticos
policiclicos, encontrando que el porcentaje




de recuperacién de los 15 HAP’s esta entre
98,41 y 104,98%, ninguno menor que
70% ni mayor a 120% en cada una de las
concentraciones, lo cual indica exactitud del
método. Se obtuvieron los porcentajes de los
coeficientes de variacién de la repetibilidad y
de la precisidon intermedia de cada uno de los
analitos para determinar si existen similitud
entre los datos en condiciones constantes o
variadas, cumpliendo los resultados con lo
estipulado.

La definicion del protocolo de validacion
permite tener las pautas para realizar el
numero de repeticiones, las cuales generan
los datos para realizar el analisis estadistico.
La metodologia es amigable con el ambiente
debido a que no emana vapores y los
residuos liquidos que genera son colectados
y eliminados a través de un gestor ambiental,
es facil de aprender y adaptar. Después del
desarrollo de la investigacion y el analisis
estadistico de los resultados se declara el
método analitico cromatografico validado,
con su respectivo rango de aplicacion de
acuerdo con lo estipulado en la legislacion
vigente.
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