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1. RESUMEN

En este estudio se ha llevado a cabo la determinacioén de 15 contaminantes en aguas
residuales. Estos contaminantes son los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs),
que son considerados sustancias prioritarias. Para ello se usd la técnica de
microextraccion en fase sélida de espacio cabeza (HS-SPME) junto a la cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion (GC-HRMS) usando
un analizador Orbitrap. Tras la optimizacion de la metodologia, se llevo a cabo el
estudio de los diferentes parametros de validacion (linealidad, veracidad, precision y
limite de cuantificacion). La metodologia propuesta permite, de forma completamente
automatizada, llevar a cabo el analisis de PAHs en aguas residuales sin ningtn tipo de
tratamiento previo. Los resultados de la validacion fueron satisfactorios, ya que todos
los parametros se encontraban dentro de los limites establecidos por la guia SANTE.
Los bajos limites de cuantificacién (1 y 5 ng/L) ponen de manifiesto la elevada
sensibilidad de la metodologia desarrollada. Finalmente, ésta se aplic a 26 muestras
reales de aguas residuales (influentes y efluentes), encontrando naftaleno en 16 de
ellas, fenantreno en 7 y acenafteno en 1. En conclusion, la metodologia utilizada ha
demostrado ser eficaz para el analisis de PAHs en aguas residuales.

Palabras clave: PAHs, HS-SPME, GC-HRMS, Orbitrap

2. ABSTRACT

In this study the determination of 15 pollutants in wastewater samples was
addressed. These pollutants are polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), which are
considered as priority substances. For it, headspace solid phase microextraction (HS-
SPME) was used in combination with gas chromatography coupled to high resolution
mass spectrometry (GC-HRMS) by using an Orbitrap analyzer. After the methodology
was optimized, different validation parameters were studied (linearity, trueness,
precision and limit of quantification).The proposed methodology allows for the fully
automated determination of PAHs in wastewaters without previous treatment. The
validation results were satisfactory since all the evaluated parameters were considered
adequate according to SANTE guide requirements. The low quantification limits (1 y
5 ng/L) highlight the high sensitivity of the developed methodology. Finally, it was
applied to 26 wastewaters, finding naphthalene in 16, phenanthrene in 7 and
acenaphthene in 1 of the analyzed samples. In conclusion, the methodology used has
proven to be effective for analyzing PAHs in wastewaters.

Keywords: PAHs, HS-SPME, GC-HRMS, Orbitrap
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3. INTRODUCCION

A lo largo de los afios, la preocupacion por el medio ambiente y la preservacion del
mismo ha ido en aumento. Hemos ido tomando conciencia de lo importante que es
cuidar nuestro planeta, pues es nuestro futuro’.

Uno de los recursos mas importante del que disponemos es el agua, pero esta no
esta al alcance de todo el mundo en unas condiciones favorables. Recientes estudios
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) afirman que 3 de cada 10 personas no
tiene a su alcance agua potable’. Por ello es muy importante hacer un uso responsable
de ella, ademas de reciclarla para poder utilizarla con otros fines en los que no son
necesarias aguas de una alta calidad. Existen numerosas ventajas del reciclado de
aguas residuales:

* El reciclaje de agua favorece al medio ambiente, pues a la larga evita que se
elimine agua de habitats naturales como son embalses, rios, lagos y pantanos, lo
que permite conservar la diversidad bioldgica que habita en ellos.

* La reutilizacion de las aguas residuales, permite una minimizacion del uso del
agua potable lo que permite que futuras generaciones puedan también hacer uso
de este recurso.

Por todo ello, en la actualidad, la reutilizacion de aguas residuales esta cada vez
mas en tendencia, para asi hacer un mayor aprovechamiento de los recursos hidricos
del planeta. Esta técnica es utilizada ya en la mayoria de paises desarrollados.

En 1958, el Consejo Econdmico y Social de las Naciones Unidas, defendio la
utilizacioén de los recursos hidricos de mayor calidad en casos donde realmente esta
sea necesaria. De esta manera, se usarian las aguas residuales para fines que toleren
una calidad menor. Las aguas residuales son tratadas en plantas especificas donde se
lleva a cabo su transformacion para su posterior reutilizacion.

Aunque los usos de estas aguas son muy diversos, predomina la utilizacion para
todo tipo de riegos y para la recarga artificial de acuiferos. Entre los usos mas comunes
se encuentran el riego agricola (cultivos, invernaderos, cosechas), el riego publico
(parques, jardines, cementerios), la recarga artificial de acuiferos, el uso industrial
(refrigeracion) y el uso urbano (aires acondicionados, limpieza de coches, apagado de
incendios). Aunque siempre existen ciertas limitaciones, pues si no se lleva a cabo un
buen tratamiento de las aguas, puede causar efectos negativos sobre los cultivos o
sobre la salud.

La utilizacion de aguas recicladas para riego muchas veces no requiere un nivel de
calidad tan alto, por lo que el nivel de depuracion puede ser mas bajo. Esto permite un
ahorro en fertilizantes ya que estas aguas proporcionan un aporte continuo de
nutrientes a los cultivos, ademas de ser mas econdmicas.

Para la recarga de acuiferos, aun no se ha determinado cual es el nivel 6ptimo de
calidad para estas aguas, si se debe tratar hasta el punto que al adicionarla no afecte a
los usos del agua subterrdnea o si debe tratarse hasta que la calidad sea 6ptima para el
consumo humano.

En todos los casos, la ley prohibe la reutilizacion de aguas residuales para el
consumo humano.

En julio de 2007 se aprob¢ el Real Decreto 1620/2007 donde se nombra a las aguas
residuales reutilizadas como aguas regeneradas, y se establecen unos criterios minimos
de calidad que son de obligado cumplimiento dependiendo del posterior uso que se le
vaya a dar al agua’.
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Actualmente, el uso de aguas regeneradas estd prohibido para el consumo humano,
la industria alimentaria, el uso hospitalario, el agua de bafo, las torres de refrigeracion
y condensadores evaporativos, ademas de cualquier otro uso que pueda afectar a la
salud publica o al medio ambiente.

3.1. NORMATIVAS SOBRE AGUAS RESIDUALES

Para poder hacer uso de las aguas residuales es necesario tratarlas y depurarlas, ya
que las aguas no tratadas pueden tener contaminantes como bacterias y virus, lo que
representaria un riesgo para la salud publica. Ademads, contienen otros compuestos
como nitrogeno y fosforo, que favorecen el crecimiento de las algas y estas a su vez,
si se encuentran en exceso, pueden provocar la asfixia de las otras formas de vida.

El121 de mayo de 1991 se publico la Directiva 91/271/CE, donde se establecia como
obligatoria la depuracion de aguas residuales urbanas. A partir del afio 2005, todas las
poblaciones mayores de 2.000 habitantes debian contar con una planta de reciclaje de
aguas acorde con el volumen de vertido producido por ellos’.

Como ya hemos mencionado antes, uno de los principales usos de las aguas
residuales tratadas es el riego agricola, por lo que las industrias agroalimentarias
necesitan establecer unos requisitos minimos de calidad de las aguas.

La industria agroalimentaria consume alrededor de un 70% del agua dulce del
planeta en la produccion de materias primas, el procesado de alimentos y los procesos
de limpieza. Por ello, actualmente, es primordial el uso de aguas recicladas ya que cada
vez es mayor la escasez del agua dulce del planeta.

Aunque esta practica esta extendida por muchos paises de la Unién Europea, no
existia una normativa comun dentro del marco europeo para la gestion de las aguas
residuales. Los diferentes paises han marcado sus limites y directrices, pero existen
grandes divergencias en los usos, los parametros y los valores maximos permitidos. A
la larga, esto supone un impedimento para la comercializacion de productos agricolas,
pues cada pais tiene establecidos sus niveles, y lo que es suficiente para unos para otros
no lo es.

Para normalizar estos criterios, la UE solicito al centro Joint Research Centre (JRC)
una propuesta de requisitos minimos de calidad y seguridad para las aguas residuales
tratadas, quien publicod un informe donde establecia valores limite de pardmetros
microbiologicos y fisicoquimicos.

En 2002, se aprobé la Ley 5/2002°, sobre vertidos de aguas residuales industriales
a los sistemas publicos de saneamiento donde se establecen valores maximos para
diferentes parametros, como se puede ver en la Tabla 1.
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Tabla 1. Valores méximos permitidos en el vertido de aguas residuales industriales a
sistemas publicos

Parametro Valor maximo
pH 6-9
Solidos en suspension 1000 mg/L

Materia sedimentable 10 mL/L

DBOs 1000 mg/L
DQO 1600 mg/L
Aceites y grasas 100 mg/L
Sulfuro 2 mg/L

3.2. SISTEMAS DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES

Debido a la fuerte demanda a nivel europeo, han ido surgiendo multitud de plantas
de tratamiento de aguas residuales, que reciben el nombre de EDAR (estacion de
depuracion de aguas residuales).

Se considera aguas residuales a aquellas aguas usadas que provienen de viviendas,
servicios industriales, sanitarios o agricolas, las cuales son retiradas por medio publico
o privado a los distintos medios receptores. El principal objetivo de la depuracién es
reducir los contaminantes para transformar el agua residual en un agua de calidad.

Cuando el agua llega a la EDAR, pasa por diferentes etapas, en las que se van
realizando distintos tipos de tratamientos, tal y como puede observarse en la Figura 1.
Estos tratamientos son:

* Tratamiento preliminar: En este tratamiento se regula y mide el caudal de agua
que entra en la planta. También se procede a remover los posibles solidos de
gran tamafio, las grasas y las arenas. A través de un proceso de filtracion, se
eliminan estos componentes. A veces también se produce un aireado, para de
esta forma eliminar algunos componentes volatiles y oxigenar el agua.

* Tratamiento primario: El objetivo de este tratamiento es eliminar el resto de
solido en suspension, lo que se lleva a cabo por un proceso de sedimentacion por
gravedad o bien por medio de sustancias quimicas, tales como aluminio,
polielectrolitos floculantes o sales de hierro. Todo el proceso se lleva a cabo
mediante maquinaria hidraulica.

* Tratamiento secundario: La finalidad de este tratamiento es la eliminacion de
la materia orgéanica que se presenta en forma de coloides y en disolucion, todo
ello por un proceso de oxidacion. Este tratamiento ademads se divide en procesos
aerdbicos, anaerdbicos y fisicoquimicos.
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* Tratamiento terciario: En éste se alcanza el nivel de calidad requerido para el
agua, ya que se trata de la etapa final, en la que se procede a la eliminacion de
agentes patdgenos y nutrientes.

o TRATAMIENTQ
- TERCIARWO
oxlgenacida ¢
LODOS ACTIVADOS

eflventes

#—— HACIA DESICACION DE LODOS

e\

TRATAMIENTO DE LODOS

Figura 1. Esquema del proceso de tratamiento de aguas residuales’

3.2.1. Tratamiento primario de aguas residuales

El primer tratamiento que se lleva a cabo es mediante métodos fisico-quimicos,
aplicados con el fin de reducir la contaminacion, pero sobre todo para eliminar el
mayor nimero posible de particulas en suspension que pueda contener el agua. Estas
particulas pueden ser particulas flotantes que se encuentran en la superficie o particulas
sedimentables, que se depositan al fondo del tanque. Por ello se utilizan tanto sistemas
de filtros, que se emplean para extraer los solidos gruesos, como sistemas de flotacion,
que se utilizan para eliminar compuestos por aire o gas disuelto. Los métodos maés
utilizados de tratamiento primario son:

* Sedimentacion: Se lleva a cabo en unos tanques llamados decantadores. Con
esta técnica se puede eliminar hasta un 40% de los s6lidos que contiene el agua
residual y se basa en la caida de las particulas al fondo por acciéon de la gravedad.

* Flotacion: Se lleva a cabo en tanques llamados flotadores y se basa en la baja
densidad de algunos compuestos del agua como las grasas, los aceites y las
espumas, que se encuentran formando una capa en la superficie del agua. Para
eliminar otras particulas que también son de baja densidad pero que no se
encuentran en esta capa, se inyectan burbujas de aire que hacen que estas otras
particulas asciendan. Con esta técnica se logra eliminar hasta un 75% de las
particulas suspendidas.

* Neutralizacion: Se basa en normalizar el pH del agua, es decir, afiadir sustancias
acidas o alcalinas para lograr un pH comprendido entre 6 y 8.5°.
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Tanque Imhoff: Consiste en dos cadmaras, una de sedimentacion y una de
digestion. Después del tratamiento preliminar, el agua entra en la cdmara de
sedimentacion donde se depositan los solidos que caen por una ranura a la
camara de digestion, donde se producen reacciones anaerdbicas. El agua pasa a
otra etapa del tratamiento. Este tanque es utilizado para el tratamiento primario’.

Macrofitas flotantes: Consiste en una estructura flotante de macrofitas. Esto
crea una red de raices que se entrelazan y forman un tapiz filtrante®.

3.2.2. Tratamiento secundario de aguas residuales

El segundo tratamiento se lleva a cabo por métodos biologicos, con el objetivo de
eliminar toda la materia orgénica no deseada que se encuentra en el agua residual. Este
trabajo lo llevan a cabo determinados microorganismos y bacterias, que transforman
la materia organica en biomasa celular, gases, energia y agua. Este tratamiento
consigue hasta un 90% de eficacia. Existen dos tipos de procesos en los tratamientos
secundarios:

Aerdbico: Son procesos realizados en presencia de oxigeno. En ellos se produce
la degradacion de la materia organica y, se forma CO, y agua. Mediante este
proceso se lleva a cabo la eliminacion del nitrogeno.

Anaerdbicos: Son procesos realizados en ausencia de oxigeno y entre los que
destaca la fermentacion donde la materia organica es degradada en energia, CO;
y metano.

Los procesos mas comunes de tratamiento secundario son:

Cultivo de microalgas: Es un tratamiento secundario del tipo aerdbico. Las
microalgas utilizadas son heterdtrofas, es decir se alimentan de materia organica
y no necesitan luz para crecer. De esta forma utilizan el carbono organico,
compuestos de nitrégeno y compuestos de fosforo presentes en el agua residual,
como fuente de carbono y energia, sin necesidad de aporte solar para la
realizacion de la fotosintesis. La biomasa creada es reutilizada luego como
combustibe’.

Filtros de lecho bacteriano: Es un tratamiento secundario en condiciones
aerébicas. El agua se hace pasar por un tanque con un relleno formado por
bacterias, las cuales van digiriendo la materia organica del agua residual. A
continuacion, el agua tratada pasa por una etapa final de decantacion, para
eliminar posibles trazas de relleno bacteriano que hayan podido ser arrastradas
por el agua'’.

Lagunas aireadas: Consiste en un reactor aerobio, que contiene aireadores
mecanicos que mantienen los organismos organicos en suspension para que asi
se produzca una degradacion organica mayor. El efluente que sale de este
tratamiento se utiliza mayormente para rellenar acuiferos''.

Aireacion prolongada: El agua a tratar se introduce en un reactor biologico,
donde hay una gran cantidad de bacterias en suspension, que producen la
degradacion biologica de los componentes gracias a unas turbinas. Es un proceso
aerobico'.

Humedal bioelectrogénico: El agua residual llega a un tanque de depuracion
sin ninguna fuente de energia, que esta formado por un lecho de bacterias y un
material electroconductor. Esto permite tratar alrededor de 25000 litros de agua
residual. Por ltimo, se procede a un tratamiento de electrodesinfeccion para
eliminar los patogenos'.
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* Sistema de biorreactor de membrana: Es la combinacion de dos tratamientos,
uno primario y uno secundario, pues consiste en una degradacion biologica y
una filtracion por membrana, que separa los soélidos en suspension y los
microorganismos encargados de la degradacion de la materia organica'®.

3.2.3. Tratamiento terciario de aguas residuales

Como ya se ha comentado anteriormente, la finalidad de este tratamiento es
eliminar la materia orgénica que no ha sido eliminada mediante los tratamientos
anteriores. Se lleva a cabo mediante procesos de naturaleza bioldgica o fisico-
quimicos, siendo estos ultimos los mas utilizados. El proceso més comun de
tratamiento terciario consta de una etapa inicial de coagulacion-floculacion y
finalmente una decantacion.

Otros procesos de tratamiento terciario son:

* Intercambio idnico: se utiliza un material llamado resinas de intercambio i6nico
que retiene selectivamente los iones que se encuentran disueltos en agua.

* Adsorcion: Consiste en la retencion de moléculas solubles en la superficie de un
solido.

* Microfiltracion y ultrafiltracion: se basan en el principio de separacion fisica.

* Electrodesinfeccion: Consiste en la utilizacion de é&nodos que producen
oxidantes como el cloro y el ozono.

* Humedales artificiales: Son sistemas donde se producen procesos de
eliminacion de contaminantes con el mismo procedimiento que se hace en
humedales naturales, es decir, haciendo pasar el agua por un sustrato filtrante,
donde quedan retenidos los constituyentes del agua residual'’.

Frecuentemente, estos tratamientos no son suficientes para eliminar todos los
contaminantes que se encuentran en las aguas residuales, y que es importante eliminar
pues puede ser altamente perjudiciales para la salud. Por ello, se realizan estudios para
medir el nivel de contaminantes que quedan después de los tratamientos realizados en
las EDAR.

3.3. HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons,
PAHs) son compuestos orgdnicos cuya principal caracteristica es que presentan dos o
mas anillos aromaticos condensados junto con otros anillos no aromaticos.

Estos compuestos normalmente se encuentran en estado solido. Dado que vamos a
estudiar su presencia en aguas residuales, un dato importante es la solubilidad que
tienen en agua. Esta solubilidad en agua es muy baja y disminuye con forme aumenta
el peso molecular, es decir, cuanto mas grande sea la molécula de PAHs, menos soluble
en agua es'®. Los valores de solubilidad para cada compuesto se pueden ver en las
Tablas 2 a 9. Sin embargo, si que son solubles en disolventes organicos, por lo que se
puede decir que son lipofilicos'”.

La formacién de estos compuestos se debe principalmente a la combustion
incompleta de la materia organica, por lo que su presencia en el medio acuatico puede
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deberse a fendmenos naturales como los incendios o las erupciones volcanicas, pero
, . . 18
en su mayoria son derivados de procesos realizados por el ser humano °.

Los PAHs suelen encontrarse disueltos en agua, lo que es poco frecuente dada su
baja solubilidad, o adsorbidos a particulas solidas orgédnicas e inorgénicas en
suspension'’, lo que es muy comun en aguas residuales. Estos compuestos son
bioacumulables y persistentes, llegando a ser mutagénicos y cancerigenos®’. Es muy
importante realizar estudios para su identificacion, pues pueden permanecer afios en el
medio ambiente, dafiando medios acuaticos y terrestres.

Su toxicidad varia en funcion del tamafio, la forma y los sustituyentes que pueda
presentar la molécula. Los PAHs que presentan menor peso molecular son absorbidos
en mayor medida por los humanos. Una vez absorbidos, se distribuyen por todos los
organos incluso atravesando la placenta en caso de mujeres embarazadas. A la hora de
metabolizarlos, éstos compuestos se pueden transformar en moléculas polares que
pueden eliminarse a través de e la orina o las heces, o bien pueden transformarse en
metabolitos muy reactivos, que se unen al ADN y pueden causar cancer y
mutaciones®'.

La agencia internacional para la investigacion del céncer, clasificd los PAHs en
cuatro grupos segun su toxicidad. Llamé grupo 1 a los que son cancerigenos para el
humano, grupo 2A a los que son probablemente cancerigenos para el humano, grupo
2B a los posiblemente cancerigenos para el ser humano y grupo 3 a los que no son
cancerigenos para el ser humano®”.

En este trabajo se han determinado 15 hidrocarburos aromaticos policiclicos cuyos
nombre, estructuras y propiedades fisico-quimicas se muestran en las Tablas 2 a 9.

Tabla 2. Propiedades fisico-quimicas de naftaleno y acenaftileno

Nombre comin Naftaleno Nombre comin Acenaftileno

Foérmula molecular CoHg Foéormula molecular C,,Hs

&

Masa molecular 128,18 Masa molecular 152.196

(g/mol) (g/mol)

Apariencia Solido Apariencia Cristales amarillos
blanco

Punto de fusion 80 °C Punto de fusion 91.8°C

Solubilidad en agua 30 Solubilidad en agua 303

(a 25°C) (mg/L) (a 25°C) (mg/L) '

Coeficiente de reparto 337 Coeficiente de reparto 407

octanol/agua (logPow) ' octanol/agua (logPow) '

Grupo de toxicidad”' 2B Grupo de toxicidad™' 3
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Tabla 3 Propiedades fisico-quimicas de acenafteno y fluoreno

Nombre comin Acenafteno Nombre comin Fluoreno

Foéormula molecular Formula molecular Ci3Hyo
C 1 ZH 10

S® o

Masa molecular

Masa molecular (g/mol) 154.2 (g/mol) 166.22
Apariencia Cristales blancos ~ Apariencia Polvo beige
Punto de fusion 95 °C Punto de fusion 112-116 °C
Solubilidad en agua (a 347 Solubilidad en agua 1.98

25°C) (mg/L) ) (a 25°C) (mg/L) )
Coeficiente de reparto 392 Coeficiente de reparto 418
octanol/agua (logPow) ' octanol/agua (logPow) '

Grupo de toxicidad”' 3 Grupo de toxicidad”' 3

Tabla 4. Propiedades fisico-quimicas de fenantreno y antraceno

Nombre comiin Fenantreno Nombre comiin Antraceno
Foérmula molecular Ci4sHjo Foéormula molecular Ci4sHyo

Masa molecular 17823 Masa molecular 17823
(g/mol) (g/mol)

Apariencia Polvo blanco Apariencia Polvo amarillo
Punto de fusion 101 °C Punto de fusion 215-218 °C
Solubilidad en agua 1.29 Solubilidad en agua 0.07

(a 25°C) (mg/L) ' (a 25°C) (mg/L) '

Coeficiente de reparto 445 Coeficiente de reparto 445
octanol/agua (logPow) ' octanol/agua (logPow) '

Grupo de toxicidad”' 3 Grupo de toxicidad”' 3
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Tabla 5. Propiedades fisico-quimicas de fluoranteno y pireno

Nombre comiin Fluoranteno Nombre comiin Pireno
Foérmula molecular Ci6Hio Foérmula molecular CisHio
Masa molecular 202.26 Masa molecular 202.26
(g/mol) (g/mol)
Apariencia Sélido incoloro Apariencia Sélido incoloro
Punto de fusion 111°C Punto de fusion 148-150 °C
Solubilidad en agua 026 Solubilidad en agua 0.14
(a 25°C) (mg/L) ’ (a 25°C) (mg/L) ’
Coeficiente de reparto Coeficiente de
octanol/agua (logPow) 4.90 reparto octanol/agua  4.88

g gFow (lOgP()w)
Grupo de toxicidad' 3 Grupo de toxicidad® 3

Tabla 6. Propiedades fisico-quimicas de benzo[a]antraceno y criseno

Nombre comin

Benzo[a]antraceno Nombre comin

Criseno

Formula molecular

C18H12

Formula molecular

C18H12

Masa molecular
(g/mol)

228.3

Masa molecular
(g/mol)

228.3

Apariencia Polvo fluorescente =~ Apariencia Cristales beige
Punto de fusion 162 °C Punto de fusion 254-256 °C
Solubilidad en agua Solubilidad en agua

(a 25°C) (mg/L) 0.0038 (a 25°C) (mg/L) 0.002
Coeficiente de Coeficiente de

reparto octanol/agua 5.61 reparto octanol/agua  5.56

(logPow) (logPow)

Grupo de toxicidad” 2B Grupo de toxicidad” 2B
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Tabla 7. Propiedades fisico-quimicas de benzo[b]fluoranteno y benzo[a]pireno

Nombre comin

Benzo|[b]fluoranteno

Nombre comin

Benzo[a]pireno

Formula molecular

CZOH 12

Formula molecular

CZOH 12

Masa molecular

Masa molecular

(g/mol) 252.3 (g/mol) 252.3
Apariencia Cristales incoloros Apariencia Cristales amarillos
Punto de fusion 168 °C Punto de fusion 178.1 °C
Solubilidad en agua Solubilidad en agua
(a 25°C) (mg/L) 0.0012 (a 25°C) (mg/L) 0.0038
Seoe::j:)ente de Coeficiente de

P 6.04 reparto octanol/agua  6.06
octanol/agua (logPow)
(lOgP()w) g ow
Grupo de 2B Grupo de toxicidad” 1
toxicidad®'

Tabla 8. Propiedades fisico-quimicas del indeno[123-cd]pireno y benzo[ghi]perileno

Nombre comin

Indeno[123-cd]pireno

Nombre comin

Benzo[ghi]perileno

Formula molecular CyH,

~<cs

Formula molecular

CZZH 12

Masa molecular

Masa molecular

(g/mol) 278.33 (g/mol) 276.33
Apariencia Cristales amarillos Apariencia Solido amarillo
Punto de fusion 164 °C Punto de fusion 276-280 °C
Solubilidad en agua Solubilidad en agua

(a 25°C) (mg/L) 0.062 (a 25°C) (mg/L) 0.00026
Coeficiente de Coeficiente de

reparto 6.58 reparto 6.50
octanol/agua octanol/agua

(logPow) (logPow)

Grupo de 2B Grupo de 3
toxicidad®' toxicidad®'
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Tabla 9. Propiedades fisico-quimicas del dibenzo [ah] antraceno

Nombre comtn Dibenzo[ah]antraceno

Formula molecular CypHus

Q‘OO

Masa molecular (g/mol) 278.36

Apariencia Polvo incoloro
Punto de fusion 267 °C
Ty ey ows
Coeficiente de reparto 6.84
octanol/agua (logPow)

Grupo de toxicidad™ 2°

Segun lo aprobado en el boletin oficial de la Junta de Andalucia los valores

maximos de PAHs permitidos en aguas residuales son los que se muestran en la Tabla
10>,

Tabla 10. Valores limite expresados en pg/L de PAHs en aguas costeras y

superficiales

Compuesto Valor limite (ug/L)

Aguas Aguas

costeras superficiales
Antraceno 3 1
Fluoranteno 200 60
Benzo|a]pireno 1,5 0.5
Benzo[b]fluoranteno 0.9 0.3
Benzo|ghi]perileno 0.9 0.3
Indeno[123-cd]pireno 0.06 0.02
Naftaleno 60 20

Los 15 PAHs objeto de estudio se encuentran en la lista de sustancias prioritarias
en aguas superficiales establecida por la Directiva Marco del agua (Water Framework
Directive, WED) de UE en la Directiva 2013/39/UE*". Estos se consideran como
sustancias peligrosas prioritarias, de ahi la importancia de este estudio. En la Tabla 11,
se muestra las normas de calidad ambiental (Environmental Quality Standars, EQS)
para algunos de los PAHs.
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Tabla 11. Concentraciones maximas admisibles en aguas superficiales segtn la

Directiva 2013/39/UE

CMA (ng/L)
Compuesto glgplﬁsﬁciales Otras aguas

continentales superficiales
Alacloro 0.7 0.7
Antraceno 0.1 0.1
Atrazina 2.0 2.0
Benceno 50 50
Difeniléteres bromados 0.14 0.014
Cloroalcanos 1.4 1.4
Clorfenvinfos 0.3 0.3
Clorpirifos 0.1 0.1
Diurén 1.8 1.8
Endosulfan 0.01 0.004
Fluoranteno 0.12 0.12
Hexaclorobenceno 0.05 0.05
Hexaclorobutadieno 0.6 0.6
Hexaclorociclohexano 0.04 0.02
Isopruturon 1,0 1,0
Plomo y sus compuestos 14 14
Mercurio y sus compuestos 0.07 0.07
Niquel y sus compuestos 34 34
Nonilfenoles 2.0 2.0
Pentaclorofenol 1.0 1.0
Benzo|a]pireno 0.27 0.027
Benzo[b]fluoranteno 0.017 0.017
Benzo|k]|fluoranteno 0.017 0.017
Benzo|ghi]perileno 8.27 8.2*
Naftaleno 130 130
Simazina 4.0 4.0
Compuestos de tributilestafio 0.0015 0.0015
Acido perfluorooctnosufénico 36 7.2
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Quinoxifeno 2.7 0.54
Aclonifeno 0.12 0.012
Bifenox 0.04 0.004
Cibutrina 0.016 0.016
Cipermetrina 6 6>
Diclorvos 7 77
Hexabromociclododecano 0.5 0.05
Heptacloro y epoxido de hectacloro 34 3?
Terbutrina 0.34 0.034

3.4. METODOLOGIAS ANALITICAS EMPLEADAS ANTERIORMENTE
PARA LA DETERMINACION DE PAHs EN AGUAS RESIDUALES

Se han desarrollado numerosos métodos para la determinacion de PAHs en aguas
residuales y también otros estudios que analizan los efectos de las aguas residuales en
la agricultura.

En 2007, Ming-Chi et al  desarrollé un método de deteccion de PAHs en muestras
acuosas. El disolvente utilizado fue acetona. La extraccion se llevd a cabo mediante
una microextraccion en fase solida asistida por microondas, a 145 W durante 30
minutos. A continuacion, se llevo a cabo el analisis mediante cromatografia de gases,
con un inyector split/splitless, acoplada a un detector de ionizacion de llama (Flame
lonization Detector, FID). Se obtuvieron unos buenos resultados, con limites de
deteccion (Limit Of Detection, LOD) en el rango de 1-0.03 pug/L y con unas
recuperaciones aceptables desde el punto de vista de la guia SANTE, entre 85-103%.
Ademas, la desviacion estandar relativa (Relative Standard Deviation, RSD) que
muestra la precision del método también fue buena, siendo la RSD inferior a un 17%.

En 2016 Rey et al’®.optimizaron una metodologia para la determinacion de PAHs
en aguas residuales y vertidos. Como método de extraccion se utilizé la extraccion en
fase solida (Solid Phase Extraction, SPE) con cartuchos rellenos de un compuesto
polimérico apolar. La elucion de los compuestos se llevd a cabo mediante el empleo
de acetonitrilo. La disolucion estandar de PAHs se encontraba preparada en
isopropanol. El andlisis se llevd a cabo mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) y la deteccion de los
analitos mediante fluorescencia, con la excepcion de acenaftileno, para el cual se
empled un detector de diodo Array, ya que éste no emite fluorescencia. Los resultados
obtenidos fueron aceptables segtn los criterios establecidos por la guia SANTE, con
recuperaciones entre 86-116% y una precision buena, con RSD menor de 15.7%. Los
LOD resultaron entre 0.1-2 ng/L.

En otro estudio realizado en 2017 por Juanjuan et al.”’, se desarrollé una fibra de
carbono (Carbon Fiber, CF) rellena de 6xido de grafeno (Graphene Oxide, GO)
mediante deposicion electroforética, para realizar la determinacion de PAHs en aguas
residuales mediante microextraccion en fase solida (Solid Phase Microextraction,
SPME). Con este tipo de fibra GO-CF se obtuvieron mejores rendimientos. El andlisis
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se llevd a cabo mediante HPLC, obteniendo amplios rangos lineales (0.01-50 pg/L) y
LODs en el rango de 0.001-0.004 ng/L. Los valores de repetitividad obtenidos fueron
buenos (RSD <9%).

Ademas, también se ha realizado estudios sobre la presencia de los PAHs en suelos
agricolas cuando las aguas residuales son utilizadas como medio de riego. Un ejemplo
es el estudio realizado por Tao et al.’®, en el que realizaban el analisis de muestras de
10g de suelo utilizando el método de extraccion acelerada con disolventes con una
mezcla de acetona y diclorometano 1:1. A continuacion, llevaban a cabo una etapa de
limpieza en una columna de silice con una mezcla de pentano y diclorometano 3:2.
Por ultimo analizaban la muestra mediante cromatografia de gases acoplada a un
espectrometro de masas empleando la ionizacion electronica. Se obtuvieron LOD entre
5.5-10"-1.8-10° mg/kg y las recuperaciones entre 57-140% con unos valores de
precision buenos (RSD <5.57%).

4. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es el desarrollo, validacion y aplicacion de un método
analitico para la determinacion de hidrocarburos aromadticos policiclicos (PAHs) en
aguas residuales mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
de alta resolucion (GC-HRMS). Las actividades que se han llevado a cabo son las
siguientes:

* Desarrollo de un nuevo método analitico mediante la optimizacion del GC-
HRMS y del método de extraccion.

* Validacion del método mediante el calculo de la linealidad, rango de trabajo, la
veracidad, la precision intradia e interdia y el limite de cuantificacion.

* Aplicacion del método en el analisis de 26 muestras reales de aguas residuales
procedentes de diferentes plantas de tratamiento situadas en Andalucia.

5. METODOLOGIAS ANALITICAS

Las concentraciones en muestras reales de los compuestos con los que se han
trabajado son del orden de ppb (ug/L) y ppt (ng/L), por lo que son necesarios métodos
instrumentales avanzados. Ademas, al ser concentraciones tan pequeias, se requiere
del uso de equipos con una alta sensibilidad y selectividad, para poder alcanzar ese
nivel de cuantificacion. Por ello, y a fin de alcanzar la sensibilidad necesaria, debe
combinarse una técnica de extraccidon y una técnica de determinacidon instrumental
selectivas y sensibles.

5.1. TECNICAS DE EXTRACCION

Existen numerosas técnicas analiticas de extraccion. La eleccion de este método
depende de la naturaleza de los analitos objeto de estudio, asi como su matriz. La
técnica escogida debe ser capaz de aislar adecuadamente el analito, eliminando toda
posible interferencia y ajustando los analitos a los requerimientos del siguiente paso
de determinacion.

Una de las técnicas mas empleada es la extraccion solido-liquido o liquido-liquido,
donde la muestra se somete a un proceso de agitacion con un disolvente orgénico, para
de esta forma extraer los analitos. Con esta técnica se obtienen buenos resultados de
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recuperacién ademas de su rapidez y sencillez”’. El inconveniente de esta técnica es el
gran desecho de disolventes organicos que produce, los errores que pueden cometerse
en etapas de transferencia y el laborioso lavado al que se tiene que someter el material
de vidrio utilizado. Por ello, hoy dia se persigue la implementacion de técnicas con
una mayor automatizacion.

Otra de las técnicas mas empleadas y ademas bastante utilizada en el analisis de
aguas residuales, es la SPE. Consiste en el paso de la muestra por un cartucho que
contiene un material sélido en el que quedan absorbidos los analitos y posteriormente
son eluidos en funcidn de la afinidad con el material solido y la fase movil, que puede
ser un liquido o un gas.

A lo largo de los afios se han ido desarrollando otras técnicas miniaturizadas, que
no produjeran grandes desechos de disolventes orgénicos y ademas que fueran simples,
rapidas y no muy costosas. Entre ellas cabe destacar la SPME, la dispersion en matriz
de fase solida (Matrix Solid-Phase Dispersion, MSPD) y la extraccion por sorcion por
barras magnéticas agitadoras (Stir Bar Sorptive Extraction, SBSE) *°.

La SPME ha ganado mucha fama en las ultimas décadas. Fue desarrollada por
Belardi y Pawliszyn en 1989 y es la técnica de extraccion utilizada en este trabajo.
Este método de extraccion permite realizar los procesos de preconcentracion,
extraccion e insercion de la muestra en el cromatografo de forma completamente
automatizada. Esta técnica es de gran utilidad para compuestos que son muy volatiles,
cosa que otras técnicas no son capaces de conseguir, y también resulta de utilidad para
compuestos semivolatiles. La SPME hace uso de una fibra de silice que esta recubierta
por una capa de extracto adsorbente polimérico que permite la extraccion de los
compuestos. Este material es resistente a altas temperaturas. En la Figura 2 se muestran
las diferentes partes de un sistema de SPME.

Embolo

Ajuste de
profundidad de
la fibra

Soporte de la
fibra
— Fibra SPME
Figura 2 Sistema SPME de Supelco’!
La extraccion por medio de SPME tiene lugar en dos etapas: particion de los

analitos entre la muestra y el revestimiento de la fibra, y la desorcion térmica de los
analitos hacia el cromatografo. La primera etapa se puede dar de dos formas®*:
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* Técnica de espacio cabeza (Headspace, HS-SPME): En e¢lla los analitos son
extraidos indirectamente de la matriz. La fibra se expone a la fase de vapor en
equilibrio con la muestra y asi se extraen los analitos. La agitacion de la muestra
facilita la extraccion. Las ventajas de esta forma de extraccion es que se eliminan
las interferencias, la sensibilidad es mas alta y la fibra tiene una vida util mayor,
ya que no entra en contacto directo con la matriz. La desventaja que tiene es que
no es efectiva con analitos de baja volatilidad.

* Técnica de inmersion directa (Direct Inmersion, DI-SPME): En ella los
analitos son extraidos directamente de la matriz mediante la introduccion de la
fibra en la muestra, de forma que los analitos se transfieren de la matriz a la fase
extractante. Para facilitar la difusion de los analitos y la rapidez de la extraccion
se agita durante el proceso.

En la Figura 3 podemos ver un esquema con la diferencia entre la técnica de espacio
cabeza y la de inmersion directa.

(a) Pasos de extraccion para HS-SPME (b) Pasos de extraccion para DI-SPME
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Figura 3. Esquema de los pasos de extraccion para HS-SPME(a) y para DI-
SPME (b)*

Ademas, existen automuestreadores, que permiten llevar a cabo todo el proceso de
extraccion de una forma automatizada, como el que se ha utilizado en este trabajo.

5.2. ANALISIS MEDIANTE GC-HRMS CON ANALIZADOR ORBITRAP

La cromatografia de gases (Gas Chromatography, GC) es la técnica de separacion
escogida para identificar compuestos organicos con puntos de ebullicion menores de
450°C, compuesto volatiles y gases, todo ello con una gran sensibilidad. Esta técnica
se combina con la espectrometria de masas (Mass Spectrometry, MS) que nos da
informacion, con mucha sensibilidad, de la estructura y peso molecular de compuestos
analizados. Ambas técnicas combinadas nos dan una gran cantidad de informacién
tanto cualitativa como cuantitativa. En la Figura 4 podemos ver un esquema de las
partes que componen un cromatografo de gases.

La GC consiste en la inyeccion de una muestra volatilizada en una columna
cromatografica (fase estacionaria), por la que transcurre un gas inerte (fase mévil) que
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transporta la muestra a través de la columna. La separacion de los analitos se produce

en funcion de sus presiones de vapor y de la afinidad con la fase estacionaria y la fase
o133

movil™.

Control Inyector de

de flujo muestra | ’\‘
T % Registrador
~N

|
I

Column Detector

Horno de la
Gas de arrastre columna

Figura 4. Esquema de las partes de un cromatégrafo de gases™

Después de extraer los analitos mediante el método de extraccion seleccionado, en
el caso de este estudio fue SPME, se procede a la inyeccion de la muestra en la
columna. Existen varios modos de inyeccion®:

*  Con division (Splif)

*  Sin division (Splitless)

*  En columna (On-column)

* En grandes volumenes (Large Volume Injection)

El sistema de inyeccion mas utilizado en GC es el inyector split/splitless, que es el
que se ha utilizado en este estudio. Cuando trabaja en modo sp/it, la muestra se divide
en dos partes, una que se transfiere a la columna y otra que se expulsa del inyector por
una valvula. El modo splitless consiste en mantener cerrada la valvula de split durante
unos pocos minutos, para después abrirla y purgar la muestra que se encuentra en el
interior del inyector, introduciendo asi la mayor parte de la muestra, con lo que
conseguimos una sensibilidad mayor. Este ltimo es el modo en el que se ha trabajado
en este analisis. En la Figura 5 se muestra un inyector en modo split y otro en modo
splitless.

v

1 2

Figura 5. Inyector en modo Split (1) e inyector en modo splitless (2)*°
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Cuando la muestra sale de la columna llega al detector que puede ser: FID, detector
de conductividad térmica (Thermal Conductivity Detector, TCD), detector de
ionizacion de llama, detector de captura electronica (Electron Capture Detector,
ECD), detector de fotoionizacion (Photoionization Detector, PID), detector de
ionizacion de helio de descarga pulsada (Pulsed Discharge Helium Ionization
Detector, PDHID), detector fotométrico de llama (Flame Photometric Detector, FPD),
detector de conductividad electrolitica (Electolytic Conductivity Detector, ELCD) y
espectrometro de masas (Mass Spectromety, MS). Este ultimo es el mas utilizado en
cromatografia, ya que es una herramienta muy poderosa y la mas apropiada para
mezclas complejas organicas™.

En este trabajo el detector elegido ha sido el MS, que se caracteriza por la
generacion de iones y separacion de estos en funcion de su relacion masa/carga (m/z).
Dependiendo de la exactitud del dato de m/z que proporcione, el detector puede ser de
baja resolucion (aproxima al nimero entero mas cercano) o de alta resolucion (hasta
cuarta o quinta cifra decimal). El MS utilizado ha sido de alta resolucion HRMS,
concretamente se ha hecho uso de un analizador Orbitrap.

El espectrometro de masas se compone de 5 elementos bésicos: un sistema de
introduccion de la muestra, un sistema de ionizacion de la muestra, un analizador de
masas, un detector y, un sistema de recepcion y tratamiento de datos, como se muestra
en la Figura 6.

lonizacion ( Inalisis | | Deteccion

Sistema de
ionizacion

=* Analizador | =" Detector

(Fuente de
i iones) [ - l .

Vaci ]
Yo Datos

Introduccion
de la muestra

abundancia

Espectro

Figura 6. Esquema de un espectrometro de masas®’

La ionizacién de la muestra se puede llevar a cabo mediante ionizacion quimica
(Chemical lonization, CI) o ionizacidén electronica (Electron lonization, El). La EI
consiste en el bombardeo de electrones que “chocan” con las moléculas de la muestra
provocando su ionizacion. La CI es similar pero en vez de bombardear con electrones,
se bombardea con un gas reactivo. En este estudio se ha usado la ionizacion
electronica.

También hay varios tipos de analizadores de masas: Analizador de tiempo de vuelo
(Tine Of Flight, TOF), analizador de trampa de iones (lon-Tramp, 1T), analizador de
resonancia idnica en ciclotron con transformada de Fourier (Fourier Transform Ilon
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Cyclotron Resonance, FT-ICR), analizador de cuadrupolo (Quadrupole, Q) y
analizador Orbitrap. Este tltimo es el utilizado en este trabajo y se basa en la
separacion de iones en un campo eléctrico oscilante. Este equipo es capaz de identificar
contaminantes conocidos de una forma rapida y fiable, incluso cuando no existen
estandares disponibles®®. En la figura 6 se muestra una imagen de como es el analizador
Orbitrap.

Right Electrode

N

1. Transient 2. Mass Spectrum
Fourier

Transform

relative intensity

time (ms)

Figura 7. Analizador Orbitrap®

El analizador de masas puede trabajar en dos modos:

* Barrido completo (Full scan): Dentro de un rango m/z seleccionado
anteriormente, se analiza de forma continua todo el contenido de la columna.
Este es el modo usado en este trabajo.

* Monitorizacion de iones seleccionados (Selected ion monitoring, SIM): Se
seleccionan algunos iones de interés y esos son los que se analizan de una forma
mas prolongada, aumentando la relacion sefial/ruido y aumentando asi la
sensibilidad de los iones seleccionados.



Determinacion de PAHs en aguas residuales mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas de alta resolucion 25

5.3. PARAMETROS DE VALIDACION

La validacion de un método analitico es fundamental para verificar que los
resultados obtenidos son fiables. Se realizan una serie de procesos normalizados que
nos dan datos sobre la adecuacidon del método a nuestro objetivo.

La validacion de un método se encuentra regulada y reglada por unos modelos que
son la guia SANTE", EURACHEM"' y UNE-ISO 9001**, y se evaltan los siguientes
parametros:

LOD: Concentracion minima que es capaz de identificar en la que la relacion
sefal/ruido es menor de 3.

LOQ: Concentracion minima que puede ser detectada con unos valores
aceptables de precision y exactitud, y que la relacion seial/ruido es menor de 10.
Linealidad: Es el rango en el que la concentracion del analito es proporcional a
la sefial que produce.

Veracidad: Grado de concordancia entre el valor obtenido en el ensayo y el
valor de referencia.

Precision: Grado de concordancia entre los resultados obtenidos.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. MATERIALES

Se utilizaron micropipetas suministradas por Thermo Finnopipette (Waltham,
MA USA) de los volumenes 1-10 mL, 1-100 pL y 100-1000 pL.

También se usaron matraces aforados de 10 mL, 20 mL, 25 mL y 50 mL de
Fisher Scientific (Madrid, Espana).

Fueron utilizados viales de vidrio de 20 mL y tapones magnéticos con septum
de PTFE/silicona, todo ello proporcionado por Supelco (Bellafonte, PA, USA).

6.2. EQUIPO

La fibra usada era de poliacrilato (PA) de 85 um de espesor (Supelco, Bellafonte,
PA, USA).

El analisis se llevd a cabo en un cromatdgrafo de gases Trace 1300 GC, que
cuenta con un automuestreador Triplus RSH. El GC esta acoplado a un
analizador de masas Q-exactive Orbitrap. Todo ello de Thermo Fisher
Scientifics (Bremen, Alemania)

La columna cromatografica era de 30 m x 0.25 mm de didmetro interno x 0.25
um de espesor. Factor VF-5MS de Agilent (Santa Clara, CA, USA).

. ™ oy
Los cromatogramas se procesaron con el software Xcalibut ™~ version 4.1., con
Quanbrowser y Qualbrowser (Thermo Fisher Scientifics, Les Elis, Francia)

Los datos se analizaron mediante el software Thermo Scientifics
™TraceFinder™ en la version 4.1. (Thermo Fisher Scientifics, Les Elis,
Francia).
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6.3. REACTIVOS

* Se utiliz6 una disolucion mezcla de PAHs (QTM-standard, 2000 pg/mL de cada
compuesto en disolvente diclorometano proporcionado por Sigma Aldrich (St.
Louis, USA).

* El estandar interno (I/nternal Standard, 1S) fue fluoranteno d-10 suministrado
por Supelco (Madrid, Espaia).

* Como disolvente se utiliz6 acetona de Sigma Aldrich (St. Louis, USA).

* Se utiliz6 para el lavado de las botellas n-hexano de Sigma Aldrich (St. Louis,
USA) y agua Milli Q de Fisher Scientific (Madrid, Espaifia).

* El gas portador utilizado fue Helio de pureza 99.9999% proporcionado por
Praxair (Malaga, Espana).

Se prepararon tres disoluciones estandar a partir de la disolucion patron mezcla de
PAHs a tres concentraciones diferentes 100, 10y 1 pg/L con acetona como disolvente.
La disolucion IS fluoranteno d-10 contenia 500 pg/L también se prepard en acetona.
Todas las disoluciones preparadas fueron selladas con parafilm y almacenadas en un
congelador a -20 °C. Antes de la utilizacién de cualquiera de ellas, se agitaban 10
segundos en un Vortex para asegurar la homogeneidad de la misma.

6.4. CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

Se analizaron veintiséis muestras de aguas residuales urbanas, que fueron
proporcionadas por distintas plantas de tratamiento, situadas en el sur de Espafia, en
las provincias de Almeria y Sevilla. Once de las muestras correspondian a influentes
y las otras quince a efluentes, todas ellas sometidas a diversos tratamientos: tanque
Imhoft, cultivo de microalgas, humedales artificiales, filtros de lecho bacteriano,
laguna aireada, macrofitas flotantes, aireacion prolongada, humedales electrogénicos
y sistemas de reactor de membrana.

Las muestras se recogieron en botellas de vidrio &mbar, que previamente habian
sido lavadas con hexano, acetona y agua Milli Q, y a continuacion se introdujeron en
una estufa a 250 °C durante 15 horas. Las muestras de agua se almacenaron a 4 °C y
se analizaron en las 24 h siguientes a su recoleccion. No fue necesario realizar ningiin
pretratamiento antes de realizar el anélisis.

6.5. PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION

Para preparar la muestra se toman 10 mL de agua residual sin filtrar y se introduce
en un vial de 20 mL. A continuacion, se afiaden 10 pL de IS y 240 uL de acetona. Una
vez introducidos todos los volumenes, se tapa rapidamente el vial y se lleva a agitacion
durante un minuto en un vortex.

Para asegurar una extraccion rapida de los analitos, los viales se mantienen en
agitacion constante durante el proceso de adsorcion en la fibra. La extraccion SPME
se lleva a cabo en el inyector automatico Triplus RSH.
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La fibra de PA se expone durante 40 minutos a 75 °C al espacio cabeza del vial,
para que se lleve a cabo la extraccion de los analitos. Seguidamente, se inyecta la
muestra automaticamente en un inyector split/splitless, donde se produce la desorcion
de los analitos durante 3 minutos a 280 °C.

Para terminar, la fibra permanece durante 10 minutos mas en el puerto de inyeccion.
Ademas, se realizan blancos periddicamente para evaluar el potencial efecto memoria
de la fibra.

6.6. ANALISIS CROMATOGRAFICO

El caudal del gas portador Helio se mantuvo constante a un flujo de 1 mL/min.

* Inyector. El inyector trabajé durante todo el andlisis a una temperatura de 280
°C. El caudal de split fue de 50 mL y el tiempo de splitless de 3 minutos.

* Horno cromatografico. Inicialmente, la columna se mantuvo 2 minutos a 40
°C. A continuacidn, se elevo la temperatura hasta 170 °C a una velocidad de 20
°C min™. Una vez alcanzada esta temperatura, se continu6 elevandola hasta 310
°C, esta vez a una velocidad de 10 °C min™'. Adquirido este valor, se mantuvo la
temperatura durante 2 minutos mas. El tiempo total del analisis fue de 31
minutos.

* Analizador de masas. El analizador de masas se programo6 en modo EI con una
energia cinética de 70 eV. El barrido se realiz6 en modo full scan con un rango
de escaneo de 50 a 500 m/z. La resolucion de la separacion fue de 60000 (Full
Width at Half Maximun, FWHM). Cuenta con una trampa de iones trabajando
en modo de ganancia automatica a 1E6. La linea de transferencia y la fuente de
iones se mantuvo a una temperatura de 250 °C.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. OPTIMIZACION DEL METODO GC-HRMS

Para la optimizacion del método, se inyectaron los estandares de PAHs en la
solucion mezcla, obteniéndose una separacion cromatografica adecuada para cada
componente en las condiciones ya mencionadas anteriormente. Los tiempos de
retencion para cada compuesto se incluyen en la Tabla 12.

Un resumen de los datos espectrométricos mas relevantes de los compuestos objeto
de estudio se muestran en la Tabla 12. En ella se muestran los tiempos de retencion,
las masas exactas del ion molecular y las masas experimentales obtenidas para las
distintas m/z monitorizadas.

En las Figuras de la 8 a la 22 se muestran los picos cromatograficos de cada uno de
los 15 PAHSs, indicando el tiempo de retencidon bajo las condiciones de andlisis que
previamente se han citado. Ademads, se muestra el espectro de masas de cada
compuesto indicando en todos los casos el ion de cuantificacion (Quantification, Q).
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Figura 8. Pico cromatografico correspondiente al naftaleno en una disolucion de
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Figura 9. Pico cromatografico correspondiente al acenaftileno (izquierda) en una
disolucion de Spg/L con su correspondiente espectro de masas. El pico de la derecha
corresponde a acenafteno, que ha sido satisfactoriamente separado.
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Figura 10. Pico cromatografico correspondiente al acenafteno en una disolucion
de 5pg/L con su correspondiente espectro de masas.
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Figura 11. Pico cromatografico correspondiente al fluoreno en una disolucion de
Sug/L con su correspondiente espectro de masas.
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Figura 12. Pico cromatografico correspondiente al fenantreno (izquierda) en una
disolucion de Spg/L con su correspondiente espectro de masas. El pico de la derecha
corresponde a antraceno, que posee el mismo ion caracteristico y ha sido
satisfactoriamente separado.
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Figura 13. Pico cromatografico correspondiente al antraceno (derecha) en una
disolucion de Spg/L con su correspondiente espectro de masas. El pico de la
izquierda corresponde a fenantreno, que posee el mismo ion caracteristico y ha sido
satisfactoriamente separado.
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Figura 14. Pico cromatografico correspondiente al fluoranteno en una disolucion
de 5pg/L con su correspondiente espectro de masas.
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Figura 15. Pico cromatografico correspondiente al pireno en una disolucion de
Sug/L con su correspondiente espectro de masas.
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Figura 16. Pico cromatografico correspondiente al benzo[a]antraceno (izquierda)
en una disolucidn de Sug/L con su correspondiente espectro de masas. El pico de la
derecha corresponde a criseno, que posee el mismo ion caracteristico y que ha sido

satisfactoriamente separado.
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Figura 17. Pico cromatografico correspondiente al Criseno (derecha) en una
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Figura 18. Pico cromatografico correspondiente al benzo[b]fluoranteno en una
disolucion de Spg/L con su correspondiente espectro de masas. El pico de la derecha
corresponde a benzo[a]pireno, que posee el mismo ion caracteristico y que ha sido
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Figura 19. Pico cromatografico correspondiente al benzo[a]pireno (derecha) en
una disolucion de Sug/L con su correspondiente espectro de masas. El pico de la
izquierda corresponde a benzo[b]fluoranteno, que posee el mismo ion caracteristico y

que ha sido satisfactoriamente separado
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Figura 20. Pico cromatografico correspondiente al indeno[123-cd]pireno
(izquierda) en una disolucion de 5pg/L con su correspondiente espectro de masas. El
pico de la derecha corresponde a dibenzo[ah]antraceno, que posee el mismo ion
caracteristico y que ha sido satisfactoriamente separado
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Figura 21. Pico cromatografico correspondiente al dibenzo[ah]antraceno
(derecha) en una disolucion de Spg/L con su correspondiente espectro de masas. El
pico de la izquierda corresponde a indeno[123-cd]pireno, que posee el mismo ion
caracteristico y que ha sido satisfactoriamente separado
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Tabla 12. Pardmetros espectrométicas obtenidos experimentalmente para los PAHs objeto de estudio

Compuesto RT Formula Masa Ionl1 m/z 1% Ion 2 m/z2 Ion 3 m/z 3% Ton4 m/z4?
(min) molecular molecular (Q)
(¢))
Naftaleno 7.97 CioHg 128.06205 C;oHg 128.06204 C,oH- 127.05429 C,0H¢ 126.04644 CgHs 102.04646
(-0.092) (0.104) (0.303) (0.571)
Acenaftileno 10.05 CioHg 152.06205 CpHg  152.06223  Cy,H; 151.05423 C;;Hg  150.04658 CjoHg 126.04668
(1.172) (0.021) (1.188) (2.207)
Acenafteno 10.32 C|2H|0 154.07770 C|2H9 153.06973 C|2H|0 154.07736 C]zHg 152.06203 C6H4 76.03080
(-0.959) (-2.219) (-0.144) (0.635)
Fluoreno 11.17 C|3H|0 166.07770 C|3H9 165.06978 C|3H|0 166.07736 C|3H7 163.05428 C|1H7 139.05421
(-0.587) (-2.059) (0.326) (-0.121)
Fenantreno 12.97 C|4H|0 178.07770 C|4H|0 178.07758 C|4Hg 176.06206 C]zHg 152.06201 C|2H7 151.05423
(-0.685) (0.042) (-0.275) (0.021)
Antraceno 13.08 C|4H|0 178.07770 C|4H|0 178.07751 C|4Hg 176.06201 C]zHg 152.06195 C|2H7 151.05423
(-1.078) (-0.238) (-0.472) (0.021)
Fluoranteno d10 15.50 CisDio 212..15592 CiDyg  212.14015  Cy6Dg 208.11189 CiDg  180.09335 CgDs  106.06979
(-1.506) (-1.806) (-0.011) (-1.607)
Fluoranteno 15.53 CisHio 202.07770  CigHyo 202.07733  Ci6Hg 200.06189 C;4Hg 174.04623 CgHs  101.03849
(-1.840) (-0.809) (-0.987) (-0.859)
Pireno 16.04 CisHio 202.07770  CigHyo 202.07733  Ci6Hg 200.06187 Ci4Hg 174.04619 CgHs  101.03879
(-1.840) (-0.909) (-1.217) @2.111)
Benzo[a]antraceno 18.85 CisHpz 228.09335 CigsHy, 228.09320  CisHyo 226.07773 CigHg  200.06201 CoHg 114.04640

(-0.666) (0.124) (-0.209) (-0.016)
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Criseno 18.93 CisHpz 228.09335 CisHy, 228.09320  CisHyo 226.07773 CigHg  200.06201 CoHg 114.04640
(-0.666) (0.124) (-0.209) (-0.016)
Benzol[b] 21.26 CyH 252.09335 CyH;, 252.09331  CyoHjg 250.07780 C,Hg  248.06229 C oHe 126.04646
fluoranteno (-0.166) (0.392) (0.960) (0.462)
Benzo[a]pireno 21.94 C20H|2 252.09335 C20H|2 252.09338 C20H|0 250.07790 Cong 248.06221 C|0H6 126.04646
(0.111) (0.792) (0.638) (0.462)
Inden0[123cd] 24.32 C22H|2 276.09335 C22H|2 276.09351 C22H|0 274.07812 szHg 272.06205 C|1H6 138.04649
pireno (0.572) (1.525) (-0.007) (0.639)
Dibenzo[ah] 24.35 C22H|4 278.10900 C22H|4 278.10916 C22H|2 276.09362 C22H|0 274.07797 C|1H6 138.04646
antraceno (0.568) (0.971) (0.978) (0.422)
Benzo[ghi] perileno 24.96 C22H|2 276.09335 C22H|2 276.09360 C22H|0 274.07809 szHg 272.06205 C] 1H6 138.04640
(0.898) (1.416) (-0.007) (-0.013)

(1) Masa molecular exacta del ion molecular correspondiente a cada compuesto

(2) Entre paréntesis aparece el error asociado a la medida en ppm
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7.2. OPTIMIZACION DEL METODO DE EXTRACCION

El método de extraccion HS-SPME empleado en el presente trabajo habia sido
previamente optimizado por el grupo de investigacion “Quimica analitica de
contaminantes”* pero para ser empleado con un instrumento GC-HRMS
completamente diferente, utilizando un espectrometro de masas de alta resolucion que
empleaba un analizador de sector magnético de doble enfoque que trabajaba midiendo
iones caracteristicos de los compuestos, en modo SIM.

En este trabajo se ha llevado a cabo, una adaptacion de dicha metodologia utilizando
un nuevo instrumental como es el sistema GC-Orbitrap que permite trabajar a niveles
iguales o superiores de resolucion de masas y trabajar adquiriendo espectros completos
lo que seria de gran utilidad para comparar espectros experimentalmente obtenidos con
bibliotecas espectrales como la NIST o para la busqueda de desconocidos o busqueda

retrospectiva de contaminantes y/o metabolitos.

En los articulos publicados por Dominguez et al.** se optimizan diferentes

parametros del proceso de extraccion. Inicialmente evaluaron el tiempo necesario para
el acondicionamiento de la fibra, ya que no se observé una buena reproducibilidad de
los resultados empleando el tiempo propuesto por la casa comercial (30 min a 280
°C).Concluyeron que la fibra de PA requeria un acondicionamiento previo de 1 hora a
280 °C, para mostrar asi una buena sensibilidad y robustez del analisis. A continuacion,
evaluaron temperaturas y tiempos de extraccion. Inicialmente, estudiaron la
temperatura, primero a temperaturas bajas (40 y 50 °C) y después a temperaturas altas
(60 y 75 °C). Obtuvieron que la extraccion era mas eficiente a altas temperaturas. Por
tanto, establecieron como temperatura de extraccion 75 °C. Una vez seleccionada la
temperatura, optimizaron el tiempo de extraccion, llevando a cabo extracciones a 75
°C durante 20, 30, 40 y 50 min. Finalmente se estableci6 como dptima la extraccion a
75 °C durante 40 min. Ademas, también hacen referencia a la adicion de modificadores
orgdnicos como acetona o metanol, para evitar la pérdida de analito por adsorcion.
Concluyeron que la adiciéon de un 2.5 % de acetona producia unos resultados maés
eficientes en las extracciones.

Al inicio, a la hora de evaluar la aplicabilidad del método de extraccion, se llevo a
cabo el analisis de muestras fortificadas a distintas concentraciones. Inicialmente se
plante6 la preparacion de las disoluciones patron de concentracion conocida sin
adicionar acetona como modificador, pero los resultados no fueron satisfactorios y las
rectas de calibrado no eran totalmente satisfactorias para algunos de los compuestos
estudiados, como se puede comprobar en la recta de calibrado de la Figura 23 del
compuesto dibenzo[ah]antraceno. Para alguno de los compuestos, los valores de RSD
% obtenidos para las concentraciones mas elevadas, tal y como puede observarse en
la Figura 23, no fueron adecuados (> 20%) Por lo tanto, y atendiendo a resultados
previos se llevo a cabo la adicion de acetona (2.5 %) lo que permitio obtener resultados
aceptables como puede verse en la Tabla 14.
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Figura 23. Recta de calibrado del compuesto dibenzo[ah]antraceno cuando se
llevo a cabo la preparacion de muestras fortificadas de concentraciones conocidas sin
la adicion de acetona

7.3. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Una vez optimizados los parametros relativos a la caracterizacion de los
compuestos y al proceso de extraccion, debe validarse el método analitico con el fin
de comprobar su aplicabilidad a los objetivos deseados. Los parametros analiticos
objeto de estudio fueron: linealidad, rango de trabajo, limite de cuantificacion,
veracidad y precision.

Primero se procedio al estudio de la linealidad de cada uno de los compuestos. Para
ello se prepararon muestras fortificadas de concentraciones entre 0,001 y 5 ug/L, y se
sometieron al proceso de extraccion SPME y posteriormente determinacién mediante
GC-HRMS. Se escogieron inicialmente doce niveles de concentracion (0.001, 0.005,
0.01, 0.05, 0.1, 0.3, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 ng/L) En vista de los resultados tras ajustar los
datos a ecuaciones lineales mediante el método de minimos cuadrados, se
establecieron dos rangos lineales entre las concentraciones elegidas para cada uno de
los compuestos, como se muestra en la Tabla 13.
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Tabla 13. Rangos lineales de las rectas de calibrado para cada compuesto con su
respectivo coeficiente de determinacion (R?)

1 2
Compuesto Rango R Rango R
lineal (ng/L) lineal (ng/L)

Naftaleno 1-50 0.9999 50-5000 0.9997
Acenaftileno 1-50 0.9999 50-5000 0.9984
Acenafteno 1-100 0.9999 100-5000 0.9997
Fluoreno 1-50 0.9991 50-5000 0.9994
Fenantreno 1-50 0.9996 50-5000 0.9994
Antraceno 1-50 0.9994 50-5000 0.9965
Fluoranteno 1-50 0.9998 50-5000 0.9994
Pireno 1-50 0.9999 50-5000 0.9996
Benzo[a]antraceno 5-50 0.9996 50-5000 0.9959
Criseno 5-100 0.9999 100-5000 0.9988
Benzo[b]|fluoranteno 5-100 0.9999 100-5000 0.9992
Benzo[a]pireno 5-300 0.9997 300-5000 0.9997
Indeno[123-cd]pireno 1-100 0.9998 100-5000 0.9984
Dibenzo[ah]antraceno 5-100 0.9998 100-5000 0.9994
Benzo[ghi]perileno 5-100 0.9994 100-5000 0.9995

Todos los coeficientes de determinacion (R?) obtenidos son superiores al 0.99 por
lo que todas las rectas de calibrado establecidas se pueden considerar como aceptables.
El hecho de seleccionar dos rangos lineales se debe fundamentalmente al amplio rango
de trabajo ensayado. Una alternativa seria una calibracion mediante una funcidon
polinébmica. Aunque se validaron ambos rangos lineales de trabajo, en la presente
memoria se incluyen los resultados de validacion obtenidos para el primero de ellos,
es decir, el correspondiente a las concentraciones mas bajas, considerando los
resultados obtenidos posteriormente en el analisis de muestras reales. En las Figuras 7
y 8 se muestran los dos rangos lineales de trabajo de uno de los PAHs estudiados,
indeno[123-cd]pireno junto con la ecuacién de la recta y el coeficiente de
determinacion.
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Figura 25. Recta de calibrado del segundo rango lineal de trabajo del indeno[123-
cd]pireno

El LOQ se definié con anterioridad como la concentracion mas pequefia de analito
que puede ser cuantificada cumpliendo con los criterios de precision y veracidad
establecidos. Seglin esta definicion, se pueden tomar los valores de 1 y 5 ng/LL como
LOQ. Pero segin otras definiciones, el LOQ se puede considerar como la
concentracion que proporciona una seial que es igual a 10 veces la desviacion estandar
del nivel de calibracion mas bajo, es decir que generaria unos valores entre 0.03-0.7
ng/L, como se muestra en la Tabla 14.

En la Tabla 14 se muestra los demas parametros de validacion estudiados.

Para comprobar la veracidad del método se estudian las recuperaciones a dos
niveles de concentracion, que corresponden al nivel mas bajo (VL1) y al nivel més alto
(VL2) dentro del rango lineal de trabajo escogido. Para cada nivel de concentracion se
realizaron 5 réplicas, cuya RSD (nos indica la precision intradia del método) aparece
entre paréntesis junto con el porcentaje de recuperacion.

Ademas, se realizan estudios de la precision interdia. Para ello se realizan tres
réplicas a los niveles de concentracion mas bajo y mas alto del rango de trabajo (los
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mismos niveles que se utilizaron en el estudio de la veracidad), y se expresa como
resultado la RSD, en tanto por ciento.

Segun los criterios establecidos por la Guia SANTE, para una recuperacion
aceptable los valores deben encontrarse entre el 70 y el 120 %. Como se puede
observar en la Tabla 14, los resultados obtenidos se encuentran entre un 89 y un 115
% para el nivel mas bajo, y entre 93 y 111% para el nivel més alto de concentracion
estudiado. Por lo tanto, la veracidad del método puede ser considerada como aceptable.

La Guia SANTE también establece un nivel aceptable para la precision, en el que
la RSD debe ser menor o igual al 20%. Se puede concluir que la precision interdia es
adecuada, pues se alcanzaron valores entre 4 y 16% para todos los PAHs objeto de
estudio. Ademas, se observan resultados satisfactorios para el estudio de la precision
intradia, ya que todos los valores oscilan entre 2 y 12 %. Todos estos datos se pueden
observar en la Tabla 14, que muestra todos los parametros de validacion estudiado.

Los buenos resultados tanto en la precision intradia como en la interdia, nos indica
que el método seleccionado tiene una buena repetibilidad y reproducibilidad.

Tabla 14. Parametros de validacion del método analitico

R Recuperaciones l?recisif')n
Compuesto li?)lg;) R’ LOQ (%) lntel‘c(l)la
P (%) (ng/L) (RSD%)
(ng/L)
VL1 VL2 VL1 VL2

Naftaleno 1-50 99.99 0.04 94(6) 100(3) 9 6
Acenaftileno 1-50 99.99 0.03 102(10)  109(8) 15 12
Acenafteno 1-100  99.99 0.05 98(7) 100(4) 9 7
Fluoreno 1-50 99.91 0.05 107(8)  104(6) 9 9
Fenantreno 1-50 99.96 0.09 91(2) 111(1) 6 4
Antraceno 1-50 99.94 0.08 99(9) 95(6) 11 10
Fluoranteno 1-50 99.98 0.02 101(8)  102(7) 11 9
Pireno 1-50 99.99 0.03 110(12) 100(6) 16 12
Benzo[a]antraceno 5-50 99.96 0.5 94(10) 107(8) 12 11
Criseno 5-100  99.99 0.5 106(8)  101(7) 9 10
Benzo[b]fluoranteno 5-100  99.99 0.6 100(10)  93(8) 13 11
Benzo[a]pireno 5-300 99.97 0.1 89(9) 104(7) 14 10
Indeno[123-cd|pireno 1-100 99.95 0.03 1159)  102(8) 13 11
Dibenzo[ah]antraceno 5-100 9998 0.7 114(11) 101(8) 14 10

Benzo|[ghi]perileno 5-100 9994 03 93(12)  101(8) 16 12
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7.4. ANALISIS DE MUESTRAS REALES

En la tabla 15, se muestran las concentraciones de PAHs obtenidas en el analisis de
las 26 muestras reales analizadas. Se puede observar que se encontrd naftaleno en 16
de ellas, fenantreno en 7 y acenafteno en 1. La mayoria de las muestras en las que se
ha encontrado fenantreno no han sido tratadas (6) y la otra se ha sometido a un
tratamiento primario que solo elimina sélidos. La muestra que contiene acenafteno no
ha sido tratada. Sin embargo, de las muestras en las que se ha encontrado naftaleno
hay tanto no tratadas como algunas sometidas a tratamientos como Tanque Imhoff,
cultivo de microalgas, humedales artificiales, laguna aireada y bioreactores de
membrana.

Segun los resultados obtenidos, todo parece indicar que la presencia de PAHs de
elevada masa molecular (por ejemplo, fenantreno y acenafteno) suele estar asociada a
aquellas muestras que no han sufrido tratamiento de reciclado o éste ha sido muy
basico. Si no se eliminan las particulas solidas en suspension, es probable encontrar
PAHs de elevada masa molecular y menor solubilidad en agua. Sin embargo, cuando
se tratan por diferentes medios las aguas residuales y se minimizan las particulas en
suspension presentes en las mismas, los unicos PAHs que pueden llegar a encontrarse
son los de menor masa molecular y mayor solubilidad en agua, como es el caso del
naftaleno.

En la Figura 26 se muestra el pico encontrado en una de las muestras analizadas,
que corresponde a naftaleno, con su espectro de masas respectivo.
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Figura 26. Pico correspondiente al naftaleno, tras la monitorizacion de su 16n
caracteristico (128.06205) encontrado en el andlisis de la muestra S5, junto con su
espectro de masas
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Tabla 15. Concentraciones de naftaleno, acenafteno y fenantreno encontradas en
el analisis de muestras reales, indicando también el tratamiento de reciclado al que se
ha sometido cada muestra

Naftaleno Acenafteno

Fenantreno

Muestra (ng/L) (ng/L) (ng/L) Tratamiento
S1 15.37 7.89 No tratado
S2 7.02 8.67 No tratado
S3 15.37 3.90 No tratado
S4 5.61 No tratado
SS 10.57 No tratado
S6 16.15 No tratado
S7 4.66 No tratado
S8 <LOQ No tratado
S9 18.54 4.27 3.08 No tratado
S10 24.32 4.44 No tratado
S11 15.61 2.89 No tratado
S12 3.59 1.51 Tanque Imhoff
s13 239 Y icroalgas
S14 1.62 Humedales artificiales
S15 <LOQ Humedales artificiales
S16 Humedales artificiales
S17 <LOQ Filtros de lecho fijo
S18 <LOQ Macrofitas flotantes
S19 <LOQ Aireacion extendida
520 <LOQ biogggtl:(;lgél:i?cos
S21 Laguna aireada
S22 3.20 Laguna aireada
S23 <LOQ Laguna aireada
S24 <LOQ Laguna aireada
$25 147 Biorreactor de
membrana
$26 133 Biorreactor de

membrana
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En el estudio realizado por Dominguez et al. 2018, en muestras analizadas de aguas
residuales sin tratar y sin filtrar, se analizaron 18 muestras de las cuales todas contenian
antraceno, 11 contenian fluoranteno y 6 contenian naftaleno. Ademas, también hay
otros estudios que han demostrado la presencia de PAHs en aguas residuales como el
de Robles el al.®, el de Diaz et al® o el de Herndndez et al.”’. Los resultados
observados en el citado estudio, junto con los obtenidos en el presente trabajo, parecen
indicar que los sistemas de gestion de aguas residuales, bien cuando estos son nulos o
muy escasos, bien cuando son mas sofisticados, parecen ser pobres en la eliminacion
de algunos PAHs presentes como contaminantes en las aguas residuales.

8. CONCLUSIONES

* Se ha aplicado satisfactoriamente un método de extraccion automatizado y en
linea con GC-HRMS para la extraccion de PAHs en aguas residuales de diversos
tipos. El método de extraccion, tiene la ventaja de ser altamente selectivo (en
conjuncion con GC-HRMS).

* Se ha desarrollado un nuevo método de determinacion instrumental para el
analisis de los PAHs en aguas residuales. empleando un espectrometro de masas
de alta resolucion tipo Orbitrap permitiendo el andlisis en modo barrido
completo, haciendo posible la comparaciéon de espectros con bibliotecas
espectrales comerciales tipo NIST, analisis de desconocidos y andlisis
retrospectivo. Estas ultimas formas de trabajar podrian ser objeto de estudio en
futuros estudios.

* Se ha llevado a cabo la validacion del método, lo que ha permitido establecer
dos rangos de trabajo en los que se obtienen una adecuada linealidad (R*>0.99),
veracidad y precision de los resultados. Los valores de LOQ obtenidos (1 y 5
ng/L) reflejaron la elevada sensibilidad del método.

* Se han analizado 26 muestras reales de aguas residuales tratadas de diferentes
modos. En un sustancial numero de ellas (todas menos dos) se ha encontrado al
menos uno de los PAHs estudiados. A pesar del limitado numero de muestras
reales analizadas, se puede concluir que es habitual la presencia de PAHs mas
ligeros como el naftaleno en la mayoria de las muestras y es posible encontrar
concentraciones variables de otros PAHs mas pesados como acenafteno y
fenantreno en muestras cuyos tratamientos han sido leves o no han sido tratadas,
tal vez asociadas a las particulas solidas en suspension. En cualquier caso, este
estudio, junto con otros previos, parecen indicar que los tratamientos de aguas
residuales actuales no son completamente eficaces en la eliminacidon de estos
contaminantes prioritarios.
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