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PREFACIO

En la elaboraciéon de este Proyecto de Norma Mexicana participaron las siguientes
dependencias del Gobierno Federal, instituciones de educacion superior e institutos de
investigacion, asociaciones civiles y profesionales, camaras industriales y laboratorios
privados:

Dependencias del Gobierno Federal:

> PROCURADURIA FEDERAL DE PROTECCION AL AMBIENTE
> PETROLEOS MEXICANOS

Instituciones de Educacion Superior e Institutos de Investigacion:

> UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Instituto de Geografia
Instituto de Ingenieria
Instituto de Quimica
> CENTRO NACIONAL DE INVESTIGACION Y CAPACITACION AMBIENTAL
(CENICA)
> CENTRO NACIONAL DE METROLOGIA (CENAM)
> INSTITUTO MEXICANO DEL PETROLEO

Asociaciones Civiles y Profesionales:
> ASOCIACION NACIONAL DE LABORATORIOS AMBIENTALES (ANLAAC)
» ANARAC

» CIATEC, A.C.

Camaras Industriales:
> CANACINTRA

Laboratorios Privados:

> ONSITE LABORATORIOS DE MEXICO, S.A. DE C.V.
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CRITERIOS DE ACEPTACION PARA CONTROL DE CALIDAD

METODO PARA ANALIZARHIDROCARBUROS AROMATICOS
POLICICLICOS POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION (HPLC) CON DETECTORES DE FLUORESCENCIA Y

ULTRAVIOLETA VISIBLE (UV-VIS).
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PROYECTO DE NORMA MEXICANA NMX-AA-000-SCFI-2006.

SUELOS. HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS (HAP)
POR CROMATOGRAFIA DE GASES/ESPECTROMETRIA DE
MASAS (CG/EM) O CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION CON DETECTORES DE FLUORESCENCIA Y
ULTRAVIOLETA VISIBLE (UV-VIS).

0 INTRODUCCION

El Programa Nacional de Medio Ambiente y Recursos Naturales 2001-2006, tiene como
primer objetivo detener y revertir la contaminacion de los recursos naturales, agua, aire y
suelo, con el propésito de garantizar su conservacion para las generaciones futuras.

Los derrames de hidrocarburos, por las sustancias que involucran, pueden poner en
peligro la integridad de los ecosistemas, asi como la preservacién de los recursos
naturales, en los lugares donde se producen.

Cuando un derrame de hidrocarburos permanece sin ser atendido puede causar dafos
constantes y crecientes al suelo y a otros recursos naturales.

Para dar certidumbre juridica a los responsables de la remediaciéon de suelos
contaminados y asegurar sus resultados, en marzo de 2005, se publicé en el Diario Oficial
de la Federacién, la Norma Oficial Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SS-2003, Limites
maximos permisibles de contaminacion en suelos por hidrocarburos y las especificaciones
para su caracterizacion y remediacion.

Dicha norma presenta, como Anexo, los resumenes de los métodos analiticos publicados
por la United States Environmental Protection Agency (USEPA) para evaluar las
concentraciones de hidrocarburos en el suelo. Sin embargo, estos métodos pueden ser
interpretados en forma diferente, por lo que es necesario proporcionar a los laboratorios
en México, los elementos que les permitan generar resultados homogéneos y confiables,
asi como, acreditarse y aprobarse ante los organismos y dependencias autorizados para
tal fin. Para ello, y para apoyar el cumplimiento y la verificacion de la NOM-138-
SEMARNAT/SS-2003, se elaboré esta Norma Mexicana.

La presente Norma Mexicana comprende los métodos para el analisis de los
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos a través de la Cromatografia de Gases con
Espectrometria de Masas con base en el método EPA 8270C o, bien, a través de la
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion con detectores de fluorescencia y
ultravioleta visible (UV-VIS), con base en el método EPA 8310.

Durante el desarrollo del método, se recomienda que el laboratorio no omita ninguna de
las especificaciones establecidas en el mismo. Los términos “debe”, “puede” y “debera”
que se mencionan sirven para realzar la importancia de las especificaciones establecidas

para producir datos verificables en los intervalos de trabajo del método.
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1 OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION

1.1 Esta Norma Mexicana describe el método analitico para determinar la
concentracion de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) en extractos preparados a
partir de muestras de suelo. Los compuestos a determinar son los siguientes:

Benzol[a]pireno
Dibenzo[a,h]antraceno
Benzo[a]antraceno
Benzo[b]fluoranteno
Benzolk]fluoranteno
Indeno (1,2,3-cd)pireno

1.2 El limite de cuantificacion del método (LCM) se ha estimado para determinar
compuestos individuales en 660 ug/kg (base humeda) aproximadamente, para muestras
de suelo. EI LCM sera proporcionalmente mayor para extractos que requieran dilucion
para evitar saturacion del detector.

1.3 Este método esta restringido al uso o supervision de analistas experimentados en
cromatografia de gases con espectrometria de masas, quienes se apegaran a los criterios
de aceptacion para el control de calidad establecidos en el apartado 9 de esta norma.

14 Cada analista debe demostrar su habilidad para generar resultados aceptables con
este método. (Apartado 9 de esta norma).

2 RESUMEN DEL METODO

El método describe el analisis para determinar la concentracion de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP) en extractos preparados a partir de muestras de suelo.

2.1 La determinacion cuantitativa se realizara por Cromatografia de Gases
[Espectrometria de Masas (CG/EM) o por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién
con Detector de Fluorescencia y Ultravioleta Visible (UV-VIS) (HPLC). Para el analisis es
necesario extraer previamente los HAP que estan presentes en la muestra de suelo
homogeneizada y cribada mediante cualquiera de las siguientes técnicas de extraccion:
Sonicacién (disruptor ultrasonico o bafio ultrasénico), Soxhlet o Extraccién Acelerada con
Disolventes (ASE por sus siglas en inglés).

2.2 Para el caso de la extraccion Soxhlet, la muestra se mezcla con sulfato de sodio
anhidro para eliminar el contenido de agua; la muestra seca se coloca en un cartucho de
celulosa y se extrae en un sistema Soxhlet.

2.3 Para el caso de Sonicacién mediante bafo ultrasénico, se extrae la cantidad de
muestra seleccionada, previamente secada con sulfato de sodio anhidro y se somete a
sonicacion en presencia de disolventes de extraccién, de una a tres veces, segun el
contenido de HAP. El extracto se separa del suelo por centrifugacion, por filtracion o por
filtracién al vacio.
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NOTA: Cuando se pretenda medir concentraciones menores o iguales a 20 mg/kg, se
tendra que utilizar mayor cantidad de muestra.

Para el caso de filtracion al vacio se debe asegurar que no haya pérdidas de los HAP por
sequedad de la muestra.

2.4 Extraccién con disruptor ultrasénico
2.4.1 Meétodo de baja concentracion (menor o igual a 20mg/kg)

Se mezclan 30 g de muestra con sulfato de sodio anhidro hasta formar un polvo que fluya
libremente. La mezcla se extrae con disolvente tres veces, usando la extraccion por
ultrasonido. El extracto de la muestra se separa del sélido por centrifugacion, por filtracién
o por filtracion al vacio. El extracto esta listo para la concentracion final, limpieza y
analisis.

2.4.2 Meétodo de media/alta concentracién (mayor a 20 mg/kg)

Se mezclan 2 g de muestra con sulfato de sodio anhidro hasta formar un polvo que fluya
libremente. La mezcla se extrae una vez con disolvente, usando la extraccion por
ultrasonido. Se colecta una porcion del extracto para su limpieza y analisis.

2.5 Los extractos organicos obtenidos por cualquiera de las técnicas descritas, se
concentran en un sistema Kuderna- Danish (K-D), rotavapor o equivalentes, a un volumen
final entre 1 y 10 mL segun la sensibilidad deseada.

2.6 En caso de que el extracto requiera limpieza, aplicar cualquiera de los siguientes
métodos:

a) columna abierta con silica gel o alumina (Sobre referencias al método, ver
numerales 13.9y 13.10 b)

b) permeacion en gel (Sobre referencias al método, ver numeral 13.11)

c) extraccion en fase solida (Sobre referencias al método, ver numeral 13.13).

NOTA: Estos métodos de limpieza no son descritos en esta norma, por lo que se
recomienda consultar las referencias indicadas sobre cada uno de los métodos.

2.7 El extracto se inyecta al cromatografo, los HAP se separan por medio de un
programa de temperaturas dentro de la columna capilar, para ser detectados con el
espectrometro de masas (EM) acoplado al cromatdgrafo de gases (CG).

La identificacion de los analitos de interés se realiza comparando los espectros de masas
generados por impacto electronico de las muestras contra los espectros de los materiales
de referencia o de los que se encuentran en la biblioteca electronica del instrumento.

La cuantificacion se realiza por el método de estandar interno utilizando factor de
respuesta, comparando las respuestas del iones principales determinados en las
muestras, contra los iones de cada uno de los compuestos en los materiales de
referencia, a través de una curva de calibracién de minimo 5 puntos.
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2.8 Para el analisis de HAP por HPLC, se debe seguir el método especificado en el
Anexo A, de la presente Norma.

2.9 El método incluye los pasos para realizar la calibracién especifica y el control de
calidad necesario para asegurar la confiabilidad de los resultados.

3 REFERENCIAS

3.1 NOM-138-SEMARNAT/SS-2003, Limites maximos permisibles de hidrocarburos en
suelos y las especificaciones para su caracterizacion y remediacion. (D.O.F. 29 de marzo
de 2005)

4 DEFINICIONES
4.1 Blanco de campo

Muestra de suelo natural o sintético, libre de los analitos de interés, tratada como una
muestra en todos los aspectos, incluyendo el contacto con los equipos de campo y
expuesta a las condiciones del sitio de muestreo, almacenaje, preservacion y todos los
procedimientos analiticos.

4.2 Blanco del método (de laboratorio)

Muestra de suelo natural o sintético, libre de los analitos de interés en la que todos los
reactivos se adicionan en volumenes o proporciones iguales, que las utilizadas al
procesar la muestra. El blanco del método debe someterse al mismo proceso de
preparacion y analisis de la muestra. El blanco del método se utiliza para documentar la
contaminacion resultado del proceso analitico. Para que el blanco de método sea
aceptable para su uso con las muestras que lo acompafian, la concentracion en el blanco
de cualquier analito de interés no debe superar cualquiera de los siguientes criterios:

1) al limite de deteccion del método, o
2) 5% de limite maximo permisible para el analito de interés, o
3) 5% de la concentracién medida en la muestra

4.3 Blanco de reactivo

Son los reactivos utilizados en el método que, de forma individual o en mezcla (cuando
aplique) y con los mismos volumenes y concentraciones, se analizan para detectar trazas
de contaminacion provenientes de los reactivos. Estos blancos no deben someterse a
todos los pasos del proceso del método.

4.4 Duplicado de campo

Muestras independientes que fueron colectadas tan cerca como fue posible del mismo
punto en espacio y tiempo. Son dos muestras separadas que fueron tomadas de la misma
fuente, almacenadas en contenedores diferentes y analizadas independientemente. Estos
duplicados se usan para documentar la precision del proceso de muestreo.
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4.5 Limite de Cuantificacion del Método (LCM)

Es la menor concentracidon de analito en una muestra, la cual puede ser cuantificada con
precision y exactitud aceptables, bajo las condiciones en que se lleva a cabo el método.
Generalmente es de 5 a 10 veces la desviacion estandar del blanco.

4.6 Limite de Deteccion del Método (LDM)

Es la minima concentracion de un analito en una muestra, la cual puede ser detectada
con 99% de confianza de que el analito es mayor a cero, pero no necesariamente
cuantificada.

4.7 Muestras de control de laboratorio

Una matriz conocida adicionada con compuesto(s) representativo(s) de el(los) analito(s)
de interés; puede usarse un material de referencia certificado.

5 SEGURIDAD

5.1 Este método no menciona todas las precauciones de seguridad asociadas con su
uso. El laboratorio es responsable de mantener un ambiente de trabajo seguro y un
archivo de las normas de seguridad respecto a la exposicion y manejo seguro de las
sustancias quimicas especificadas en el método. Se debe tener un archivo de referencia
de las hojas de informacion de seguridad, el cual debe estar disponible a todo el personal
involucrado en estos analisis.

5.2 La carcinogenicidad de todos los reactivos no ha sido determinada con precision;
de todas maneras, cada sustancia quimica debe ser tratada como de potencial peligro a la
salud. La exposicion a estas sustancias quimicas debe ser reducida al menor nivel
posible.

5.3 Las muestras de suelo de composicion desconocida, pueden contener
concentraciones altas de compuestos volatiles toxicos. Los contenedores deben abrirse
en campana de extraccion y manejarse con guantes.

5.4 Cuando se trabaje con alguna de las sustancias quimicas descritas en esta norma,
deben tenerse las condiciones de seguridad apropiadas, usar ropa y equipo de proteccion
como: batas, guantes, mascarilla, protectores auditivos, lentes de seguridad y zapatos de
seguridad.

6 EQUIPO Y MATERIALES

6.1 Bano ultrasonico con un minimo de 300 watts de potencia para asegurar la
penetracion del disolvente.

6.2 Disruptor ultrasénico del tipo con un brazo equipado con punta de titanio o
equivalente. Debe tener una potencia minima de 300 watts con capacidad de pulsacion.
Se recomienda que tenga un accesorio que reduzca la cavitacion.
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6.2.1 Brazo de 1.9 cm (% de pulgada) para el método de baja concentracién y una
micropunta de 0.3175 cm (1/8 de pulgada).

6.2.2 Brazo de 1.3 cm (2 de pulgada) para las muestras de media y alta concentracion.

6.3 Bano Maria capaz de controlar la temperatura + 5°C o bloques de calentamiento
para el sistema K-D.

6.4 Balanza analitica con una sensibilidad de 0,0001 g.
6.5 Rotavapor con bafio de calentamiento y bomba de vacio.

6.6 Sistema de extraccion Soxhlet, 40 mm DI, con un matraz redondo de fondo plano
de 500 mL de capacidad.

6.7  Aparato Kuderna-Danish (K-D).

Matraz de evaporacion - 500-mL

Tubo del concentrador graduado- 10-mL

Columna de Snyder de tres bolas

Columna de Snyder de dos bolas

6.8 Mortero con pistilo.

6.9 Estufa de secado con control de temperatura de £ 5 °C.
6.10 Desecador.

6.11 Crisoles de porcelana o charolas de aluminio.

6.12 Pipetas Pasteur.

6.13 Perlas de ebullicion.

6.14 Cartuchos de celulosa para extraccion.

6.15 Viales de 2 mL con tapa y septa recubierta de teflon.
6.16 Espatula de acero inoxidable.

6.17 Lana de vidrio silanizada

6.18 Embudos de filtracién rapida de tallo corto.

6.19 Vasos de precipitado de 250 mL.

6.20 Probetas graduadas de 100 mL.

6.21 Matraces redondos de fondo plano y matraces volumétricos Clase A.

10
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6.22 Microjeringas de 10, 25, 50,100 y 500 uL.
6.23 Sistema de Cromatografia de Gases/Espectrometro de Masas (CG/EM)

6.23.1 Cromatografo de gases — Sistema analitico con temperatura programable y que
sea adecuado para la inyeccidn con o sin division.

6.23.2 Columna — Columna capilar de silice fundida recubierta con silicona (5% Difenil
95% Dimetilpolisiloxano) o equivalente de 30 m x 0,25 mm DI (6 0,32 mm DI) de 1ym de
espesor de pelicula, o equivalente.

6.23.3 Precolumna (opcional) — Porcion de columna de Silice fundida desactivada, 0,25
mm DI x 6 m, o equivalente conectada entre el puerto de inyeccion y la columna.

6.23.4 Espectrometro de Masas capaz de realizar barridos de 35 a 500 unidades de masa
atémica (uma) cada segundo o menos, utilizando 70 evolts (nominal) de energia de
electrones en el modo de ionizacién de impacto de electrones.

Puede utilizarse un espectrometro de masas con trampa de iones, si éste es capaz de
realizar una modulacién axial para reducir las reacciones i6n-molécula y producir
espectros de masas similares a los obtenidos por impacto electronico que coincidan con
aquellos de la biblioteca electrénica.

6.23.5 Interfase CG/EM — Puede usarse cualquier interfase del CG al EM que logre
criterios aceptables en el desempeiio de la sintonizacion.

6.23.6 Sistema de adquisicidén de datos — Debera conectarse al espectrometro de masas.
El sistema debe permitir la adquisicién continua y el almacenamiento en un medio de
lectura electrénico, de todos los espectros de masa obtenidos durante la duracién del
programa cromatografico. La computadora debera tener un software que para cualquier
archivo de datos del CG/EM pueda buscar una masa especifica para los iones y que
pueda graficar las abundancias de los iones contra el tiempo 6 el numero de barridos.
Este tipo de grafico es definido como un Perfil de lones Extraidos (PIE). Asi mismo, el
software debe permitir integrar las abundancias en cualquier PIE en el intervalo de tiempo
especificado 6 los limites del niumero de barrido.

7 REACTIVOS

En todas las pruebas se deben usar disolventes grado HPLC. Si se utilizan otros grados
de pureza se debe asegurar que no existan interferencias.

7.1 Agua Reactivo: Agua libre de los compuestos de interés o cuya concentracion sea
menor al Limite de Deteccion del Método (LDM).

7.2  Sulfato de sodio anhidro grado reactivo secado a 400°C, al menos 4 horas antes de
Su uso, o previamente lavado con cloruro de metileno.

7.3 Disolventes de Extraccion.

11
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7.3.1 Acetona/Cloruro de metileno (1:1, v/v)
7.3.2 Acetona/Hexano (1:1, v/v)

7.3.3 Cloruro de Metileno
NOTA: Se recomienda disminuir progresivamente el uso del Cloruro de Metileno como
disolvente de extraccion, por su toxicidad.

7.4 Disoluciones iniciales (madre). Los estandares pueden ser preparados con
sustancias quimicas puras o se pueden adquirir soluciones certificadas.

7.4.1 Preparacion de disoluciones iniciales. Pesar aproximadamente 0,01 g de material
puro. Disolver en acetona o en algun disolvente equivalente y aforar a 10 mL en un
matraz volumétrico. Se pueden preparar mayores volumenes si el analista lo considera
necesario. Los estandares comerciales se pueden usar a cualquier concentracién, si
estan certificados en concentracion.

7.4.2 Transferir las disoluciones de los estandares a viales y sellarlos herméticamente.
Almacenarlos a -10°C o menos, protegidos de la luz. Los estandares se deben verificar
frecuentemente para detectar sefiales de evaporacién o degradacion, especialmente
antes de preparar curvas de calibracion.

7.4.3 Las disoluciones iniciales de estandares se deben reemplazar cuando presenten
sefales de degradacion.

7.5 Disoluciones de estandares internos. Los estandares internos recomendados son:
Criseno-d12 y Perileno-d12 o la mezcla comercial que contiene: 1,4-diclorobenceno-d4,
Naftaleno-d8, Acenafteno-d10, Fenantreno-d10, Criseno-d12 y Perileno-d12.

7.5.1 Disolver 0,200 g de cada compuesto con una pequefa cantidad de disulfuro de
carbono. Transferir a un matraz aforado de 50 mL y diluir con cloruro de metileno, de tal
forma que el disolvente final tenga aproximadamente 20% de disulfuro de carbono. Una
gran parte de los compuestos son solubles en pequefios volimenes de metanol, acetona
o tolueno, excepto el Perileno-d12. La disolucidén resultante debe contener a cada
estandar a una concentracion de 4000 ng/uL. Por cada 1mL de muestra bajo andlisis,
afiadir 10 yL de la disolucion de estandares internos, con lo cual se obtiene una
concentracion de 40 ng/uL de cada estandar interno. Se pueden utilizar otras disoluciones
de diferente concentracion siempre y cuando se llegue a una concentracion final de 40
ng/pL. Almacenar a -10°C o menos.

7.5.2 Si el espectrometro de masas alcanza limites de deteccion mas bajos, puede
requerirse una disoluciéon de estandar interno mas diluida. El area de los picos del
estandar interno debe estar entre 50 y 200% del area de los analitos de interés en el
punto medio de la calibracion de los estandares.

7.6 Estandar de sintonia del CG/EM. Preparar una disolucion de 50 ng/uL de
decafluorotrifenilfosfina (DFTPP) en cloruro de metileno. Anadir 50 ng/uL de 4,4°-DDT,
Pentaclorofenol y Bencidina, para verificar que el puerto de inyeccion es inerte y que la
columna analitica trabaja correctamente. Almacenar a -10°C o menos.

12
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7.7 Disoluciones de estandares de calibracion. Preparar un minimo de 5 disoluciones
de estandares de calibraciéon con diferentes niveles de concentracion. Una de las
disoluciones debera estar a una concentracién cercana, pero por encima del Limite de
Detecciéon del Método (LDM), los estandares restantes corresponden a las
concentraciones encontradas en las muestras pero no deben exceder el intervalo de
trabajo del CG/EM. Cada estandar contiene los analitos a detectar por este método.

7.7.1 Antes del analisis, afadir 10 pL de la disolucion de estandares internos a la
alicuota de 1 mL del estandar de calibracion. Las disoluciones de los estandares de
verificacion de la calibracion se deben preparar semanalmente y se deben almacenar a
4°C.

7.8 Surrogados. Los estandares recomendados son: Nitrobenceno-d5, 2-Fluorobifenilo y
p-Terfenilo-d14.

NOTA: Para fines de esta norma se utiliza el término de surrogado debido a que es el que
se usa comunmente en la rama analitica y puede ser entendido con mayor facilidad, en
lugar de subrogado que es el término correcto en espariol.

7.8.1 Determinar la concentracién de surrogados adecuada para evaluar los blancos del
método después de la extraccion, limpieza y concentracion. Inyectar esta concentracion
en el CG/EM para determinar la recuperacion de los estandares de surrogados en todos
los blancos, en los estandares adicionados y en los extractos de muestras. Tomar en
cuenta las diluciones de los extractos de las muestras.

7.9 Muestras de control de laboratorio. Preparar muestras de control de laboratorio tales
como: matrices adicionadas, adicionadas duplicadas, etc.
8 RECOLECCION, PRESERVACION Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

8.1 Pueden emplearse una gran variedad de contenedores de boca ancha con tapa de
rosca y septum de PTFE, con una capacidad minima de 250 mL.

8.2 Recoleccion de la muestra.

Recolectar la muestra de acuerdo a los procedimientos del plan de muestreo. El
procedimiento de muestreo debe disminuir al maximo cualquier alteracion de la muestra.

Usar siempre guantes cuando se manejen los contenedores. Se recomienda el uso de
guantes de nitrilo con monémeros de butadieno, para el manejo de hidrocarburos.

8.2.1 Recolectar aproximadamente 250 g de la muestra, con un dispositivo adecuado.
Eliminar cualquier residuo de suelo fuera del contenedor vy sellar e identificar
inmediatamente el mismo.

8.2.2 Recoger un duplicado de campo. Esto permitira al laboratorio contar con una
muestra adicional para el analisis.
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8.2.3 Utilizar una alicuota de muestra para el analisis de exploracion y para la
determinacion de masa seca.

9 CONTROL DE CALIDAD

9.1 Los criterios de aceptacion para el control de calidad se pueden consultar en el
Anexo A de esta norma.

9.2 Calibracién inicial

La calibracién de un instrumento involucra la delimitacion de la relacion entre la respuesta
del instrumento y la cantidad o la concentracion de un analito introducido al instrumento.
La representacion grafica de esta relacion se le conoce como curva de calibracion. Para
llevar a cabo mediciones cuantitativas, esta relacion debe establecerse antes del analisis
de cualquier muestra; por ello se le conoce como calibracién inicial.

9.2.1 La calibracion inicial para cada compuesto de interés debe verificarse cada 12
horas, antes del andlisis de muestras, usando la misma técnica de introduccion y las
mismas condiciones instrumentales usadas para las muestras. Esto se realiza analizando
una disolucién de estandar de calibracién a una concentracion cercana al punto medio del
intervalo de calibracion del CG/EM. Los resultados del analisis de las disoluciones de los
estandares de calibracion deben cumplir con los criterios de aceptacion de la verificacion.

9.2.2 Verificacion de la calibracion inicial.

Cuando se calcula la concentracion usando el factor de calibracién o el factor de
respuesta de la calibracion inicial y la concentracion tedrica es la concentracién a la cual
el estandar fue preparado, entonces se calcula el % de diferencia (%D) como sigue:

%wp-"v=FC x 100 o o=V FR 5 100
FC RF

Donde FC, y FR, son el factor de calibracion y el factor de respuesta respectivamente del
analisis del estandar de verificacion y FR y FC son el factor de respuesta promedio y el
factor de calibracion promedio de la calibracion inicial. Excepto cuando se indique, el %D
calculado para la verificacion de la curva de calibracion debe estar dentro del £15% para
cada analito antes de que se lleve a cabo el analisis de cualquier muestra.

Calcular los factores de respuesta (FR) para cada analito de interés relativo a un estandar
interno, conforme al numeral 11.2 de esta norma.

9.2.3 Linealidad de los analitos de interés. Si el porcentaje de la desviacion estandar
relativa (DER o RSD por sus siglas en inglés) de cualquier compuesto de la curva es igual
o menor al 15%, entonces se supone que el factor de respuesta es constante en el
intervalo de calibracion, y el factor de respuesta promedio se puede usar para la
cuantificacion.
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9.2.4 Si el % DER de cualquier compuesto de interés es mayor al 15%, entonces no se
puede suponer una linealidad desde el origen. En este caso, el analista debe emplear la
ecuacion de regresidén sin que pase por el origen. Esta aproximacién debe emplearse
basandose en experiencias anteriores o en un conocimiento a priori de la respuesta del
instrumento.

9.2.5 Es mas sencillo lograr un buen desempefio de una regresion lineal de la respuesta
del instrumento contra la concentracion de los estandares de calibracion. La respuesta del
instrumento se trata como la variable dependiente (y) y la concentraciéon como la variable
independiente (x). Este es un requisito estadistico y no simplemente una convencién al
graficar.

9.2.6 Si se utiliza una calibracion multipuntos con réplicas, se debe emplear el método de
minimos cuadrados ponderados; por ejemplo: tres para cada cinco puntos de la curva de
calibracion.

9.2.7 Para todos los demas casos, se debera usar un método de minimos cuadrados
convencional. Cuando se use una regresion de minimos cuadrados ponderada, debera
usarse el siguiente factor de ponderacion:

1
DE?

Donde DE es la desviacion estandar de las replicas de los resultados de cada
concentracién individual de los estandares de calibracion.

9.2.8 No forzar a que la linea pase por el origen; el valor de la ordenada al origen se
obtendra de los datos de los cinco puntos de la curva de calibracion. De otra forma, se
presentaran los problemas encontrados con los valores de DER, por ejemplo, la linea de
regresion que pasa por el origen no cumplira con las especificaciones de control de
calidad. En resumen:

a. No incluir el cero como un sexto punto de la curva de calibracion.
b. No usar la regresiéon lineal para extrapolar resultados por debajo del
intervalo de calibracién demostrado por el analisis de patrones.

9.2.9 El calculo de regresion generara un coeficiente de correlacion (r) que es la medida
de qué tan bien se ajustan los datos a una linea de regresién. Un valor de 1,00 indica un
ajuste perfecto. Para que la ecuacion pueda usarse con fines cuantitativos, (r) debe ser
mayor o igual a 0,99.

9.3 Demostracion inicial del desempefio.

Cada laboratorio debe demostrar la capacidad inicial en la preparacion de muestras en
combinacién con el método para la determinacién, generando datos de exactitud y
precision aceptables para los analitos de interés en una matriz limpia. El laboratorio debe
repetir la demostracion, si se capacita a un analista nuevo o si se hacen cambios en la
instrumentacion.
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9.4  Preparacion y analisis de muestras de control de calidad.

El laboratorio debe contar con procedimientos que documenten los efectos de matriz en el
desempefio del método (limites de deteccién, precision y exactitud). Como minimo los
analisis de las muestras de control de calidad deben incluir un blanco de método, una
matriz adicionada, una matriz adicionada duplicada y la muestra control de laboratorio en
cada lote analitico, asi como la adicion de estandares internos y surrogados para cada
blanco y muestras.

9.4.1 Adicionar la matriz por duplicado con los analitos de interés; la concentracion final
obtenida para cada analito adicionado debera estar cerca del punto medio de la curva.
Analizar la matriz adicionada y la matriz adicionada duplicada bajo las condiciones
instrumentales establecidas.

9.4.2 Calcular el porcentaje de recobro y la diferencia porcentual relativa (%DPR) entre
la matriz adicionada y la matriz adicionada duplicada.

9.4.3 Ya que muchos métodos no tienen criterios de aceptacion recomendados para
evaluar los resultados de sus muestras de control de laboratorio, se pueden usar como
criterios iniciales de aceptacion de los analitos adicionados de 70-130%, hasta que el
laboratorio obtenga sus propios limites dentro del intervalo.

9.4.4 EI objetivo de analizar muestras adicionadas es conocer el efecto de la matriz de
recobro del analito.

9.4.5 Después de procesar cualquier muestra, el analista debe demostrar que el sistema
analitico esta libre de interferencias que provengan del material de vidrio y de los
reactivos utilizados, a través de blancos de método. Cada vez que se analice un lote de
muestras o que haya un cambio en los reactivos, se debe analizar un blanco de método
para asegurar nuevamente que no hay contaminacion en el laboratorio. Los blancos
deben seguir todas las etapas de la preparacion de muestras.

9.4.6 El analista debera documentar los efectos de matriz a través de la matriz
adicionada y una muestra duplicada sin adicion o de una matriz adicionada con una matriz
adicionada duplicada. La decisidén de preparar y analizar muestras duplicadas o matrices
adicionadas y matriz adicionada duplicada debe basarse en el conocimiento de las
muestras en el lote analitico. Si se sospecha que las muestras contienen analitos de
interés, entonces el laboratorio puede usar una matriz adicionada y un analisis duplicado
de un blanco sin adicion, si las muestras no contienen analitos de interés el laboratorio
debera usar matrices adicionadas y matriz duplicada adicionada.

9.4.7 Las muestras de control de calidad deberan incluirse en cada lote analitico. Las
muestras de control de calidad consisten en una alicuota de la matriz limpia, similar a la
muestra matriz en el mismo peso o volumen. Las muestras de control de calidad son
adicionadas con los mismos analitos y a la misma concentracion, como la matriz
adicionada. Cuando los resultados del analisis de una matriz adicionada indican
problemas potenciales debido a la matriz misma, deben aplicarse muestras de control de
calidad para verificar que el laboratorio puede realizar el analisis en una matriz limpia.
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9.4.8 Se debe analizar un blanco de método después del estandar de calibracién, o
durante el proceso de medicion analitica, para asegurar que todo el sistema esta libre de
contaminantes. Si el blanco de método indica que hay contaminacion, se puede analizar
una alicuota de disolvente para demostrar que la contaminacion no es el resultado de los
remanentes de los estandares o de las muestras.

9.4.8.1 Después del andlisis de una muestra de alta concentracion deben inyectarse
blancos de método y/o blancos de reactivos y/o una alicuota de disolvente, para verificar
si existe contaminacion por arrastre de componentes en muestras subsecuentes. Cuando
no sea posible analizar tales blancos, asi como cuando se utilice un automuestreador sin
verificar los resultados obtenidos, el analista debe revisar los resultados de al menos las
préximas dos muestras posteriores a la muestra de alta concentracion. Si existen analitos
que aparecen en las muestras de alta concentracion que no estan presenten en las
muestras subsecuentes, entonces queda demostrado que no existe arrastre de una
muestra de alta concentracion a las subsiguientes. Si hay evidencia de que el arrastre
ocurre, entonces deben analizarse nuevamente las muestras.

9.4.9 Debe prepararse un blanco de método por cada lote de 20 o menos muestras
analizadas y preparadas al mismo tiempo, utilizando el mismo procedimiento.

9.4.9.1 Para demostrar que el sistema CG/EM no contribuye en la contaminacién de las
muestras, se debe analizar un blanco de método en cada instrumento utilizado para el
analisis de un mismo lote de muestras.

9.4.9.2 Los blancos de método deben someterse al mismo proceso que los extractos de
las muestras.

9.4.9.3 Los criterios que debe cumplir un blanco de método se describen en el numeral
4.2 de esta norma.

9.4.9.4 Si los resultados del blanco de método no cumplen con los criterios de aceptacion,
entonces el laboratorio debe tomar acciones correctivas para localizar y reducir la fuente
de contaminacion y volver a extraer y analizar cualquier muestra asociada a la
contaminacion del blanco de método.

9.4.9.5 El laboratorio no debe restar los resultados del blanco de método de aquellos
asociados a las muestras. Tal “resta de blanco” es inapropiada y frecuentemente produce
resultados negativos.

NOTA: Si los resultados del blanco de método no cumplen con los criterios de aceptacion
(referirse al 4.2) y no es factible volver a analizar las muestras, entonces se deben tomar
las acciones correctivas necesarias.
9.5 Recuperacion de surrogados.
El laboratorio debe evaluar los datos de recuperacion de los compuestos surrogados en

todas las muestras individuales con respecto a los criterios de control obtenidos para
éstos en el laboratorio, tomando como referencia los siguientes intervalos:
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Nitrobenceno-d5 (23-120 %)
2-Fluorobifenilo (30-115%)
p-Terfenilo-d14 (18-137%)

Utilizar la siguiente ecuacion para calcular el % de recuperacion (%R):

%R = M X 100
Cn

Donde,

C., = Concentracion medida en la alicuota de la muestra adicionada
C, = Concentracién medida en la alicuota de muestra sin adicionar
C, = Concentracidon nominal de la alicuota adicionada.

9.6 Recuperacion de estandares internos.

Los estandares internos utilizados estan descritos en la secciéon 7.4 de esta NMX. Las
areas de los picos de éstos deben estar entre 50-200% de las areas de los analitos de
interés en el punto medio de la curva de calibracion.

9.7 La experiencia del analista en el desempefo del sistema de CG/EM es invaluable
para la realizacion de los métodos.

Al desarrollar un analisis se debera evaluar diariamente un estandar de verificaciéon de la
curva de calibracién para determinar si el sistema cromatografico esta operando
apropiadamente: si los picos tienen un comportamiento adecuado, si la respuesta
obtenida es comparable con la respuesta de calibraciones anteriores, es decir se debera
realizar un examen cuidadoso para detectar si la columna tiene un desempefio aceptable,
si el inyector tiene fugas, si es necesario reemplazar el septum, etc. Cualquier cambio que
se realice en el sistema, implica que el sistema debe ser recalibrado.

10 PROCEDIMIENTO GENERAL

10.1 Determinacion de la fraccion de masa seca.

Para determinar el contenido de la masa seca, de la muestra de suelo, debe pesarse una
segunda alicuota independiente a la utilizada para la determinacion analitica.

10.1.1 Procedimiento
10.1.1.1 Secar el crisol o contenedor a 105 + 5 °C hasta que tenga peso constante. Enfriar

en un desecador por lo menos 45 minutos. Determinar la masa del contenedor tapado
(mp) con una exactitud de 1 mg.
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10.1.1.2 Usar una espatula para transferir 10,0 g de muestra de suelo en el contenedor
tapado. Determinar la masa (m4) con una exactitud de 1 mg.

10.1.1.3 Dejar secar esta muestra durante 16 horas a 105 £ 5 °C.

10.1.1.4 Permitir que la muestra se enfrie en un desecador por lo menos 45 minutos
antes de volver a pesar.

10.1.1.5 Determinar la masa del contenedor tapado (m;) que contiene la muestra seca
con una exactitud de 1 mg.

Precaucién: La estufa de secado debera encontrarse en un area con ventilacion
controlada o dentro de una campana de extraccion. El proceso de secado de muestras
con concentraciones altas de contaminantes puede producir contaminaciéon en el
laboratorio.

10.1.2 Calcular el porcentaje de masa seca utilizando la ecuacion del numeral 11.1 del
apartado “11 Calculos”, de esta norma.

10.2 Preparacién de la muestra.

10.2.1 Las muestras se extraen antes del analisis por CG/EM, siguiendo uno de los
siguientes métodos:

Extraccion bafo ultrasonico

Extraccién por ultrasonido

Extraccion por Soxhlet

Extraccion Acelerada con Disolventes (ASE por sus siglas en inglés)

10.2.1.1 Extraccién con bafio ultrasonico.

La extraccion por los métodos ultrasonicos no son tan rigurosos como otros métodos de
extraccion, por lo que es necesario que se sigan explicitamente las instrucciones
(incluyendo las del fabricante) para obtener una mayor eficiencia.

10.2.1.2 Decantar y descartar cualquier capa de agua de la muestra de suelo, asi como
cualquier objeto extrafio, como piedras, hojas y varas.

10.2.1.3 Pesar en recipientes de 250 6 400 mL, entre 10 a 30 g de muestra con una
exactitud de 0,1 g, de acuerdo a los niveles de concentracion esperados. Mezclar con una
cantidad suficiente de sulfato de sodio anhidro, u otro desecante equivalente, para
obtener una textura arenosa.

10.2.1.4 Adicionar 1 mL de la disolucién de surrogado a cada muestra blanco, muestra
control de laboratorio, matriz adicionada y duplicado de matriz adicionada, justo antes de
la extraccion o del procesamiento de las muestras.

El laboratorio debe evaluar los datos de recuperacion de los compuestos surrogados en
todas las muestras individuales, con respecto a los criterios de control obtenidos para
éstos en el laboratorio. Se puede utilizar una concentracién de surrogados que
corresponda a 10 veces el limite de cuantificacién. Si se desconoce el limite de
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cuantificacion del (los) compuesto(s) surrogado(s), utilizar el limite de cuantificacion
correspondiente a los analitos de interés.

10.2.1.5 Muestra adicionada. Para cada lote analitico seleccionar una muestra y
adicionar la cantidad necesaria de la disolucion de estandares de adicion, para alcanzar
una concentracién dentro del intervalo de la curva de calibracion.

10.2.1.6 En un matraz de 250 o 500 mL, adicionar 40 mL o la cantidad necesaria del
disolvente de extraccion para cubrir la muestra de manera que se asegure una extraccion
eficiente.

10.2.1.7 Tapar los recipientes y colocarlos en el bafio ultrasénico, durante 5 minutos.

10.2.1.8 Una vez terminado el tiempo de extraccion, decantar el disolvente a través del
embudo de filtracién rapida con un tapon de lana de vidrio silanizada y 5 g de sulfato de
sodio anhidro o un desecante equivalente, y recibir el extracto en su respectivo matraz.

10.2.1.9 Con el fin de realizar una extracciéon cuantitativa, se debera extraer dos veces
mas cada muestra, siguiendo el procedimiento anterior.

10.2.1.10 Posteriormente, enjuagar el embudo de filtracion tres veces con
aproximadamente 5 mL de disolvente.

10.2.1.11 Si se observa humedad en los extractos, adicionar 2 g de sulfato de sodio
anhidro y dejar reposar 5 minutos.

10.2.1.12 Concentrar cada extracto en el sistema disponible (rotavapor o K-D), a una
temperatura entre 15 y 20°C arriba del punto de ebullicion del disolvente, hasta un
volumen final aproximado de 10 mL, retirar el matraz del bafio o del bloque de
calentamiento y permitir que se enfrie.

10.2.1.13 Concentrar el extracto a 0,5 mL con la ayuda de microcolumnas Snyder de 2
bolas 0 a 1 mL con corriente de nitrégeno.

10.2.1.14 Una vez que el extracto esté listo, transferir 1 mL a un vial para el analisis por
CG/EM o HPLC.

10.2.1.15 Si el analisis de los extractos no se lleva a cabo inmediatamente, tape el tubo
concentrador y refrigere. Si el extracto se almacenara por un periodo mayor a 2 dias, éste
debe transferirse a un vial con tapa y con cubierta interna de PTFE e identificarse
adecuadamente.

10.3 Extraccion con disruptor ultrasonico

10.3.1 Decantar y descartar cualquier capa de agua de la muestra de suelo, asi como
cualquier objeto extrafio, como piedras, hojas y varas. Para muestras con bajas
concentraciones, realizar el método de extraccion como se indica a continuacion:

10.3.1.1 Pesar 30 g de muestra en un recipiente con una exactitud de 0,1g.
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10.3.1.2 Adicionar y mezclar con sulfato de sodio anhidro u otro desecante equivalente
hasta obtener una textura arenosa.

10.3.1.3 Adicionar 1,0 mL de disolucién del estandar surrogado a todas las muestras,
muestras de control de calidad, blancos y muestras adicionadas.

10.3.1.4 Preparar las muestras de matriz adicionada con la cantidad necesaria de una
disolucion de adicién, para alcanzar una concentracion en el extracto final dentro del
intervalo de concentracion de la curva de calibracion.

10.3.1.5 Adicionar 100 mL de disolvente de extraccion o adicionar la cantidad necesaria
para cubrir la muestra de manera que se asegure una extraccion eficiente.

10.3.1.6 Someter a sonicacion la muestra por un lapso de 3 minutos, sumergiendo 1,2
cm la punta del disruptor (0,3175 cm de diametro) por debajo de la superficie del
disolvente, sin tocar la muestra. Ajustar el equipo a un modo de pulsaciones al 50% de su
capacidad y el control de salida de energia, a un 10% de su potencia.

10.3.1.7 Decantar el extracto y filtrarlo a través de un embudo de filtracion rapida con un
tapon de lana de vidrio silanizada y 5 g de sulfato de sodio anhidro o un desecante
equivalente, recolectar en un matraz de 500 mL.

10.3.1.8 Repetir el proceso de extraccidon dos veces mas, a partir del numeral 10.3.1.5.

10.3.1.9 Concentrar cada extracto en el sistema disponible (rotavapor o K-D), a una
temperatura entre 15 y 20°C arriba del punto de ebullicion del disolvente, hasta un
volumen final aproximado de 10 mL, retirar el matraz del bafio o del bloque de
calentamiento y permitir que se enfrie.

10.3.1.10 Concentrar el extracto a 0,5 mL con la ayuda de microcolumnas Snyder de 2
bolas 0 a 1 mL con corriente de nitrégeno.

10.3.1.11  Una vez que el extracto esté listo, transferir 1 mL a un vial para el analisis
CG/EM o HPLC.

10.3.1.12 Si el analisis de los extractos no se lleva a cabo inmediatamente, tape el tubo
concentrador y refrigere. Si el extracto se almacenara por un periodo mayor a 2 dias, éste
debe transferirse a un vial con tapa y con cubierta interna de PTFE e identificarse
adecuadamente.

10.3.2  Método de extraccidon para muestras con altas concentraciones

10.3.2.1 En un recipiente adecuado, pesar 2,0 g de muestra con una exactitud de 0,1 g.

10.3.2.2 Para preparar la muestra seguir las indicaciones descritas en los puntos 10.3.1.2,
10.3.1.3y 10.3.1.4

10.3.2.3 Adicionar el volumen necesario de disolvente de extraccion hasta obtener un

volumen final de 10,0 mL, tomando en cuenta el volumen que se adiciond de las
disoluciones de surrogados y estandares.
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10.3.2.4 Someter la muestra a sonicacion por un lapso de 2 minutos, sumergiendo 1,2 cm
la punta del disruptor (0,3175 cm de diametro) por debajo de la superficie del disolvente
sin tocar la muestra. Ajustar el equipo a un modo de pulsaciones al 50% de su capacidad
y el control de salida de energia, a un 5% de su potencia.

10.3.2.5 Para filtrar y concentrar seguir el procedimiento en los numerales 10.3.1.7 al
10.3.1.11.

10.3.2.6 Si el analisis de los extractos no se lleva a cabo inmediatamente, tape el tubo
concentrador y refrigere. Si el extracto se almacenara por un periodo mayor a 2 dias, éste
debe transferirse a un vial con tapa y con cubierta interna de PTFE e identificarse
adecuadamente.

104 Extraccion por sistema Soxhlet

10.4.1 Decantar y descartar cualquier capa de agua presente sobre la muestra. Mezclar
la muestra vigorosamente, especialmente las muestras mixtas. Descartar cualquier objeto
extrafio, como piedras, hojas y varas.

10.4.2 Mezclar 10 g de muestra de suelo con 10 g, o con la cantidad necesaria, de
sulfato de sodio anhidro, para que fluya como arena en el recipiente, y colocar la mezcla
en un cartucho de extraccioén. El disolvente debe drenar libremente a través del cartucho
de extraccion.

10.4.3 Adicionar 1 mL de la disoluciéon de surrogado a cada muestra blanco, muestra
control de laboratorio, matriz adicionada y duplicado de matriz adicionada, justo antes de
la extraccion o del procesamiento de las muestras.

10.4.4 Preparar las muestras de matriz adicionada con la cantidad necesaria de una
disolucion de adicién, para alcanzar una concentracion en el extracto final dentro del
intervalo de concentracion de la curva de calibracion.

10.4.5 Colocar aproximadamente 300 mL del disolvente de extraccion en un matraz de
fondo redondo o plano de 500 mL que contenga perlas de ebullicion.

10.4.6 Conectar el matraz al sistema de extraccion y extraer la muestra de 4 a 6
ciclos/hora (aproximadamente de 16 a 24 horas).

10.4.7 Permitir que el extracto se enfrie después de que la extraccion se complete.

10.4.8 Concentrar cada extracto en el sistema disponible (rotavapor o K-D), a una
temperatura entre 15 y 20°C arriba del punto de ebullicion del disolvente, hasta un
volumen final aproximado de 10 mL, retirar el matraz del bafio o del bloque de

calentamiento y permitir que se enfrie.

10.4.9 Concentrar el extracto a 0,5 mL con la ayuda de microcolumnas Snyder de 2
bolas 0 a 1 mL con corriente de nitrégeno.
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10.4.10 Una vez que el extracto esté listo, transferir 1 mL a un vial para el analisis CG/EM
o HPLC.

10.4.11 Si el analisis de los extractos no se lleva a cabo inmediatamente, tape el tubo
concentrador y refrigere. Si el extracto se almacenara por un periodo mayor a 2 dias, éste
debe transferirse a un vial con tapa y con cubierta interna de PTFE e identificarse
adecuadamente. Tiempo maximo de retencion del extracto es de 40 dias a 4°C.

10.5 Extraccion acelerada con disolventes (ASE por sus siglas en inglés)

10.5.1 Decantar y eliminar cualquier capa de agua presente en la muestra.
Homogeneizar perfectamente la muestra, especialmente las muestras compuestas.
Retirar cualquier objeto ajeno a la muestra como pueden ser: varas, hojas y piedras.

10.5.2 Secar la muestra a temperatura ambiente por 48 horas, utilizando un vidrio de
reloj o en una pieza de papel aluminio previamente lavado con hexano.

10.5.3 Alternativamente se puede secar la muestra mezclandola con un volumen igual de
sulfato de sodio anhidro o tierra de diatomaceas hasta que fluya libremente. Preparar el
material desecante a 400 °C al menos 4 horas y enfriar a 105 °C, mantener esta
temperatura hasta su uso.

10.5.4 Transferir la muestra a la celda de extraccion del tamano apropiado para la
alicuota. Generalmente se utiliza una celda de 11 mL para 10 g de material, de 22 mL
para 20 g de material y de 33 mL para 30 g de material.

10.5.5 El peso que se adicione a la celda corresponde a la cantidad total de muestra y del
agente desecante.

10.5.6 Adicionar el estandar surrogado a cada muestra y controles (blanco, duplicado,
matriz adicionada) antes de la extraccion.
10.5.7 Colocar las celdas en el automuestreador del instrumento.

10.5.8 Colocar un vial de recoleccion prelavado de 40 o 60 mL por cada muestra y por
cada control (blanco, duplicado, matriz adicionada).

10.5.9 Condiciones de extraccion:

Temperatura del horno: 100 °C

Presion: 1500-2000 psi

Equilibrio de Calentamiento: 5 minutos

Tiempo estatico de extraccion: 5 minutos

Volumen de limpieza: 60 % del volumen de celda

Purga de nitrégeno: 60 seg a 150 psi (el tiempo de purga puede variar en funcién de la
capacidad de la celda)

Ciclos estaticos: 1

10.5.10 Utilizar los disolventes de extraccion del apartado 7 Reactivos.

23



PROY-NMX-AA-146-SCFI-2008

10.5.11 Colectar cada extracto en un vial limpio. Permitir que el extracto se enfrie
después de concluida la extraccion. Si en los extractos existe presencia de agua, ésta se
puede eliminar con sulfato de sodio.

10.5.12 Concentrar cada extracto en el sistema disponible (rotavapor o K-D), a una
temperatura de 15 a 20°C arriba del punto de ebullicion del disolvente, hasta un volumen
final aproximado de 10 mL, retirar el matraz del bafo o del bloque de calentamiento y
permitir que se enfrie.

10.5.13 Concentrar el extracto a 0,5 mL con la ayuda de microcolumnas Snyder de 2
bolas 0 a 1 mL con corriente de nitrégeno.

10.5.14 Una vez que el extracto esté listo, transferir 1 mL a un vial para el analisis
CG/EM o HPLC.

10.5.15 Si el analisis de los extractos no se lleva a cabo inmediatamente, tape el tubo
concentrador y refrigere. Si el extracto se almacenara por un periodo mayor a 2 dias, éste
debe transferirse a un vial con tapa y con cubierta interna de PTFE e identificarlo
adecuadamente.

10.6 Calibracion inicial

10.6.1 Se debera realizar una calibracién inicial del sistema GC/EM como se describe a
continuacion:

10.6.1.1 Establecer las condiciones de operacién del CG/EM usando como guia las
siguientes recomendaciones:

Intervalo de masa: 35 — 500 uma

Tiempo de barrido: 1 barrido/s

Temperatura inicial: 40°C, mantener por 4 minutos.

Programa de temperatura: 40 — 270 °C a 10°C/min.

Temperatura final: 270°C, mantener hasta que el benzo [g, h, i] perileno eluya.
Temperatura del inyector: 250 — 300°C

Temperatura de la linea de transferencia: 250 — 300°C

Temperatura de la fuente De acuerdo a las especificaciones del fabricante
Inyector: Sin division (splitless).

Volumen de inyeccion: 1 — 2 pL

Gas acarreador: Hidrogeno a 50 cm/s o helio a 30 cm/s.

Para la trampa de iones Unicamente: Modulacion axial, temperatura del manifold y la
corriente de emisién de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

La inyeccion con division se puede utilizar si es suficiente la sensibilidad del
espectrometro de masas.

10.6.2 Se debe realizar la sintonia al instrumento con respecto a una sustancia de
referencia llamada Perfluorotributilamina (PFTBA), cada 12 horas.

10.6.3 EIl espectrémetro de masas debe ser capaz de producir un espectro para la
decafluorotrifenilfosfina (DFTPP), el cual cumpla los criterios de la Tabla 1, cuando se
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inyecta 1 pyL a una concentracion de 50 ng/uL de la referencia para verificar la
sintonizacion a través del cromatografo de gases.

NOTA: El cumplimiento de este criterio debe demostrarse cada 12 horas de trabajo
analitico.

Tabla 1. IONES PRINCIPALES DEL DFTPP Y SUS CRITERIOS DE ABUNDANCIA

Masa Criterios de la Abundancia de los lones
51 30-60% de la masa 198
68 < 2% de la masa 69
70 < 2% de la masa 69
127 40-60% de la masa 198
197 < 1% de la masa 198
198 Pico base, 100% abundancia relativa
199 5-9% de la masa 198
275 10-30% de la masa 198
365 > 1% de la masa 198
441 Presente pero menor que la masa 443
442 > 40% de la masa 198
443 17-23% de la masa 442

10.6.4  Autotune

El Autotune usa PFTBA como compuesto de sintonizacion y automaticamente ajusta los
parametros del Espectrémetro de Masas (EM) a valores de interés predeterminados. Este
es el llamado tuning. Sus objetivos son encontrar las masas de los picos, obtener
respuestas y resoluciones adecuadas, optimizar la respuesta de 3 masas principalmente
(69, 219 y 502), optimizar la respuesta y resolucibn de otras masas y obtener
asignaciones de masas exactas.

NOTA: Para realizar el autotune, seguir las indicaciones del fabricante.

10.6.5 DFTPP Tune
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El DFTPP Tune utiliza el archivo de tune que esta cargado y las abundancias relativas de
interés:

PFTBA ion Rel. %
50 1

131 45

219 55

414 24

502 2

Este ajuste (tune) asume que el instrumento ya fue sintonizado con PFTBA. Cuando se
realiza un target tune con DFTPP, los parametros del instrumento son guardados en un
archivo determinado, nombrado segun el fabricante.

10.6.6 Para verificar que el ajuste cumple con los criterios del DFTPP,se debe inyectar
50 ng de DFTPP y analizarlo utilizando el método de verificacion (nombrado segun el
fabricante).

Si las abundancias de los iones no cumplen los criterios de la Tabla 1, consultar el manual
del fabricante. Los analisis no deben iniciarse hasta que se cumplan los criterios de
sintonizacién. Alternativamente, se pueden utilizar otros criterios de sintonia, si se
demuestra que el desempefio del método no se afecta de forma adversa.

Para adquirir el espectro de masas del DFTPP se puede utilizar la siguiente aproximacion
que ha demostrado ser de utilidad: se adquieren tres barridos y se promedian (el barrido
del apice del pico y los barridos anteriores y posteriores al apice). La resta del ruido de
fondo se debe completar usando un sélo barrido adquirido con no mas de 20 barridos
previos a la elusion del DFTPP y debe usarse solamente para eliminar el sangrado de la
columna o los iones del ruido de fondo del instrumento. No restar la parte correspondiente
al pico del DFTPP.

NOTA: Se deben usar condiciones instrumentales idénticas en el espectrometro de masas
para todos los estandares subsecuentes, muestras, muestras adicionadas, muestras
adicionadas duplicadas y blancos asociados con el analisis del DFTPP.

10.6.7 Los estandares internos indicados en el numeral 7.5 deben permitir a la mayoria
de los compuestos de interés tener una separacion de los tiempos de retencion entre 0,80
— 1,20 minutos, en relacion a uno de los estandares internos. Utilizar el ion del pico base
del espectro del estandar interno especifico, como el ién primario para la cuantificacion
(Ver Tabla 2). Si se notan interferencias, usar el siguiente ibn mas intenso como el i6n
primario de cuantificacion.

Tabla 2. lones caracteristicos de estandares internos para Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos (HAP’s).

Estandar Interno I6n primario de lones secundarios
cuantificacién
Criseno 412 240 120, 236
Perileno 412 264 260, 265
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10.6.8 Analizar de 1 a 2 pyL de cada disolucion de estandares de calibracion (que
contengan los estandares internos) y tabular el area del ién caracteristico primario contra
la concentracion de cada analito de interés, de acuerdo a la Tabla 3. Realizar al menos
una serie de cinco disoluciones de estandares de calibracion. El volumen de inyeccion
debe ser el mismo para todos los estandares y para los extractos de las muestras.

NOTA: El DFTPP vy el estandar de verificacion de la calibracion deben combinarse dentro
de un solo estandar para verificar que los criterios de aceptacién se cumplan para
asegurar que este analisis se realice sin interferencias.

Tabla 3. lones caracteristicos de los compuestos de interés y de los surrogados*®
para Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP).

I6n primario de

Compuesto cuantificacion. lones secundarios
Benzo(a) antraceno 228 229,226
Benzo(b) fluoranteno 252 253,125
Benzo(k) fluoranteno 252 253,125
252 253,125
Benzo(a) pireno
276 138,227
Indeno(1,2,3-cd) pireno
278 139,279
Dibenzo(a,h) antraceno
244 122,212
Terfenilo d14 *
82 128,54
Nitrobenceno d-5*
172 171

2-Fluorobifenilo*

10.7 Compuestos de verificacion del desempenio del sistema (SPCC por sus siglas en
inglés).

10.7.1 Realizar una verificacion del desempefio del sistema para asegurar que el
promedio minimo de los FR se cumpla antes de que la curva de calibracion se use. Para
los compuestos semivolatiles, los SPCC son: N-nitroso-di-n-propilamina vy
hexaclorociclopentadieno.
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Se debe revisar la inestabilidad y degradacion de los SPCCs para evaluar si existen
lineas contaminadas o sitios activos en el sistema, cuyo criterio de aceptacion es DER de
<15%.

10.7.2 EI promedio minimo aceptable de los FR para estos compuestos es 0,050. Estos
SPCC tipicamente tienen FR muy bajos (0,1 — 0,2) y tienden a disminuir su respuesta
cuando el sistema cromatografico empieza a deteriorarse o cuando el material estandar
también se deteriora. Usualmente son los primeros en mostrar un desempefio pobre. Por
lo tanto, deben cumplir los requisitos minimos cuando el sistema esta calibrado.

10.7.3 Si los factores de respuesta minimos no cumplen, el sistema debe evaluarse y
tomar acciones correctivas antes de analizar las muestras, ya que se pueden presentar
los siguientes problemas: degradacion de la mezcla de estandares, contaminacion del
puerto de inyeccion, contaminacion al inicio y al final de la columna cromatografica y sitios
activos en la columna o en el sistema cromatografico.

10.7.4 El sistema CG/EM debera cumplir los criterios establecidos para los Compuestos
de Verificacion de la Curva (CCC por sus siglas en inglés), cada 12 horas. Los CCC son:

Acenafteno
Fluoranteno
Benzo(a)pireno

10.7.5 Verificar la estabilidad de la curva de calibracion preparando un estandar de
verificacion. Analizar bajo las condiciones instrumentales de operacién. Obtener el
reporte de evaluacion del por ciento de la diferencia (%D) de los factores de respuesta
relativos o de concentracion para cada uno de los compuestos. Si el %D de cada
compuesto es menor o igual a 20%, la calibracion esta vigente.

10.8 Analisis de muestras por CG/EM.

10.8.1 Antes del analisis por CG/EM, permitir que el extracto de la muestra se equilibre
con la temperatura ambiente del laboratorio. Justo antes del analisis, anadir 10 pL de la
disolucion del estandar interno a 1 mL de extracto de muestra concentrado obtenido de la
preparacion de la muestra.

10.8.2 Inyectar una alicuota de 1-2 yL del extracto de la muestra usando las mismas
condiciones de operacion que fueron usadas para la calibracion (numeral 10.6.1.1). El
volumen que sera inyectado contiene 100 ng de surrogados (suponer un 100% de
recuperacion) a menos que se use un sistema de CG/EM mas sensible y la disolucién de
surrogados sea menos concentrada que la especificada en el numeral 10.2.1.4. El
volumen de inyeccidén debe ser el mismo que el volumen usado para los estandares de
calibracion.

10.8.3 Si la respuesta de cualquier i6n de cuantificacion excede el intervalo de la
calibracion inicial del sistema de CG/EM, el extracto de la muestra debe diluirse y
analizarse nuevamente. Se deben adicionar estandares internos adicionales al extracto
diluido para mantener la misma concentracién que la de los estandares de calibracion (40
ng/pL, a menos que se use un sistema de CG/EM mas sensible).
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NOTA: Puede ser util como herramienta de diagnostico evaluar periddicamente los
tiempos de retencion de los estandares internos y sus respuestas (cuentas de areas) en
todas las muestras, muestras adicionadas, blancos y estandares, para verificar la
variacion del desempeio del método, la ejecucion de la inyeccion, y anticipar las
necesidades de inspeccion y/o mantenimiento del sistema.

10.8.4 EIl uso del método conocido como Monitoreo Selectivo de lones (SIM por sus
siglas en inglés) es aceptable para aplicaciones que requieren limites de deteccion por
debajo de los intervalos normales obtenidos con un espectrometro de masas con impacto
electrénico. No obstante, el modo SIM puede proporcionar un grado de confianza menor
en la identificacion de compuestos a menos que se utilicen varios iones para la
identificacion de cada compuesto.

10.9 Andlisis cualitativo.

10.9.1 La identificacion cualitativa de los compuestos determinados por este método se
basa en los siguientes criterios: en los tiempos de retencion y en la comparacion de los
iones de los espectros de masas de cada uno de los compuestos de interés presentes en
la muestra, después de la correccion del ruido de fondo, con los iones caracteristicos de
los espectros de masas de los estandares de referencia. El laboratorio debe generar el
espectro de masas de referencia usando las condiciones de analisis de este método. Los
iones caracteristicos del espectro de referencia de masas se definen como los tres iones
de mayor intensidad relativa. Si hay menos de tres iones en el espectro de referencia de
masas, se deben utilizar los que tengan intensidad relativa mayor a 30% del ion principal.

10.9.2 Las intensidades de los iones caracteristicos de un compuesto deben
maximizarse en el mismo barrido o entre un barrido y otro. El criterio para la seleccién del
pico, mediante la busqueda de rutina en el sistema de datos (biblioteca electrénica), esta
basada en la presencia de un pico cromatografico que contiene los iones especificos del
compuesto de interés al tiempo de retencion especifico del compuesto.

10.9.3 El tiempo de retencion relativo (TRR) del componente de la muestra debe estar
dentro de + 0,06 unidades de TRR del TRR del componente estandar.

10.9.4 Las intensidades relativas de los iones caracteristicos de los espectros de las
muestras deben estar dentro del 30 % de las intensidades relativas de estos iones en el
espectro de referencia.

NOTA: La identificacion se dificulta cuando los componentes de la muestra no se pueden
resolver cromatograficamente y producen un espectro de masas que contiene iones que
contribuyen a mas de un analito. Cuando los picos obtenidos por cromatografia de gases
obviamente representan mas de un componente de la muestra (por ejemplo, un pico
ensanchado con hombros(s) o un valle entre dos 0 mas maximos), es importante una
seleccion apropiada de los espectros de los analitos y de los espectros del ruido de fondo.

10.9.5 La revision de los perfiles de iones extraidos (PIE) de iones apropiados puede
ayudar en la seleccion del espectro y en la identificacién cualitativa de los compuestos.
Cuando los analitos coeluyen (por ejemplo, si es aparente solamente un pico
cromatografico), el criterio de identificacion se debe cumplir, aun cuando el espectro del
analito contenga iones extrafios que son contribucion de los compuestos que coeluyen.
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10.10 Analisis cuantitativo.

10.10.1 Una vez que cada compuesto se ha identificado, la cuantificacion del mismo se
basara en la abundancia integrada del ion caracteristico primario del PIE.

10.10.2 Si la DER del factor de respuesta de un compuesto es 15% o menor, entonces la
concentracion en el extracto debe determinarse usando el factor de respuesta promedio

(ﬁ) de los datos de la calibracién inicial (10.6.7). Si no se cumple con el criterio, utilizar
la ecuacion de la curva de calibracion (Ver numeral 9.4.8).

11 CALCULOS

11.1  Calculo del porcentaje de masa seca:

m,—m
% masa seca = —2—2*100
ml—mo

Donde:

m, = masa en gramos del contenedor tapado vacio a peso constante

m4 = masa en gramos del contenedor tapado con muestra

m, = masa en gramos del contenedor tapado con la muestra después del proceso de
secado

NOTA: La muestra utilizada para la determinacién de masa seca debe descartarse una
vez que se hizo la determinacién y no utilizarse en el proceso de extraccion.

11.2  Calculo de los factores de respuesta (FR) para cada analito de interés relativos a
un estandar interno:

FR = ‘n

X C,
Aei X Cm
Donde:

A, = Area del pico (o altura) del analito o del surrogado
A.i = Area del pico (o altura) del estandar interno

Cmn = Concentracién del analito o del surrogado en ug/kg
Cei = Concentracion del estandar interno en ug/k

11.3  Calcular el promedio de los factores de respuesta y la desviacion estandar relativa

(DER o RSD por sus siglas en inglés) de los factores de respuesta de cada analito de
interés, utilizando las siguientes ecuaciones:
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FR = = DE =
n
DER = 2E « 100
FR

11.4  Calculo de la concentracion de analitos en la muestra cuando se utiliza estandar
interno y factores de respuesta.

Existen formulas equivalentes para el calculo de la concentraciéon de los analitos y se
puede usar cualquier version encontrada en la literatura, siempre y cuando el laboratorio
asegure la adecuada aplicacion de la misma para el calculo de la concentraciéon. En esta
seccion se presentan algunos ejemplos.

Ejemplo 1:

(A Cei XFD)V;) (a)

(A6 SFRM m f2000)

C 1g/kg

A.. = Area del pico del ién caracteristico para el compuesto medido

Cei = Concentracién del estandar interno (mg /L)

FD = Factor de dilucion del extracto de la muestra

V; = Volumen de del extracto inyectado (uL)

Asi = Area del pico del ién caracteristico para el estandar interno

FR = Promedio del factor de respuesta relativo para compuesto medido
M, = Masa seca de la muestra extraida (kg)

El 1000 en el denominador representa el niumero de yL en 1 mL. Si el volumen de
inyeccion (Vi) se expresa en mL, entonces se puede omitir el 1000.

Si se usan las unidades especificadas para éstos términos se obtendra la concentracién
en ng/g que es equivalente a pg/kg.

Ejemplo 2:

(Am )(Cei )Wf XFD) (b)
(AeiFRIM )
m
A, = Area del pico del i6n caracteristico para el compuesto medido

Cei = Concentracion del estandar interno (mg /L)
As = Area del pico del i6n caracteristico para el estandar interno

Concentracion  (mg/kg) =
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FR = Promedio de factor de respuesta relativo para compuesto medido
FD = Factor de dilucion del extracto de la muestra

V¢ = Volumen de aforo (L)

M, = Masa seca de la muestra extraida (kg)

Ejemplo 3

Célculo utilizando la ecuacién de regresion.

Calculo de la concentracion de analitos en la muestra cuando se utiliza estandar interno y
una calibracion lineal que no pasa por el origen.

Si se usa la cuantificacion con estandar interno la ecuacion de regresién se re escribe
como sigue:

W

C. =
m a

Donde:

An = Area el pico para el analito de interés en la muestra.
A = Area el pico para el estandar interno

C., = Concentracion del analito en el estandar de calibracion
C.i = Concentracion del estandar interno

a = pendiente

b = ordenada al origen

El laboratorio debe tomar en cuenta para los calculos el factor de dilucion, el volumen o
masa del extracto, la masa total de la muestra analizada y el valor de fraccién de masa
seca

Ejemplo 4:

Calculo utilizando la ecuacién

(A 1)V, XFD) (©)

(Aei)FRIVi)M,)

A = Area del pico del i6n caracteristico para el compuesto a medir

Is = Cantidad del estandar interno inyectado (ng)

A, = Area del pico del idn caracteristico para el estandar interno

FrR = Promedio de factor de respuesta relativo para compuesto a medir
FD = Factor de dilucion del extracto de la muestra

Vi = Volumen del extracto concentrado en microlitros (L)

Vi = Volumen del extracto inyectado en microlitros (uL)

M, = Masa seca de la muestra extraida (g)

Concentracion  (ug/kg) =
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En este caso el Factor de Respuesta relativo promedio se calcula de la siguiente forma:

FR — Am Cei
Aei Cm

X | X

Donde:

A = Area i6n caracteristico del compuesto a ser medido

A. = Area del idn caracteristico del estandar interno especifico
Cm = Cantidad del compuesto a ser medido inyectado (ng)

Ce = Cantidad del estandar interno inyectado (ng)

12 MANEJO DE RESIDUOS

Es responsabilidad del laboratorio cumplir con todos los reglamentos federales, estatales
y locales referentes al manejo de residuos, particularmente con las reglas de
identificacion, almacenamiento y disposicion de residuos peligrosos.

12.1  Cada laboratorio debe contemplar, dentro de su Programa de Control de Calidad,
el destino final de los residuos generados durante la determinacion.

12.2 Almacenamiento: El laboratorio debe contar con areas especiales, que tengan
sefalamientos adecuados, para almacenar temporalmente las soluciones contaminadas.
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Washington D.C., Noviembre de 2000).
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Washington D.C., Diciembre de 1996).
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Method 3630C “Silica Gel Cleanup” Section 7.2.1 (Revision 3, December 1996).
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(Método 3640A “Limpieza con permeacion de gel’, Agencia de Proteccion
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14 CONCORDANCIA CON NORMAS Y LINEAMIENTOS INTERNACIONALES Y
CON NORMAS MEXICANAS TOMADAS COMO BASE PARA SU ELABORACION

14.1 Esta Norma no tiene concordancia con Normas o Lineamientos Internacionales, ni
con Normas Mexicanas que hayan servido de base para su elaboracién en virtud de que
no se encontraron antecedentes al respecto al momento de su elaboracion.

MEXICO, D.F. A
DIRECTOR GENERAL DE NORMAS

FRANCISCO RAMOS GOMEZ
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CRITERIOS DE ACEPTACION PARA CONTROL DE CALIDAD

Tipo de control

Frecuencia

Criterio de Aceptacion

Calibracion inicial

Cada vez que esté fuera
del criterio de aceptacion

DER del FR = 15 % por
analito

Verificacion de la curva de | 1 vez cada calibracion DER =15 %
calibracion inicial inicial

(Linealidad)

Verificacion continua de la | Cada 12 horas DER <30 %

curva de calibracion inicial

Muestra control del
laboratorio

1 por lote

*Recuperacioén entre 70 -
130%

Estandar surrogado
adicionado de recobro

En muestra control y
blancos

*Recuperacioén entre 70 -
130%

Muestra duplicada

1 por lote

*<30% DPR entre
concentraciones

* Puede utilizarse como una guia

Donde:

e %DER = Desviacion Estandar Relativa.
e FR = Factor de Respuesta Relativo al Estandar Interno
e %DPR = Diferencia Porcentual Relativa= | C1-C2| /(C1+C2/2) * 100

C1= Concentracion de la primera alicuota, C2= Concentracién de la segunda

alicuota
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ANEXO B

METODO PARA ANALIZAR
HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS POR CROMATOGRAFIA DE
LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (HPLC) CON DETECTORES DE
FLUORESCENCIA Y ULTRAVIOLETA VISIBLE (UV-VIS).

1. Alcance y campo de aplicaciéon

1.1 Este método aplica para medir la concentracién de ciertos hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP) en suelos. Especificamente para analizar los siguientes compuestos:

Benzo[a]pireno
Dibenzo[a,h]antraceno
Benzo[a]antraceno
Benzolb]fluoranteno
Benzo[k]fluoranteno
Indeno (1,2,3-cd)pireno

Si se requiere medir otros HAP, se deberan desarrollar protocolos independientes.

1.2 Los limites de deteccién para cada compuesto analizado por este método
corresponden al método de referencia (Ver seccion 10.6) y se presentan en la Tabla 1. La
Tabla 2 indica los limites de cuantificacion para diferentes matrices. La sensibilidad del
método generalmente depende de los niveles de interferencias, asi como de las
limitaciones del instrumento. Los limites de deteccion presentados en la Tabla 1 para
cromatografia de liquidos se pueden alcanzar en ausencia de interferencias. Si se
presentan interferencias, los niveles de sensibilidad pueden disminuir.

Sugerencia: Los limites de deteccién y cuantificacion para cada compuesto analizado por
este método se presentan en las Tablas 1 y 2 respectivamente y corresponden al método
8310 de la Agencia de Proteccion Ambiental del los Estados Unidos de América.

1.3 Este método podra realizarse por analistas con experiencia en el analisis de estos
compuestos en suelos 6 bien, bajo la supervisién de personal calificado.

2 Resumen del método

2.1 Este método especifica las condiciones de cromatografia de liquidos de alta
resolucion para la identificacion y cuantificacion de algunos hidrocarburos aromaticos
policiclicos a nivel de ug/kg (ppb). Antes de la aplicaciéon de este método de analisis, se
debe usar una técnica apropiada de extraccion para aislar el 6 los analitos de interés. Se
inyecta un volumen de 5 a 25 L del extracto de la muestra a un cromatografo de liquidos,
en donde los compuestos se analizan con un detector de UV-VIS y/o fluorescencia.

2.2 Si se sospecha de interferencias y para mejorar la deteccion y cuantificacion de
los analitos de interés, se recomienda utilizar un método de limpieza del extracto en una
columna de silica-gel o aquellas técnicas mencionadas en el numeral 2.6 de esta Norma
Mexicana (Ver numeral 10.15 del presente anexo).
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Tabla 1. Limites de deteccion del método (LDM) para HAP por cromatografia de
liquidos de alta resolucion.

Compuesto Tiempo de Factor de Limite de deteccion del método
retencion Capacidad de (ug/L)
la columna (k')

Fluorescencia

Benzo(a)antraceno 28,5 21,6 0,013
Benzo(b)fluoranteno 31,6 24,0 0,018
Benzo(k)fluoranteno 32,9 251 0,017
Benzo(a)pireno 33,9 25,9 0,023
Dibenzo(a,h)antraceno 35,7 27,4 0,03
Indeno(1,2,3-cd)pireno 37,4 28,7 0,043

Referencia: Ver numeral 10.8
2.3 Condiciones de referencia para el Cromatografo de liquidos:

Columna analitica fase reversa C18, tamafno de particula de 0,5 micras, longitud de 250
mm x 2,6 diametro interno, elusion isocratica por 5 minutos usando acetonitrilo/agua (4:6)
(v/v), después un gradiente de elusion lineal hasta 100% acetonitrilo durante 25 minutos a
un flujo de 0,5 mL/min. Si la columna presenta un diametro diferente al descrito, ajustar el
flujo para mantener una velocidad lineal de 2 mm/seg.

Tabla 2. Limites de Cuantificacién (LC) para varias matrices?®

Matriz Factor ”
Suelo con bajos niveles de HAP extraidos por sonicacion y
limpieza con GPC preparativa 670
Suelo y sedimentos con altos niveles de HAP extraidos por
sonicacion 10,000

? Los LPC dependen mucho de la matriz, los datos aqui presentados son una guia, y
pueden no ser siempre alcanzados.

°LPC = Limite de Deteccién del Método (Tabla1) x [Factor (Tabla 2)]. Se debe considerar
el factor en masa base humeda.

Referencia: Ver seccién 10.8

3 Interferencias

3.1 El material de vidrio, disolventes, reactivos y aparatos utilizados en el analisis
pueden ocasionar contaminacién o lineas bases elevadas, causando una errénea

interpretacion de los cromatogramas. Se debe demostrar que todos los materiales se
encuentran libres de interferencias, bajo las condiciones de analisis. Esto se hace
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incluyendo en el analisis blancos de disolvente y blancos de reactivos. Se requiere de una
seleccion especifica de reactivos y disolventes de alta pureza.

3.2 La co-extraccion de interferencias de las muestras varia considerablemente de
una fuente a otra. En el método se menciona una técnica general, sin embargo, algunas
muestras pueden requerir de limpieza adicional para alcanzar el limite de deteccidn
indicado en la Tabla 1 para el o los analitos de interés.

3.3 Las condiciones cromatograficas descritas permiten una resolucion de los HAP
indicados en este método. Otros HAP presentes en la muestra pueden causar
interferencia.

4 Equipos y Materiales

4.1 Aparato Kuderna-Danish (K-D)

4.1.1 Tubo concentrador: Capacidad 10 mL, graduado, con tapon de vidrio para evitar la
evaporacién del extracto.

4.1.2 Matraz de evaporacion: Capacidad de 500 mL, ajustar con pinzas al tubo
concentrador.

4.1.3 Columna Snyder: Macro columna de tres bolas
4.1.4 Columna Snyder: Micro columna de dos bolas

4.2 Perlas de ebullicion: Malla de 10/40. Lavarlas con un disolvente apropiado antes
de usar.

4.3 Bafio con agua: Control de temperatura de + 5°C. Usar dentro de una campana de
extraccion de vapores.

4.4 Jeringa: Capacidad de 5 mL

4.5 Microjeringas de voliumenes apropiados

4.6 Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion

4.6.1 Sistema de bombas para gradiente

4.6.2 Detectores: Fluorescencia y UV-VIS

4.6.2.1 Detector de fluorescencia: Excitacion a 280-nm y emision mayor a 389-nm al
corte. El fluorometro debe tener un sistema Optico dispersivo para la excitacion y la

emision, o bien utilizar filtros.

4.6.2.2 Detector UV-VIS: Longitud de onda de 254-nm, acoplado al detector de
fluorescencia.
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4.6.3 Sistema para adquisicion de datos, que registre las areas de los picos y los
tiempos de retencion

4.6.4 Columna analitica empacada con material hidrofdobico por ejemplo C18 u
octadecilsilano, cubierta con silica esférica, tamafio de particula: 0,5 micras, longitud: 250
mm x 2,6 diametro interno

4.7 Matraces volumétricos: 1,0 ,10, 50y 100 mL

5 Reactivos

5.1 Agua reactivo: Libre de los compuestos de interés.
5.2  Acetonitrilo: Calidad HPLC.

5.3 Disoluciones iniciales (madre). Las disoluciones de referencia pueden prepararse
con sustancias quimicas puras comerciales o materiales de referencia de los analitos en
forma pura o en disolucion certificados por el CENAM o algun otro instituto de metrologia.

5.3.1 Preparar la disolucion inicial (madre) a una concentracion de 1,00 pg/uL,
disolviendo 0,01 g del analito de interés en acetonitrilo, aforar a la marca en un matraz
volumétrico de 10 mL, se pueden usar volimenes mayores si lo requiere el analista. Si la
pureza del compuesto es igual o mayor al 96%, se puede usar sin correccion el calculo de
la concentracion de la disolucién inicial (madre).

5.3.2 Transferir la disolucién inicial (madre) a viales con tapa de rosca y sello de PTFE.
Almacenar a 4°C, proteger de la luz; la disolucion inicial (madre) debe revisarse
frecuentemente para detectar signos de degradacion o evaporacion, especialmente antes
de la preparacion de disoluciones de calibracion.

5.3.3 Reemplazar la disolucion inicial (madre) después de un afo, 6 inmediatamente si
presenta problemas en comparacion con la disolucion estandar de verificacion.

54 Curva de calibracion: La curva de calibracion debe contar con al menos cinco
niveles de concentracion y se prepara a partir de la disolucion inicial (madre), usando
como disolvente acetonitrilo. El nivel mas bajo de la curva debe ser mayor y estar cerca
del LDM. Los demas niveles de concentracién deben corresponder al intervalo de
concentraciones esperado en las muestras reales. Las disoluciones de calibracion deben
reemplazarse cada seis meses, 0 antes si presentan problemas cuando se compara con
una disolucion estandar de verificacion.

5.5 Disolucion del estandar interno (si se utiliza). El analista debe seleccionar uno o
mas compuestos que presenten comportamientos similares a los compuestos de interés y
debera demostrar que la determinacion del 6 los estandares internos, no afectan el
método 6 producen interferencia de matriz.

5.5.1 Preparar las disoluciones de calibracién para cada analito o como mezcla

multicomponente con al menos cinco niveles de concentracién, como se describe en la
seccion 5.4.
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5.5.2 Para cada disolucion de calibraciéon, adicionar una concentracidon conocida
constante de la disolucion del estandar interno (si se utiliza), aforar a la marca con
acetonitrilo.

5.5.3 Analizar cada disolucién de calibracion de acuerdo a la seccién 7.0 de este anexo.

5.6 Disoluciéon del estandar surrogado (sustituto): el analista debe evaluar el
desempefio de la extraccion, de la limpieza (si es necesario), del sistema analitico y la
eficiencia del método, adicionando a cada muestra, disoluciéon de calibracién, muestras
control y blancos, uno o mas surrogados (por ejemplo decafluorobifenilo u otro HAP que
no se encuentre en las muestras). Este surrogado debe analizarse bajo las condiciones
establecidas para el método.

6 Muestreo, preservacion y manejo de muestras

6.1 Las muestras extraidas deben almacenarse en refrigeracion, protegerse de la luz
y analizarse dentro de los siguientes 40 dias de la extraccion.

7 Procedimiento
7.1 Extraccion y concentracion

7.1.1 Las muestras se extraen utilizando las técnicas de extraccion descritas en el
numeral 10.2.1 de la presente Norma Mexicana.

7.1.2 Antes del analisis por cromatografia de liquidos, debe cambiarse el disolvente de
extraccion por acetonitrilo. EI cambio se realiza durante el proceso de concentracion de
los extractos utilizando el K-D (u otra técnica de concentracion como las descritas en el
numeral 2.5 de la presente norma mexicana) de acuerdo a lo siguiente:

7.1.2.1 Una vez extraida la muestra con cloruro de metileno y concentrada por K-D a 1
mL, permitir que el aparato alcance la temperatura ambiente y dejar drenar el disolvente
por al menos 10 minutos.

7.1.2.2 Incrementar la temperatura del bafo de agua de 95 a 100°C. Retirar rapidamente
la columna Snyder, adicionar 4 mL de acetonitrilo, colocar una perla de ebullicion, cambiar
a una microcolumna Snyder de dos bolas. Humedecer con 1 mL de acetonitrilo la
microcolumna y dejar concentrar el extracto, colocando el aparato K-D dentro del agua
caliente hasta que el tubo se encuentre parcialmente sumergido en el agua. Ajustar la
posicion vertical del aparato y la temperatura del agua como se requiera para completar la
concentracion en 15 a 20 minutos. Cuando el volumen aparente sea de 0,5 mL, retirar el
aparato del bafio de agua, dejar enfriar y drenar todo el disolvente.

7.1.2.3 Una vez que el aparato K-D se ha enfriado, retirar la microcolumna Snyder,
enjuagar con una jeringa las paredes internas de la columna utilizando 0,2 mL de
acetonitrilo. Ajustar el volumen del extracto a 1,0 mL. Si no se analiza inmediatamente la
muestra, tapar el tubo concentrador y almacenar en refrigerador a 4°C. Si el extracto se
almacenara por mas de dos dias, éste debe transferirse a un vial con tapa rosca y septum
de PTFE. Proceder con el anadlisis si no se requiere de una limpieza posterior a la
extraccion.
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7.2 Condiciones recomendadas para el cromatodgrafo de liquidos

7.2.1 Usar la columna descrita en la seccion 4.6.5 o equivalente. La elusién se realiza en
modo isocratico por 5 minutos, usando acetonitrilo/agua (4:6) (v/v), posteriormente un
gradiente de elusion lineal hasta 100 % de acetonitrilo por 25 minutos a un flujo de 0,5
mL/min. Si la columna tiene un diametro interno diferente al descrito, ajustar la relacion de
flujo para mantener una velocidad lineal de 2 mm/seg.

7.3 Calibracioén

7.3.1 Para utilizar un procedimiento apropiado de calibracién, ver bibliografia 13.2 de la
presente norma. Se puede utilizar el método de calibracion por estandar interno o por
estandar externo y preparar la curva de acuerdo al numeral 5.4 de este anexo; para
seleccionar el nivel mas bajo de la curva de calibracion, usar como guia la Tabla 1 y
especificamente la Tabla 2 de este anexo.

7.3.2 Para confirmar la forma de elusién de los compuestos y la ausencia de
interferencias procedentes de los reactivos, se analiza una disolucién de referencia
conteniendo él o los analitos de interés.

7.3.3 Previo a la medicion de los niveles de la curva de calibracion, determinar los
limites de deteccion y cuantificacion del método. La medicion de la curva de calibracién se
debe realizar bajo las condiciones de analisis establecidas; precisar el intervalo lineal.

7.4 Analisis por Cromatografia de liquidos

7.4.1 La Tabla 1 indica los tiempos de retencion estimados de los HAP que se analizan
por este método. La figura 1 es un ejemplo de la separacidon que se logra usando las
condiciones que se indican en el numeral 7.2.1 de este anexo.

7.4.2 Si en la calibracion se utiliza el método de estandar interno, adicionar 10 uL del
estandar interno ¢ la cantidad calculada para la concentracién de HAP, que se espera
estén presentes, al extracto antes de la inyeccién. Inyectar de 2 a 5 yL de la muestra
extraida con una microjeringa o a través del autoinyector. Si es inyecciéon manual,
registrar el volumen inyectado lo mas cercano a 0,1 pL, y el area o altura del pico (si se
utiliza registrador). Dejar al menos 10 minutos de estabilizacion en la columna para que
regrese a las condiciones iniciales del gradiente entre el analisis de cada muestra.

7.4.3 Si se usa el procedimiento de calibracion externa o interna (numeral 13.2 de esta
norma), identificar los tiempos de retencion de cada compuesto y registrar el area de cada
pico, tomando como referencia los compuestos utilizados en la calibracion. Para los
calculos, ver numeral 11 de esta norma.

7.4.4 Si el area del pico excede el intervalo de la curva de calibracion, extraer de nuevo
para reconstituir a la concentracién adecuada o construir la curva de calibracién en el
intervalo correcto.

7.4.5 Si se sospecha la presencia de interferencias en el extracto, es necesario realizar
una limpieza previa al analisis cromatografico.
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7.5 Limpieza

7.5.1 La limpieza de extractos en acetonitrilo se realiza aplicando el método en que se
utiliza silica gel (ver numeral 10.15 de la bibliografia de este anexo).

7.5.2 Terminada la limpieza, analizar las muestras como se describe en la seccién 7.4 de
este anexo.

8 Control de Calidad

8.1 Para procedimientos especificos de control de calidad referirse al Capitulo Uno de
la Agencia de Proteccion al Ambiente de los Estados Unidos de América (ver numeral
10.16). El control de calidad para evaluar la extraccion de las muestras se encuentra en el
Método EPA 3500 y para el método especifico de limpieza en el Método EPA 3600 (ver
seccion 10).

8.2 El control de calidad necesario para evaluar la operacién del sistema de
cromatografia de liquidos, se encuentra en el Método 8000C (ver numeral 10.9), seccion
11.5.

8.2.1 Se recomienda que la muestra de control de calidad se prepare a una
concentracion equivalente el nivel medio de la curva de calibracién, debe contener los
siguientes analitos en acetonitrilo:

Benzol[a]pireno
Dibenzo[a,h]antraceno
Benzo[a]antraceno
Benzo[b]fluoranteno
Benzolk]fluoranteno
Indeno(1,2,3-cd)pireno
Pireno

8.2.2 La Tabla 3 indica los criterios de aceptaciéon de control de calidad para este
método. La Tabla 4 indica la exactitud y precision y las concentraciones de los analitos de
interés. El contenido de ambas tablas debe utilizarse para evaluar la capacidad en el
desempefio del laboratorio y para generar datos aceptables por este método.

8.3 Calcular la recuperacion del estandar surrogado en todas las muestras, blancos y
muestras adicionadas. Evaluar si la recuperacion se encuentra entre los limites
establecidos en los procedimientos del desempefio de control calidad del Método 8000C,
seccion 9.6.

8.3.1  Sila recuperacion no cumple con los criterios, aplicar el siguiente procedimiento:

. Verificar los calculos de los estandares surrogados y de los estandares internos,
asi como el desempenio del instrumento.

. Recalcular los datos y/o analizar de nuevo el extracto, si no se encuentra el error.
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Extraer y analizar de nuevo la muestra hasta cumplir con los criterios de aceptacion.
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Figura 1. Cromatograma de una disolucion de HAP
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TABLA 3. Criterios de aceptacion de control de calidad ®

Concentracion

Limite para s

Intervalo para

Intervalo p,ps

Parametro de prueba (Mg/L) X (%)
(MglL) (MglL)

Benzo(a)antraceno 10 4,0 3,1-11,6 12-135
Benzo(a)pireno 10 4,0 0,2-11,0 D-128
Benzo(b)fluoranteno 10 3,1 1,8-13,8 6-150
Benzo(k)fluoranteno 5 2,5 D-7,0 D-159
Dibenzo(a,h)antraceno 10 2,0 0,3-10,0 D-110
Indeno(1,2,3-cd)pireno 10 3,0 1,2-10,0 D-116
Pireno 10 3,4 1,4-121 D-140

s = Desviacion estdndar de cuatro mediciones en pg/L.

x = Promedio de cuatro mediciones en ug/L.
p, ps = Porcentaje de recuperacion medido.

D = Detectado; el resultado debe ser mayor de cero.

& Criterios del CFR (por sus silgas en inglés) 40 Parte 136 para el Método 610. Estos
criterios estdan basados directamente en los datos de desempefio. De ser necesario,
aumentar los limites de recuperacion para asegurar la aplicabilidad en aquellas
concentraciones menores a las utilizadas para el desarrollo de la tabla 3.
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Tabla 4. Exactitud y precisiéon del método en funcién de la concentracion °

Exactitud en
Parametro funcion de la Precisién del Precision total
concentracion, x’ analista, s’ S’ (ug /L)
(Mg /L) (Mg /L)
Benzo(a)antraceno 0,73C+0,05 0,28x+0,04 0,34x+0,02
Benzo(a)pireno 0,56C+0,01 0,38x-0,01 0,53x-0,01
Benzo(b)fluoranteno 0,78C-0,01 0,21x+0,01 0,38x+0,00
Benzo(k)fluoranteno 0,59C+0,00 0,44x-0,00 0,69x+0,10
Dibenzo(a,h)antraceno 0,41C-0,11 0,24x+0,02 0,45x+0,03
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,54C+0,06 0,29x+0,02 0,42x+0,01
Pireno 0,69C-0,12 0,25x+0,14 0,42x-0,00

X' = Recuperacién esperada para una o mas mediciones de una muestra conteniendo una
concentracion C, en ug/L.

sr' = Desviacion estandar esperada de un analista en una concentracion promedio x, en
ug/L.

S' = Desviacion estandar interlaboratorio de una concentracion promedio encontrada de x,
en ug/L.

C = Valor verdadero de la concentracion, en ug/L.

x = Promedio del recobro encontrado en las muestras medidas conteniendo una
concentracion C, en ug/L.

@ Criterios del CFR 40 Parte 136 para el Método 610. Estos criterios estan basados
directamente en los datos de desempefio. De ser necesario, aumentar los limites de
recobro para asegurar la aplicabilidad en aquellas concentraciones menores a las
utilizadas para el desarrollo de la tabla 3.

b El método de referencia demostré que existe una relacion lineal de la precision del
analista, la precision del método y la exactitud con respecto a la concentracion de los
analitos. Las ecuaciones lineales para describir estas relaciones se presentan en esta
Tabla.
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