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RESUMEN

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos son un grupo de toxicos de amplia distribucion ambiental,
producidos por procesos de combustion incompleta antropogénica, estos compuestos representan
un riesgo para los organismos acuaticos debido a su potencial para producir fototoxicidad cuando
se exponen a la radiacion solar UV. Los arrecifes de coral estan localizados en areas, donde la
transparencia de sus aguas permite que la radiacion solar UV penetre en la columna de agua y la
intensa actividad turistica libera HAPs en el sistema. En México el mar Caribe representa un area
natural de un valor incalculable en cuanto a su biodiversidad, pero el rapido desarrollo turistico
pone en riesgo este ecosistema. En el presente estudio se eligié como area de estudio la laguna
Bojorquez-Nichupté y la zona arrecifal de Puerto Morelos Quintana Roo, México, por su gran
actividad turistica. Se realizaron bioensayos agudos con antraceno benzo[a]pireno y fluoranteno en
el laboratorio con Artemia franciscana para calcular la CLg, y bioensayos subletales para evaluar el
dafio en el ADN, asi como bioensayos en presencia de radiacion solar probando concentraciones
de pg/L a ng/L en organismos arrecifales, entre ellos: Tozeuma carolinense, Strombus gigas,
Cladonema radiatum, Acartia spinata, Leander tenuicornis, Pachygrapsus gracilis, Hippolythe
zoostericola, Thor mannigi, Porites divaricata y como organismo control Artemia franciscana. Se
observd que las especies mas sensibles a fluoranteno fueron Tozeuma carolinense (15.2 pg/L),
Strombus gigas CLso (17.75 pg/L) y Cladonema radiata (20.6 pg/L). Las especies mas sensibles
para benzo[a]pireno fueron las larvas de Strombus gigas con una ClLsy de 17.05 ng/L, Acartia
spinata (1.8 ug/L) y Porites divaricata (2.7 ug/L). Los resultados demostraron que la exposiciéon de
los organismos marinos del Caribe a la presencia conjunta de HAPs y RSUV puede ser daiina y
provocar su muerte. La evaluacién de riesgo ecoldgico por exposicion a HAPs disueltos, demostré
que en la actualidad no existe riesgo por fototoxicidad en el complejo lagunar Bojorquez-Nichupté y
la zona arrecifal de Puerto Morelos, debido a que las concentraciones de HAPs en la columna de

agua estuvieron por debajo del limite de deteccion.

Palabras clave: fototoxicidad, HAPs, Caribe Mexicano, Artemia franciscana, arrecifes coralinos.
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ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons are a group of toxins that are widely distributed in the
environment. They are produced naturally as well as by and in the incomplete combustion of fossil
fuels. These compounds represent a risk for aquatic organisms due to their phototoxic potential
when exposed to solar UV radiation. Coral reefs are located in areas where high water
transparency allows for the penetration of solar UV radiation whereas intense touristic activities
introduce PAHSs into the environment. In Mexico, the Caribbean Sea due to its biodiversity is a
natural area of immeasurable value however, the rapid development of tourism has put this
ecosystem at risk. In this work the Puerto Morelos coral reef lagoon in Quintana Roo, Mexico was
chosen as a study area due to its wide spread tourism industry. Acute bioassays with anthracene,
benzo[a]pyrene and fluoranthene were run in laboratory-reared Artemia franciscana to calculate
their LCsq values and sublethal bioassays were run to evaluate DNA damage. Another series of
acute bioassays were run in the presence of solar radiation, testing pg/L to ng/L PAHs
concentrations with reef associated organisms like Tozeuma carolinense, Strombus gigas,
Cladonema radiatum, Acartia spinata, Leander tenuicornis, Pachygrapsus gracilis, Thor mannigi,
Hippolythe zoostericola, Porites divaricata as well as Artemia franciscana as the control organism.
The most sensitive species to fluoranthene were Tozeuma carolinense (LCsq 15.2 pg/L), Strombus
gigas (LCs 17.75 pg/L) and Cladonema radiatum (LCs 20.6 pg/L). The most sensitive species to
benzo[a]pyrene were Strombus gigas larvae with an LCs, of 17.05 ng/L, Acartia spinata (LCsp 1.8
pg/L) y Porites divaricata (LCso 2.7 ug/L). Results showed that the exposure of Caribbean coral reef
organisms to PAHs and solar UV radiation can be harmful and may result in mortality. The
ecological risk assessment of dissolved PAHs showed that at the present time there is no risk due
to phototoxicity in the Bojorquez-Nichupte lagoon complex and the coral reef zone of Puerto

Morelos, because the concentrations of PAHs in the water column are below the limits of detection.

Keywords: phototoxicity, PAHs, Mexican Caribbean, Artemia franciscana, coral reefs.
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INTRODUCCION

En el Caribe mexicano se ubica el segundo sistema arrecifal mas grande del mundo, el llamado
Sistema Arrecifal Mesoamericano (SAM), que se extiende desde la isla Contoy en el norte de la
Peninsula de Yucatan hasta las Islas de Bahia en Honduras (Principios de manejo para las areas
marinas protegidas, 2003). En este ecosistema se han identificado alrededor de 45 especies de
corales con asociaciones simbiéticas de flora y fauna como son algas, anémonas, esponjas,
moluscos, crustaceos, peces y corales blandos. Ademas el SAM es un recurso invaluable para las
comunidades vecinas.

Los arrecifes de coral representan un importante recurso desde el punto de vista
econdmico, pesquero Yy turistico, se localizan en zonas donde existen complejos hoteleros muy
grandes que ofrecen a los visitantes actividades recreativas como el buceo, navegacién con
veleros, renta de motos acuaticas, pesca deportiva, etc. La conservaciéon de estos ecosistemas es
de fundamental importancia por su gran biodiversidad, alta productividad, porque tienen una alta
retencion de nutrientes, su riqueza y abundancia de especies son comparables a una selva

tropical.

Las actividades antropogénicas han liberado al ambiente diversas sustancias toxicas, entre
éstas se han identificado los compuestos conocidos como hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs). Algunos HAPs exhiben un aumento en su toxicidad cuando el organismo que esta en
contacto con ellos se expone a la radiacion ultravioleta (280 a 400 nm). Esta toxicidad esta
directamente relacionada con la dosis de HAPs y la intensidad de la radiacion ultravioleta (Bowling
et al., 1983; Frank et al., 1986; Newsted y Giesy, 1987; Ankley et al., 1994 y 1995). La fototoxicidad
solo ocurre si la radiacion ultravioleta penetra el agua como es el caso de las areas superficiales
intermareales (Pelletier et al., 1997). Debido al efecto de la toxicidad fotoinducida es importante
realizar estudios en zonas donde la penetracion de la radiacion solar es mayor y donde existe gran
actividad de embarcaciones tanto turisticas como pesqueras ya que estas producen y arrojan al
ambiente HAPs.

En teoria, el efecto fototéxico de los HAPs puede representar un riesgo para los
organismos de latitudes tropicales debido a la mayor penetracion de radiacion total que reciben
anualmente estas areas debido a una mayor temperatura promedio, que puede influenciar la
disociacion, solubilidad y estabilidad de estos contaminantes, asi como la tasa metabdlica de los
organismos. Los estudios ecotoxicolégicos son importantes porque sirven de base para disefar

acciones preventivas o dar soluciones a los problemas generados por estos compuestos.



MARCO TEORICO

Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS)

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), también conocidos con el nombre de
hidrocarburos aromaticos polinucleares, son un grupo de sustancias de amplia distribucion
ambiental, producidos por procesos de combustién incompleta o pirdlisis de materiales organicos
(HAPs, pirogénicos) como la quema de carbdn, la industria metalurgica (produccién de acero y
hierro), la generacion de energia y calor y las emisiones de vehiculos. Los HAPs pueden formarse
lentamente (millones de afios) por el rearreglo y transformacion de materiales organicos biogénicos
a temperaturas moderadas de 100 a 300 °C para formar combustibles fésiles (HAPs,
petrégenicos). También pueden formarse a través de procesos relativamente rapidos (dias o afios),
por la transformacion de ciertas clases de compuestos organicos en suelos y sedimentos (HAPs,
diagénicos) y la biosintesis directa por organismos (HAPs, biogénicos); estos procesos han
elevado la concentracion de estos compuestos en el ambiente excediendo las fuentes naturales
(Fazio y Howard, 1983). Se ha estimado que las descargas globales en el ambiente acuatico, tanto
de fuentes naturales como de origen antropogénico son de 80,000 a 230,000 toneladas por afo.

Estos compuestos estan constituidos de carbon e hidrégeno arreglados en forma de dos o
mas anillos aromaticos fusionados, algunos tienen un anillo ciclopentano y/o heteroatomos, como
el nitrégeno o el azufre (Neff, 1979). Entre los HAPs se pueden mencionar el naftaleno, fenantreno,
fluoreno, benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, benzo[e]pireno, di-benzo[c,d,m]pireno, perileno y
coroneno. Los hidrocarburos de importancia ambiental estan arreglados de acuerdo a su peso
molecular del naftaleno (CioHs, PM 128.16) al coroneno (CosHqi> PM 300.26). Los HAPs mas
abundantes son los compuestos de bajo peso molecular y la abundancia tiende a disminuir con el
aumento del peso molecular. Los hidrocarburos de alto peso molecular son poco volatiles y poco
solubles.

Los HAPs entran al medio acuatico y pueden permanecer en la columna de agua o ser
rapidamente adsorbidos por la materia organica particulada que se sedimenta y asi pueden ser
asimilados por los organismos bentdnicos a través de la ingestion del detritus en el sedimento
(Frank et al., 1986). La temperatura y la salinidad tienen efecto en la solubilidad de los
hidrocarburos. Esta tiende a disminuir en forma lineal con el aumento de la salinidad. Cada
hidrocarburo puede tener una respuesta diferente ante el contenido de sales y pueden ser mas
solubles en agua dulce que en agua salada.

Debido a que algunos de estos compuestos son carcinogénicos, se ha despertado el

interés por entender su comportamiento en el ambiente. Pueden acumularse en la biota acuatica y



llegar afectar a los seres humanos. Landrum (1982), plante6 que es necesario desarrollar modelos
predictivos del comportamiento de los HAPs para conocer su destino en el ambiente. Las rutas de
remocion de los hidrocarburos del ambiente acuatico incluyen: la volatilizacién de la superficie del
agua (principalmente los de bajo peso molecular), la foto-oxidacién, la oxidaciéon quimica y la
transformacion biolégica por bacterias, hongos y otros organismos. Los mecanismos naturales de
transformacion oxidativa de estos compuestos requieren oxigeno molecular, radiacion solar o
ambos, y por ello son bastante estables y persistentes una vez que se incorporan a sedimentos
pobres en oxigeno.

La agencia de Protecciéon Ambiental de los Estados Unidos (USEPA; por sus siglas en
inglés) reconoce 129 HAPs como contaminantes prioritarios, de los cuales solo 16 se evaluan con
mas frecuencia. Algunos de ellos tienen la caracteristica de ser fototéxicos, es decir aumentan su
toxicidad debido a los cambios foto-inducidos por la radiacion solar o por la presencia de radiacion
UV. Se reconocen seis HAPs fototdxicos: antraceno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(a)pireno, fluoranteno y pireno. En el presente trabajo se probaron tres de los HAPs
fototdxicos: antraceno, benzo(a)pireno y fluoranteno.

El antraceno (tabla 1, fig. 1), es un hidrocarburo de bajo peso molecular de tres anillos.
Este se encuentra en los productos del petréleo en grandes concentraciones, es ubicuo en el
ambiente acuatico, ha sido detectado en efluentes industriales, en agua superficial, en sedimentos,
en agua subterranea y en agua potable. Se libera al ambiente por la combustién incompleta, por
fuentes naturales y antropogénicas (Irwin et al., 1997).

El benzo[a]pireno (BaP) (tabla 1, fig. 1), es un hidrocarburo de alto peso molecular de cinco
anillos. La USEPA lo clasifica como un contaminante carcinogénico, es ubicuo en el ambiente, se
encuentra en el petréleo y sus derivados; ademas es un producto de la combustién incompleta. Se
reportan grandes concentraciones cerca de la fuente de origen, su presencia en lugares distantes
de las fuentes indica que es estable en la atmdsfera y capaz de transportarse a grandes distancias.
Se ha observado que organismos de laboratorio desarrollan tumores por exposicion dérmica o
inhalatoria, ademas causa efectos a nivel enddcrino y reproductivo. El BaP es lipofilico cuando los
organismos son expuestos a altas concentraciones (Irwin et al., 1997).

El fluoranteno (tabla 1, fig. 1), es un hidrocarburo de alto peso molecular de cuatro anillos.
Es catalogado como pro-carcinogénico, es irritante, se libera en el agua y en el aire, es un producto
de la combustion de la materia organica, esta presente en petréleo y sus derivados, se produce por
actividades antropogénicas en grandes concentraciones. Cuando es liberado en aire se asocia con
la materia organica particulada y se bioconcentra en los organismos acuaticos (Irwin et al., 1997).

La toxicidad de la sustancia esta en funcién de diversos factores fisicos, quimicos y
biolégicos. Diversas sustancias tienden a acumularse en los tejidos de los organismos

(bioconcentracion), para calcular la bioconcentracién se utilizan algunos indices como el



coeficiente de particion n-octanol/agua (Kow) que se determina como el cociente de la solubilidad

del toxico en (n-octanol) entre la solubilidad del mismo en agua.

El logaritmo de Kow, es la medida de la afinidad de la sustancia por los lipidos, ya que el

(n-octanol, es una sustancia lipofilica o liposoluble) y es de uso nivel Internacional.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas del antraceno, fluoranteno y BaP.

HAP Caracteristica Peso Solubilidad a Punto de Punto de Log. Kow
molecular 25 °C (mglL) fusién (°C) ebullicion
(g/mol) (°C)
Antraceno Fototdxico, 178.24 0.043-0.075 216-219 340 4.54
procarcinogénico
Fluoranteno Fototéxico 202.26 0.1 +0.06 107-110 375 4.7-6.5
procarcinogénico
Benzol[a]pireno Fototdxico 252.3 0.000172-0.0080 179-179.3 >360 a 760 4.05-8.5
carcinogénico mmHg

Log. Kow: logaritmo del coeficiente de particiéon n-octanol/agua



Benzo[a]pireno (BaP) Fluoranteno (FL)

Antraceno (Ant)

Figura 1. Estructura quimica de los hidrocarburos aromaticos policiclicos: Benzo[a]pireno
(BaP), Fluoranteno (FL) y Antraceno (Ant). Empleados en el presente trabajo.

El destino del quimico, es decir la acumulacién y la excrecion, asi como la accién toxica o
adaptativa se llevan a cabo a nivel celular. Las respuestas celulares demuestran ser herramientas
utiles para la deteccién de la exposicion a un quimico. Actualmente, las reacciones celulares se
han empleado como biomarcadores de exposicidon. Su uso, sin embargo, es todavia limitado
debido que existe un vacio del conocimiento de los mecanismos que intervienen en los cambios
celulares inducidos por sustancias toxicas, asi como de las condiciones en que estas
modificaciones se convierten en alteraciones a nivel biolégico superior.

Se ha demostrado que los HAPs provocan alteraciones y rupturas en la cadena de ADN y
también que estos compuestos pueden unirse a esta molécula produciendo aductos. Se ha
empleado la electroforesis unicelular también conocida como el ensayo Cometa en estudios de
dafio y reparacion, biomonitoreo y toxicologia genética por su facilidad de realizacién (Singh et al.,
1988; Mc Kelvey-Martin et al., 1993).

El efecto de la fototoxicidad en los HAPs.
Los HAPs representan un riesgo para los organismos acuaticos debido a su potencial para

producir fototoxicidad. La toxicidad de estos compuestos aumenta varios 6rdenes de magnitud con

la presencia de radiacion solar ultravioleta (RSUV) (280 a 400 nm). Esto puede ocurrir como



resultado de las transformaciones estructurales inducidas por la radiacion solar. La toxicidad
también puede presentarse a través de la fotosensibilizacion causada por la activacion de quimicos
bioacumulados en los tejidos (Barrén et al., 2000). Asi la radiacion solar UV puede interactuar
directamente con el compuesto en la columna de agua o bien, puede afectar a los organismos que
han acumulado los compuestos quimicos. Por lo anterior, los habitats superficiales como las areas
intermareales pueden estar en mayor riesgo de que este fendmeno ocurra (Pelletier et al., 1997).

La naturaleza fotodinamica de los HAPs resulta de su habilidad para absorber la energia
de la radiacion solar ultravioleta produciendo moléculas excitadas de uno o tres radicales (Oris y
Giesy, 1986; Mekenyan et al., 1994). La toxicidad ocurre cuando la radiacion solar ultravioleta
excita los electrones en los HAPs, fotoactivandolos. La molécula fotoactivada puede transferir la
energia al oxigeno molecular, lo que resulta en la formaciéon de radicales libres de oxigeno y
especies oxigeno reactivas (aniones superéxidos e hidroxilos) que pueden dafiar las membranas
bioldgicas y provocar dafio oxidativo en los organismos (Ankley et al., 1995; Monson et al., 1995;
Barata et al., 2002). Estos productos oxidantes (radicales libres, oxigeno y nitrégeno reactivo)
pueden producir alteraciones en las macromoléculas de las células ya que provocan en los
sistemas de defensa antioxidante de la célula, una condicién llamada “estrés oxidativo”, que
conlleva una toxicidad subsecuente (Pompella, 2001). El efecto fototoxico de los HAPs puede
representar un mayor riesgo para los organismos de latitudes tropicales, debido a que estas areas
presentan anualmente mayor penetracion de la radiacion solar UV total y temperatura promedio.
Estas condiciones pueden influenciar la disociacién, solubilidad y estabilidad de estos
contaminantes, asi como las tasas metabdlicas de los organismos.

Con relacién a la toxicidad fotoinducida en organismos bénticos, se han realizado estudios
para demostrar que los HAPs aumentan su toxicidad al ser expuestos a la radiacion solar UV. Al
respecto, Oris et al., (1984) dieron evidencias de que el antraceno es solo uno de los HAPs que
puede causar toxicidad fotointensificada en la mojarra Lepomis spp. Asi, es necesario definir su
impacto, ya que con el uso de combustibles fésiles como fuente de energia se espera que se
incremente la carga ambiental de HAPs, junto con el aumento en la intensidad de la radiacion UV
debida al deterioro de la capa de ozono. (Landrum et al., 1987).

Los HAPs ejercen fototoxicidad aguda en concentraciones tres 6rdenes de magnitud
menores a las que se requieren para la toxicidad aguda en ausencia de radiacion solar ultravioleta
(Landrum et al., 1987). La fototoxicidad es aparentemente mayor en los HAPs con mayor peso
molecular y en los que tienen grupos alquilos. Las concentraciones de HAPs fototoxicos y la
penetracion de la radiacion solar UV son suficientes en los Grandes Lagos (EEUU) para predecir
fototoxicidad, especialmente para las larvas de peces y zooplancton que viven cerca de la

superficie (Landrum et al., 1987)



Por otro lado se ha determinado que las tasas de fotomodificacién de tres HAPs (fluoreno,
pireno y naftaleno) son bastante rapidas. Los compuestos formados contribuyen también a la
toxicidad siendo mas toxicos los HAPs modificados que los compuestos parentales (Ren et al.,
1994).

El uso de Artemia franciscana como un organismo bioindicador.

El interés principal del género Artemia surgié por su empleo como alimento vivo en el cultivo de
algunas especies de importancia comercial como camarones y peces. En México se encuentran
poblaciones de esta especie, las cuales se han identificado en los siguientes sitios: Baja california:
Guerrero Negro, Pichilingue e Isla del Carmen; Sonora: Yavaros; Sinaloa: Bahia de Ceuta;
Oaxaca: Salina Cruz; Chiapas: Sistema Lagunario, Laguna del Mar Muerto, La Joya, Buenavista,
Los Palos, Solo Dios, Carretas, Pereyras, Chanchuta y Panzacola; San Luis Potosi; Las Salinas
yYucatan: San Crisanto (Castro et al., 1991).

Mediante la utilizacion de técnicas bioquimicas, se ha podido confirmar la taxonomia
establecida por diversos autores. Por lo anterior, se reconocen cuatro especies bisexuales de
Artemia, las cuales son: A. franciscana, A. monica, A. urmiana 'y A. persimilis.

El género Artemia forma parte de los crustaceos braquidpodos, anostraceos caracterizados
por estar dotados de apéndices toracicos en forma de hoja, portadores cada uno de una branquia y
por la ausencia de un caparazon rigido. Se subdivide en seis especies bisexuales y un gran
numero de poblaciones partenogenéticas. Las caracteristicas en comun de este género son su
adaptabilidad a amplios intervalos de salinidad (5-250 g/L), un corto ciclo de vida, una alta
adaptabilidad a condiciones adversas y alta fecundidad. Tienen dos estrategias reproductivas, la
bisexual y la partenogenética (con la produccion de nauplios o quistes) (Nunes et al., 2006). La
Artemia es un crustaceo filtrador no selectivo, basa su alimentaciéon en la captura de bacterias
(Halobacterium, Halococus), algas unicelulares (Dunaliella salina'y D. viridis) y pequefios protozoos
y detritos en el medio ambiente en que vive.

En términos generales, su umbral de sobrevivencia es de 6 °C y 35 °C, aunque estos
limites no son fijos, y estan intimamente ligados a las caracteristicas de cada raza, variedad o cepa
geografica (Amat, 1985).

La Artemia debido a que es un organismo que se localiza en ambientes acuaticos salinos y
marinos, juega un papel importante en la cadena alimenticia. Los huevos o quistes permiten
obtener nauplios, que debido a su rapido crecimiento y facil mantenimiento en el laboratorio (Amat,
1985), permiten tener una poblacion de edad y condicion fisiolégica estable. Ademas con los

trabajos mencionados anteriormente se demuestra que puede ser usado en bioensayos para



probar diferentes compuestos toxicos y asi evaluar los efectos adversos asociados a esas
sustancias.

Por lo tanto, las caracteristicas intrinsecas de este género lo hacen un organismo
conveniente y confiable, en la practica de la investigacién ecotoxicolégica (Nunes et al., 2006), y
adecuado para ser empleado en pruebas de toxicidad.

Importancia del Caribe Mexicano.

Debido a todo lo anteriormente mencionado, es importante realizar estudios en zonas
donde la penetracion de la radiacion solar es mayor y donde existe gran actividad de
embarcaciones tanto turisticas como pesqueras, ya que éstas producen al quemar el combustible
HAPs y los arrojan al ambiente. Un ejemplo de este tipo de zonas es el Caribe Mexicano.

En el Caribe mexicano se ubica el segundo sistema arrecifal mas grande del mundo: el
Sistema Arrecifal Mesoamericano, que comienza en la Peninsula de Yucatan y termina en el Golfo
de Honduras. En este ecosistema se han identificado alrededor de 45 especies de corales con
asociaciones simbidticas de flora y fauna como son algas, anémonas, esponjas, moluscos,
crustaceos, peces y corales blandos.

Los arrecifes de coral representan un importante recurso desde el punto de vista
econdémico, pesquero y turistico, se localizan en zonas donde existen complejos hoteleros muy
grandes que ofrecen a los visitantes actividades recreativas como el buceo, navegacion con
veleros, renta de motos acuaticas, pesca deportiva, etc. La conservacion de estos ecosistemas es
de fundamental importancia por su gran biodiversidad y alta productividad, porque tienen una alta
retencion de nutrientes, y una riqueza y abundancia de especies que los hacen comparables a una
selva tropical.

Esta area por lo tanto se encuentra sujeta a las presiones ambientales propias del
desarrollo urbano y las producidas por el uso de este ecosistema para diversas actividades
recreativas. Se generan sustancias que son arrojadas al ambiente, asi como la quema de
combustibles fosiles que producen HAPs que podrian poner en riesgo a este habitat. Debido a la
importancia de este ecosistema, como en virtud de la inminente alteracion que el Caribe Mexicano
y en particular de la zona conocida como la “Riviera Maya”, donde se incluye la zona de estudio, se
realizé esta investigacion para evaluar una de las muchas sustancias que pueden ponerlo en
riesgo.

La caracterizacion quimica no es suficiente para evaluar el impacto biolégico y para establecer
medidas de proteccion al ambiente, es necesario reforzar estos analisis con la evaluacion
toxicolégica. En la actualidad se realizan ademas de los analisis fisicos y quimicos, pruebas

biolégicas conocidas como bioensayos. Estos se definen de manera general de acuerdo con:



» Su duracion: corto, mediano o largo plazo.
» El método usado para incorporar la muestra al sistema de ensayo: estatico, con
renovacion, de flujo continuo.
> El proposito para el cual son utilizados: control de calidad de vertidos, evaluaciéon de
compuestos especificos, toxicidad relativa, sensibilidad relativa, etc. (Ronco et. al., 2004).
Los bioensayos son herramientas de diagnostico adecuadas para determinar el efecto de
agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba bajo condiciones experimentales
especificas y controladas. Entre los efectos que se evaluan con los bioensayos se incluyen la
muerte, el crecimiento, la proliferacion y los cambios morfoldgicos, fisiolégicos o histoldgicos
(Ronco et al., 2004).
Por lo anterior, se determind realizar bioensayos que nos permiten evaluar las condiciones
ambientales y proponer los requerimientos de la calidad del agua que garanticen condiciones
adecuadas para la vida acuatica. Con los bioensayos se puede evaluar los efectos de la accién

conjunta de los HAPs con la radiacion solar con especies de la zona de estudio.

Evaluacion de riesgo ecoldgico (ERE).

La evaluacion de riesgo ecolégico es un procedimiento cientifico util en la toma de decisiones en
materia ambiental, que evalia y asigna probabilidades a los posibles efectos de las actividades
humanas sobre el medio ambiente (Chapman, 2006). El objetivo de la evaluacién de riesgo
ecologico (ERE) es predecir las consecuencias de las diversas actividades antropogénicas en los
ecosistemas.

La evaluacion de riesgo ecoldgico se define como un proceso que evalla la probabilidad
de los efectos ecologicos adversos que pueden ocurrir o estan ocurriendo como resultado de la
exposicion a uno o mas estresores (USEPA, 1992), es decir identifica las interacciones de los
multiples estresores en el sistema y de los procesos que influyen sobre sus componentes. Ademas
ayuda, a identificar problemas ambientales, establecer prioridades y proporciona una base
cientifica para acciones regulatorias o la instrumentacién de programas de restauracion.

En los ultimos afios la ERE se ha convertido en una herramienta util para desarrollar
programas de proteccidn ambiental, pues sirve para apoyar la toma de decisiones para el manejo
del ambiente (Evans et al., 2003). La ERE contribuye al desarrollo de criterios de calidad de agua,
criterios de calidad de sedimento y uso de andlisis de alcances. El proceso se aplica para evaluar
los riesgos asociados a las actividades antropogénicas.

Como parte de la ERE, se desarrollan los modelos conceptuales que resumen los
resultados de la formulacion del problema, etapa de la evaluaciéon en la que se examinan los

factores causantes de estrés ambiental y los posibles efectos ecoldgicos, asi como las



caracteristicas del ecosistema en riesgo (Evans et al., 2003). Los causantes del estrés y los
efectos serviran de guia para la fase analitica de la evaluacién de riesgo, en la que se elabora la
descripcion del sitio, se seleccionan los indicadores apropiados y se desarrollan las hipotesis que
trataran de ser demostradas a lo largo de la evaluacion.

El modelo conceptual es una descripcion grafica o verbal del escenario de evaluacion,
incluye la descripcion de la fuente de contaminacion, del medio ambiente aledafio y de los
procesos por los cudles los receptores pueden estar expuestos directa o indirectamente a los
contaminantes.

En el presente trabajo se propuso una evaluacion de riesgo ecolégico a través del método
del cociente de peligro, en un sitio donde se sabe que las embarcaciones de transporte y
recreativas requieren de combustibles de origen fésil, que al ser quemados se disponen en el
ambiente hidrocarburos aromaticos policiclicos. El fluoranteno, el benzo[a]pireno y el antraceno
son los hidrocarburos mas abundantes producidos por la quema de combustibles, y pueden
representar un riesgo para los organismos acuaticos debido a su potencial para producir
fototoxicidad en presencia de radiacién solar ultravioleta (UV). Es por ello que se seleccionaron
como sustancias de interés potencial para este estudio.

Los organismos de ambientes arrecifales superficiales estan expuestos a altos niveles de
radiacion UV y no existe informacion de la accion conjunta de los HAPs y la radiacion UV sobre la
biota arrecifal de México, es por ello que los organismos de estos sistemas se seleccionaron como
adecuados para esta evaluacioén de riesgo.

La agencia de de proteccion de Estados Unidos (USEPA, por sus siglas en inglés)
reconoce tres pasos generales para evaluar el riesgo ecoldgico (USEPA, 1998):

» Formulacién del problema.
» Analisis.

» Caracterizacion del riesgo.

Formulacion del problema.

En esta fase se define el problema del sitio a evaluar y el objetivo de la evaluacion. Se realiza una
busqueda de informacion del sitio de estudio que comprende: fuentes de contaminacion, tipos de
receptores, tipos de contaminantes presentes y sus concentraciones en los diferentes medios. El
producto final en esta etapa, es un modelo conceptual que identifica los valores ambientales a ser
protegidos y las rutas de exposicion (USEPA, 1998).

Para la caracterizacion ambiental es necesaria la busqueda de informacién acerca del sitio
(ubicacién, fuentes de contaminacién), asi como el muestreo y el analisis de los medios afectados

para poder conocer los contaminantes presentes y sus concentraciones. Por lo tanto es necesario
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también establecer con toda la informacién, cuales son los medios afectados, las rutas de
exposicion de los contaminantes, los tipos de receptores y la vias de exposicion para cada
receptor, obteniendo un modelo conceptual, el cual es una representacion grafica de lo descrito

anteriormente.

Andlisis (caracterizacioén de la exposicién y caracterizacion de los efectos ecolégicos).

En esta etapa se recaba informacion de aspectos relacionados con la exposicion ambiental y
caracteristicas relacionadas con el contaminante y su respuesta. Con respecto a la exposicion se
indica como puede ocurrir la exposicién de los receptores a los contaminantes y en que magnitud
asi como los aspectos relacionados con el contaminante y su respuesta indican los potenciales
efectos ecoldgicos que pueden esperarse si ocurre la exposicion.

Para la caracterizacion de los efectos es recomendable obtener concentraciones o dosis
toxicologicas propias de las especies del sitio de estudio, por medio de experimentos que
relacionen las diferentes dosis con el o los efectos adversos, para asi encontrar la dosis o

concentracion en la que no se presentan efectos.

Caracterizacion del riesgo.

En esta ultima etapa se relacionan la caracterizacion de los efectos y la exposicion. El riesgo
puede estimarse de una manera cuantitativa o cualitativa, dependiendo de la informacién con la
que se cuente.

Para caracterizar el riesgo ecolégico se emple6é el método del cociente de peligrosidad
(USEPA 1998). Que consiste en comparar exposiciones puntuales y estimaciones de los efectos,
mediante a la aplicacion del cociente de peligro (CP). Este cociente se expresé como la division de
la concentracion o dosis de exposicién, dividida entre una dosis de referencia llamada valor
toxicologico de referencia (USEPA, 1998).

En México existen diferentes leyes encargadas y normas oficiales mexicanas (NOM) de
sitios contaminados o de sitios remediados, que establecen limites maximos permisibles para el
ambinete pero no existen muchos trabajos acerca de las concentraciones maximas permisibles
adecuadas a los ecosistemas mexicanos y mucho menos lo relacionado a evaluaciones de riesgo
ecoldgico. En la Guia técnica para orientar la elaboracion de estudios de evaluaciéon de riesgo
ambiental de sitios contaminados, se explica que los estudios de riesgo ambiental tienen como
objetivo definir si la contaminacion existente en un sitio representa un riesgo tanto para el medio
ambiente como para la salud humana, asi como los niveles de remediacién especificos del sitio en

funcién del riesgo aceptable. En esta guia se explican los diferentes niveles en la evaluaciéon de
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riesgo ecoldgico. En el presente trabajo se realiza una evaluacion nivel 1, la cual se elabora
cuando se trata de areas naturales protegidas o areas no urbanas con actividad agropecuaria
(agricola/ ganadera/piscicola), donde los posibles receptores de la contaminacién puedan ser:

» Especies de uso o valor econémico.

> Especies protegidas.

» Ecosistemas valiosos.
y no existe la informacién toxicolégica necesaria para realizar la evaluacion de riesgo ecoldgico
(Ruiz, 2006).
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ANTECEDENTES

Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS).

La investigacién de los HAPs se ha dirigido a cuantificar su contenido en suelo y sedimentos
(Blumer y Youngblood, 1975; Brannon, et al., 1993), determinar el contenido de hidrocarburos en
alimentos (Fazio y Howard, 1983), el desarrollo de técnicas para cuantificar e identificar su
presencia (Landrum et al., 1984), evaluar su entrada a sistemas acuaticos, depuracion,
biotransformacion, biodisponibilidad y toxicocinética asociados a sedimentos (Eadie et al., 1982;
Landrum, 1982; Frank, et al., 1986; Landrum, 1988; Landrum, 1989 y Oikari y Kukkonen, 1990),
entre otros.

En México, los estudios sobre hidrocarburos se han enfocado a investigar los mecanismos
de degradacion de hidrocarburos saturados o parafinas y de HAPs (Lee, 1977; Oppenheimer,
1980), la eliminaciéon o metabolismo por organismos marinos (Gould y Koons, 1980), la interaccién
con otros factores tales como salinidad, pH, materiales suspendidos y temperatura (Baker, 1980);
los efectos en la sobrevivencia de organismos marinos, crustaceos, poliquetos, equinodermos,

corales y una amplia variedad de invertebrados de agua dulce (Botello et al., 2005).

El efecto de la fototoxicidad de los HAPs.

Boese et al. (1997) confirmaron que la exposicidén a la radiacion UV intensifica la toxicidad del
fluoranteno en cinco especies bentonicas (Rhepoxynius abronius, Eohaustorius estuaris,
Leptocheirus plumulosus, Grandidierella japonica y Corophium insidiosum). Las especies que de
manera natural estan expuestas a la radiacion solar (Excirolana vancouverensis y Emerita analoga)
fueron menos sensibles; asi concluyeron que la sensibilidad al fluoranteno de los organismos de
prueba esta inversamente relacionada con la exposicion potencial a la radiacién solar en la
naturaleza, y que los organismos tienen mecanismos de proteccion contra el efecto directo de la
radiacion UV, estos tienen pigmentos que reflejan o absorben la radiacién UV permitiendo que
entren en accion los mecanismos de reparacién del ADN.

Oris et al. (1998) realizaron dos experimentos en el Lago Tahoe para valorar el impacto de
las emisiones de embarcaciones sobre el zooplancton y larvas de peces. El agua se colecto
diariamente de lugares cercanos y otros lejanos a la orilla en sitios que representaban areas de
alta y baja actividad de lanchas. Entonces realizaron pruebas de toxicidad con el agua colectada
de los diferentes sitios empleando Ceriodaphnia dubia y larvas de peces (Pimephales promelas). El

analisis quimico revelé una buena correlacion entre el pico de actividad de las embarcaciones y las
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concentraciones en el lago (rango de 5-70 ng HAPs/L). Los autores concluyeron que los materiales
fototoxicos estan presentes en el lago Tahoe en niveles suficientes para observar impactos
negativos sobre el crecimiento de los peces y sobre la sobrevivencia y reproduccion del
zooplancton; demostrando asi que los HAPs representan un riesgo ecoldgico, aun cuando sus
concentraciones en agua sean del orden de los ng/L.

Existe poco conocimiento sobre el impacto combinado de los hidrocarburos y la RSUV
sobre organismos arrecifales. A la fecha existe un trabajo realizado en la bahia de Kaneohe en la
Isla de Oahu, Hawaii, realizado por Peachey y Crosby (1996). En este estudio se efectuaron
pruebas de toxicidad en el laboratorio y en el exterior con nauplios de Artemia salina, Callispongia
diffusa, planulas de Fungia scutatia, Montipora verrucosa, Pocillopora damicornis y Porites
compressa, el zoosantido Zoanthus pacificus, el poliqueto Platynereis dumeralii, el camaroén
Alpheopsis sp., el anfipodo Amphilocus likelike, el gasterépodo Bittum parum y juveniles de peces
Chanos chanos. Los resultados demostraron que el antraceno y el pireno eran fototdxicos para la
mayoria de las especies de prueba, aunque no eran téxicos en la obscuridad; también se demostré
que los organismos traslucidos o de coloracién clara eran mas sensibles que los que tenian
coloracion oscura. Asi concluyeron que la bioacumulacion de los hidrocarburos y la absorcion de la
radiacién UV son necesarios para que la fototoxicidad ocurra, demostraron que esta toxicidad es
dependiente de la concentracion del hidrocarburo, de la intensidad y de la longitud de onda de la
radiaciéon UV. Asi, el petréleo disuelto o compuestos como los HAPs, pueden ser peligrosos para la
biota de aguas superficiales que estan expuestas a la RSUV.

Diversos agentes fisicos como la radiacion solar, rayos X, y una gran variedad de
sustancias quimicas pueden dafar la cadena de ADN en las células de los organismos. Si estas
lesiones en la moléculas de ADN no son reparadas pueden iniciar una cadena de consecuencias
bioldgicas a todos los niveles del organismo (celular, drganos y tejidos) y finalmente a nivel de la
poblacion y la comunidad (Lee y Steinert 2003). Por este motivo es necesario desarrollar métodos
sensibles y seguros para evaluar el impacto de estos compuestos a nivel celular y prevenir asi los
efectos a niveles superiores (Mitchelmore et al., 1998).

Los HAPs y la intensidad de la radiacion ultravioleta producen fototoxicidad (Bowling et al.,
1983; Frank et al., 1986; Newsted y Giesy, 1987; Ankley et al., 1994 y 1995; Monson et al., 1995).
Asi, el mecanismo involucrado para producir dano implica la fotoionizacién del compuesto
aromatico produciendo un radical catién. Este puede unirse directamente a la cadena de ADN,
danandola, o pueden producirse especies de oxigeno reactivas (ROS) que pueden dafiar el ADN al
unirse a éste.

Se han desarrollado diferentes métodos para detectar dafio en la cadena de ADN como el
ensayo de micronucleos, el cual se basa en detectar fragmentos de cromosomas produciendo

hebras de ADN las cuales no se reincorporan al nucleo hijo y se transforman en nucleos o
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micronucleos. En el ensayo de intercambio de cromatidas hermanas hay una evaluacion del
intercambio de fragmentos de cromosoma entre hermanas después de la formacion de hebras en
el ADN. Uno de los primeros métodos para medir el rompimiento de la cadena de ADN empleado
para animales acuaticos es la desnaturalizacién en condiciones alcalinas determinado por la
incorporacion de un colorante fluorescente en la doble cadena de ADN.

El método empleado mas reciente es el llamado electroforesis en gel de células
individuales (single cell gel electrophoresis) o ensayo cometa. Esta técnica detecta rompimientos
de las hebras del ADN vy sitios alkali labiles midiendo la migracion del ADN de nucleos
inmovilizados en un gel. El ensayo cometa ha sido ampliamente usado en estudios con mamiferos
incluyendo el hombre, por sus ventajas sobre otros métodos citogenéticos (bajo costo, rapidez,
simplicidad de método, nimero pequefo de células <10,000) y se ha demostrado que esta técnica
es un buen biomarcador de dafo de la cadena de ADN (Singh et al., 1988; McKelvey-Martin et al.,
1993; Fairbairn et al., 1995). Esta técnica se ha empleado en organismos acuaticos, principalmente
en moluscos como ostras, mejillones, ostiones y en crustaceos; por ejemplo se ha evaluado el
dafio en embriones del cangrejo azul Callinectes sapidus, y del camarén de pastos Palaemonetes
pugio (Steinert et al., 1998; Mitchelmore et al., 1998; Wilson et al., 1998; Lee y Kim, 2002; Pruski y
Dixon 2002; Hook y Lee 2004, Lee y Steinert, 2003; Lee, 2004).

Después de una amplia busqueda bibliografica no se encontraron publicaciones donde se

aplique el ensayo cometa con ninguna especie del género Artemia como organismo experimental.

El uso de Artemia franciscana como un organismo bioindicador.

Los diferentes estadios del ciclo de vida del género Artemia se han empleado en diversos estudios
toxicoldgicos que incluyen la evaluacion de la calidad de agua en el Golfo Thermaikos, el Golfo
Pagassitikos y la isla Skiathos en el Norte del Mar Egeo en Grecia; la calidad del agua (agua
marina y de agua dulce) con A. franciscana se evalué en Magnesia, Grecia (Podimata, Koutseris y
Tsiropoulos, 2004; Kungolos et al., 2003). Se probé la toxicidad de extractos algales solubles en
agua como aldehidos 2E,4 E-decadienal, decanal, undecanal y el acido graso eicosapentanoico,
sobre el éxito reproductivo y el crecimiento larval de Artemia salina (Caldwell et al., 2003). Se
evalud en el experimento “Biostack” a bordo del Apolo 16 (Ruther W, et al., 1974; Graul, et al.,
1975). Bucker y Horneck, (1975) utilizaron A. salina para evaluar la respuesta de las particulas de
alta energia (HZE por sus siglas en inglés) de radiacion césmica durante el vuelo espacial del
Apolo 16 y 17 y se observd la muerte de los organismos en los diferentes estadios de desarrollo
asi como malformaciones en el abdomen y en las extremidades de los nauplios al ser expuestas a
estas particulas. Jiménez et al., (2006), observaron las respuestas letales a diferentes metales

como niquel y zinc. Se han realizado bioensayos con A. franciscana para probar la actividad de
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insecticidas como compuestos de cianohidrinas y monoterpenoides. También se ha utilizado A.
franciscana para evaluar fungicidas (Guida, Inglese y Meric, 2008; Peterson, et al., 2000) asi como
en la evaluacion de la toxicidad y bioacumulaciéon de compuestos organotinos (Kungolos et al.,
2001). Se han evaluado los efectos del espectro de la radiacién sobre la toxicidad fotoinducida de
tres hidrocarburos aromaticos (Diamond et al. 2000). La utilidad de A. franciscana para pruebas de
toxicidad estandar es tal que, la empresa MicroBioTests vende un kit para realizar pruebas de
toxicidad aguda con A. franciscana que permite evaluar la toxicidad de diferentes matrices como
agua y sedimento.

En México existe un proyecto para usar esta especie en la evaluacién de la toxicidad
aguda para cuerpos de aguas salobres y marina asi como en aguas residuales industriales,
municipales y agricolas, lixiviados, sustancias puras o combinadas y extractos acuosos con
salinidades mayores a 10 g/L (Norma mexicana NMX-AA110-1995-SCFI analisis de agua.
evaluacion de toxicidad aguda con A. franciscana Kellogs (crustacea-anostraca). Método de

prueba.
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Estudios de fototoxicidad en el Caribe Mexicano.

Para el Caribe Mexicano existe solo un estudio sobre los efectos fototdxicos de los HAPs
en la laguna arrecifal de Puerto Morelos, Quintana Roo, México, el cual fue resultado del presente
trabajo, en este se observaron los efectos de la relaciéon conjunta de la radiacion solar UV y el
hidrocarburo aromatico policiclico, fluoranteno empleando el coral Porites divaricata, el cual se
expuso a diferentes concentraciones nominales de fluoranteno, se observé que los simbiontes
fotosintéticos del coral disminuyeron su eficiencia fotoquimica conforme a incrementos en la
concentracion de fluoranteno asi que en la mayor concentracion 60 pg/L se observd una
disminucion significativa de esta hasta causar mortalidad. Sin embargo en la misma concentracion
pero sin radiacién UV los organismos no murieron aunque si hubo corales blanqueados. Los
resultados de este trabajo demostraron que la fototoxicidad de los HAPs constituyen un factor de
estrés que necesita estudiarse con mas detalle en los ecosistemas arrecifales (Guzman-Martinez
et al. 2007).

Estudios de evaluacion de riesgo ecolbgico.

En la actualidad no existe ningun estudio de riesgo ecoldgico para el Caribe Mexicano ni para la

evaluacion de riesgo por fototoxicidad.
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AREA DE ESTUDIO

Se seleccionaron dos zonas para el estudio de campo: a) la zona arrecifal de Puerto Morelos,
Quintana Roo, la cual forma parte de la barrera arrecifal denominada “El Gran Cinturén de
Arrecifes del Atlantico Occidental” considerada como la segunda barrera arrecifal mas grande del

mundo y b) el complejo lagunar Bojorquez-Nichupté (Fig. 2).

Zona arrecifal de Puerto Morelos, Q.R.

Las principales formaciones arrecifales se desarrollan en el suroeste de la plataforma insular,
formando parte del Sistema Arrecifal Mesoamericano, el cual se inicia en la Peninsula de Yucatan
y termina en el Golfo de Honduras. La laguna arrecifal de Puerto Morelos forma parte del Mar
Caribe, se extiende al norte hasta la colindancia con el parque nacional Costa Occidental de Isla
Mujeres, Punta Cancun y Punta Nizuc, abarcando la laguna arrecifal, que se situa entre la playa y
las formaciones de coral, la propia barrera de arrecife coralino y la parte marina al este de la
misma, hasta una profundidad aproximada de 35 metros.

Se ubica a una latitud de 21° 00°00"" y 20° 48°33"" Norte y una longitud de 86° 53" 14.4"" y
86° 46° 38.94"" Oeste, a 35 kildbmetros al sur de la Ciudad de Cancun, Quintana Roo. Tiene una
anchura de entre 550 y 1500 m, una profundidad promedio de 3 m (Merino y Otero, 1991) y una
extension aproximada de 9066 hectareas (INE-SEMARNAP, 2000).

Complejo lagunar Bojorquez-Nichupté, Q. R.

El complejo lagunar Bojorquez-Nichupté esta ubicado entre los 86° 46' y 86° 50' de longitud oeste y
los 21° 02' a los 21° 06' de latitud norte. El sistema comprende principalmente las lagunas
Bojorquez esta se comunica con la Cuenca norte por dos canales, ubicados en su margen
occidental (Canal Norte y Canal Sur) (Gonzalez et al., 1992) y Nichupté. Ademas existen otras dos
lagunas mas pequefias (Somosaya y rio Inglés), las cuales se caracterizan por sus numerosos

cenotes sumergidos, estos aportan cantidades considerables de agua dulce al sistema.
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Figura 2. Ubicacién geografica de la zona de estudio: a) zona arrecifal de Puerto Morelos y
b) complejo lagunar Bojorquez-Nichupte, en Quintana Roo.
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JUSTIFICACION

Debido al aumento de sustancias de origen antropogénico que son liberadas al ambiente, es
necesario realizar investigaciones de los efectos de los contaminantes como los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs) para construir una base de datos para los corales y organismos
asociados a este tipo de ambientes y asi poder establecer normas y regulaciones que protejan
estos ecosistemas.

En México no existen estudios sobre los efectos fototoxicos de los HAPs en ambientes
tropicales ni evaluaciones de riesgo ecoldgico, por lo que en este trabajo se evaluo la fototoxicidad
y el riesgo ecoldgico en el Caribe Mexicano. Los resultados pudieran hacer necesario legislar las
embarcaciones que generan los hidrocarburos aromaticos policiclicos para controlar las

concentraciones en el ambiente.
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HIPOTESIS

Los organismos presentes en la zona arrecifal de Puerto Morelos y el complejo lagunar Bojorquez-
Nichupté expuestos al antraceno, el benzo[a]pireno y el fluoranteno en presencia de radiacion solar
UV, presentaran efectos de fototoxicidad (dafio al ADN y mortalidad), y si los niveles ambientales

son suficientes, entonces estos ecosistemas podrian estar en riesgo.
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OBJETIVOS.

Objetivo general.

. Evaluar el efecto fototoxico y el riesgo ecoldgico de los hidrocarburos aromaticos policiclicos:
antraceno, benzo[a]pireno y fluoranteno utilizando como organismos indicadores a Artemia
(Artemia franciscana) y diversos organismos de la zona arrecifal de Puerto Morelos y del

complejo lagunar Bojorquez-Nichupte en Quintana Roo, bajo condiciones de laboratorio.

Objetivos particulares.

» Evaluar la toxicidad letal media (CLs,) de los hidrocarburos aromaticos policiclicos antraceno,
fluoranteno y benzo[a]pireno mediante el uso de radiacion ultravioleta artificial (RUVA) en

metanauplios y adultos de Artemia franciscana.

= Evaluar los efectos subletales de la toxicidad fotoinducida de los hidrocarburos aromaticos
policiclicos antraceno, fluoranteno y benzo[a]pireno a través de la cuantificacion del dafo en el

acido desoxirribonucleico (ADN) empleando el ensayo Cometa.

» Evaluar la toxicidad letal media (CLs,) de los hidrocarburos aromaticos policiclicos antraceno,
fluoranteno y benzo[a]pireno en organismos asociados a la zona arrecifal de Puerto Morelos y
complejo lagunae Bojorquez-Nichupté, Quintana Roo, México, en presencia de radiacién solar

ultravioleta.

= Analizar el riesgo ecoldgico por fototoxicidad en el zona arrecifal de Puerto Morelos y el

complejo lagunar Bojorquez-Nichupte Quintana Roo, México.
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MATERIALES Y METODOS.

Bioensayos con Artemia franciscana.
Obtencion de metanauplios y adultos de Artemia franciscana.

Para la obtencién de los metanauplios se utilizaron quistes (0.5 g) de Artemia franciscana (Salt
Creek, Salt Lake City, USA), se hidrataron con agua dulce en un vaso de precipitado de 50 mi
(Pyrex) por 30 minutos. Posteriormente los quistes se remojaron en una soluciéon 1:4 de cloro
(Cloralex), mientras se agitaron con una palita en la solucioén de cloro; después se transfirieron a un
tamiz con una malla de 50 micras, donde se lavaron con agua corriente hasta que se perdié el olor
a cloro. En seguida se vaciaron a un embudo de 600 ml de capacidad y se agregaron 500 ml de
agua marina artificial (Coral Life, Carson Calif.) con una salinidad de 35 + 1 g/L y se aplicé
aireacién continua, moderada y radiacion. Después de 24 horas se obtuvo la eclosion maxima y se
les suministré alimento para alevines (Wardley, small fry premium). Los nauplios se colectaron a
las 48 horas de nacidos para su uso en los bioensayos. En la tabla 2 se resumen las condiciones
de eclosion para A. franciscana, las cuales también son las especificadas en (Norma oficial

mexicana NOM, proyecto de norma).

Tabla 2. Condiciones de eclosion de quistes de A. franciscana. (NOM, Evaluacion de
toxicidad aguda con Artemia franciscana (Kellogg, 1906 Crustacea-Anostraca) — Método de
prueba).

Parametros Condiciones
Temperatura 27+3°C
Salinidad 34a36g/L
Oxigeno disuelto No menor al 80% de saturacion
pH 8.5+0.5

Los adultos de Artemia se compraron en el mercado de animales Emilio Carranza. De
acuerdo con el proveedor los organismos provienen de una salina en Mérida, Yucatan, donde
fueron embolsados en una atmésfera saturada de oxigeno y transportados en avién a la Cd. de
México. Una vez en el laboratorio, estos organismos fueron transferidos a un acuario de diez litros
de capacidad con agua marina artificial (Coral Life, Carson Calif.) con una salinidad de 35 + 1 g/L,
donde estuvieron en aclimatacién por una semana, antes de ser usados para los bioensayos. En la

tabla 3 se muestran las condiciones de cultivo para juveniles y adultos de A. franciscana.
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Tabla 3. Condiciones de cultivo para juveniles y adultos de A. franciscana.

Parametros Condiciones
Temperatura 27+3°C
Salinidad 34 £ 2 0/00
fotoperiodo 12:12 hrs

radiacion/oscuridad

Ensayo de toxicidad aguda con metanauplios de A. franciscana.

Para determinar el efecto de fluoranteno, benzo[a]pireno y antraceno sobre los metanauplios de A.
franciscana se realizaron pruebas de toxicidad estaticas en presencia de radiacion UV artificial.
Cada experimento se trabajo por cuadriplicado en placas de cultivo de tejidos (Nunc multidish) con
pozos de 2 ml de capacidad; en cada pozo se colocaron de 20 a 40 organismos (metanauplios) en
agua marina artificial (Coral Life, Carson Calif.) a 34 + 2 g/L.

El fluoranteno, el benzo[a]pireno y el antraceno (grado HPLC, Sigma USA) se disolvieron
en acetona (HPLC, J.T. Baker) para preparar una solucion madre de cada hidrocarburo, con la cual
se prepararon las diferentes diluciones. Se realizaron bioensayos presuntivos para determinar las
concentraciones que se iban a probar en las pruebas de toxicidad de 48 horas. Se probaron las
siguientes concentraciones nominales: para fluoranteno 24, 72, 120 y 216 pg/L, para
benzo[a]pireno 66, 198, 330 y 396 ug/L y para antraceno 320, 640, 960, 1280 ug/L.

Cuatro pozos de la caja se emplearon para el grupo control con acetona, (10 ul de
solvente). Otra fila de 4 pozos se usé para el grupo control de manipulacién el cual solo contenia
agua marina artificial (Coral Life, Carson Calif.). Una vez adicionado el hidrocarburo
correspondiente, las placas de cultivo se transfirieron a la camara de experimentacion, la cual es
una caja sellada (60 x 80 x 40 cm) con dos lamparas de radiacion blanca (Vitalite, Duro de México
de amplio espectro) las cuales tienen el 91% de la distribuciéon espectral de la radiacién natural
(Ozaki y Wurtman, 1979) estas se encuentran montadas en el techo de la camara a una distancia
de 34 cm. El periodo de exposicion al contaminante fue de 48 horas con un fotoperiodo de 12:12
(radiacion: oscuridad), la temperatura se mantuvo entre 28 + 3 °C. Al término de las 48 horas se
registré la mortalidad con la ayuda de un microscopio estereoscépico (Zeiss). El criterio para
aceptar los resultados de las pruebas fue que la mortalidad de los controles no excediera el 10 %.
Se evalu6 la mortalidad de los organismos considerando muertos aquellos que no se movian al ser

tocados con una aguja.
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Determinacion de la CLsy.

Para la determinacion de la Clso4sn para los metanauplios de A. franciscana se empled el

programa multi—method LC50 program el cual determina la CL5.4s, mediante el modelo probit.
Toxicidad aguda con adultos de Artemia.

Para establecer el efecto de fluoranteno, benzo[a]pireno y antraceno sobre los adultos de A.
franciscana se realizaron pruebas de toxicidad estaticas, en presencia de radiaciéon UV artificial.
Cada lote experimental se trabajé por triplicado en frascos de 100 ml de capacidad en los que se
expusieron de 16 a 18 organismos. Las diferentes diluciones se realizaron a partir de la solucién
madre como se explico en la seccion anterior. Para antraceno se probaron 5 concentraciones: 320,
960, 1920, 4800 y 8000 ug/L, para fluoranteno se probaron 4 concentraciones: 24, 72, 120 y 216
Mg/L, y para el benzo[a]pireno también se probaron cuatro concentraciones: 66, 198, 330 y 528
Mg/L; en todos los casos se incluyeron dos tratamientos control uno con solvente (acetona) y el otro
de manipulacion (solo con agua marina artificial). Los frascos se transfirieron a la camara de
experimentacion anteriormente descrita. La exposicion al contaminante tuvo una duraciéon de 48
horas con un fotoperiodo de 12:12 (horas de radiacion: oscuridad), la temperatura se mantuvo
entre 28 + 3 °C. Después de las 48 horas se evalué la mortalidad de los organismos considerando

muertos aquellos que no se movian al ser tocados con una aguja.
Determinacion de la CLsy.

Para la determinacion de la CLso4s, €n los adultos de A. franciscana, se empled el programa

Multi—Method LC50 program el cual determina la CLsp.4gn mediante el modelo probit.
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Evaluacion de los efectos subletales empleando el ensayo cometa en metanauplios de A.

franciscana.

Para establecer el efecto subletal del fluoranteno, benzo[a]pireno y antraceno sobre los
metanauplios de A. franciscana se realizaron pruebas de toxicidad estatica en presencia de
radiacion UV artificial.

Se obtuvieron metanauplios de A. franciscana de la manera descrita anteriormente. Los
bioensayos se realizaron en placas de cultivo de tejidos (Nunc multidish). Se formaron dos lotes de
8 pozos de 2 ml en los que se colocaron 100 organismos en cada pozo, estos fueron expuestos a
las siguientes concentraciones nominales: 24 y 48 ug/L para fluoranteno, para benzo[a]pireno 4.8 y
9.6 ug/L y para antraceno 82 y 820 ug/L. Las concentraciones probadas se eligieron, por los
resultados obtenidos en las pruebas de toxicidad aguda. Se tomaron dos concentraciones por
debajo de la CLs, donde los organismos no se murieron por la exposicion a cada hidrocarburo.

Para cada hidrocarburo se preparé un control de manipulacion (4 pozos) con agua marina
artificial y un control de solvente con acetona (4 pozos). Las placas de cultivo se transfirieron a la
cadmara de experimentacién, (Fig. 3) donde permanecieron por 24 horas con un fotoperiodo de
12:12 (horas de radiacion: oscuridad), una intensidad de radiacion UV nominal de 55 HW/cm? y

una temperatura que se mantuvoa 28 + 3 °c.

Caja de cultivo

A) B)
Cm Ca C1 Clg C2 C2x

Figura 3. (A) Camara experimental (B) Cm= control de manipulacién, Ca= control de
solvente, C1= concentracion 1 (fluoranteno o BaP o antraceno), C1g= repeticion de la
concentraciéon 1 C2= concentraciéon 2 (FL o BaP o Ant) C2z= repeticidon de la concentracion
2.
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Ensayo Cometa.

En el presente trabajo se emple6 el método de Singh et al. 1988 con algunas modificaciones

adaptadas para la obtencion de las células de la A. franciscana.

Obtencion de la suspension celular.

Al concluir el periodo de exposicion a los hidrocarburos antes mencionado, todos los organismos
de cada lote experimental se maceraron con agua marina (4 ml) para lo que se uso un mortero de
ceramica. La suspension celular se transfirié a tubos de ensayo de 10 ml y se centrifugaron a 1500
rpm durante 10 minutos, posteriormente se retird el sobrenadante. El lavado con agua marina se

repitid y el paquete celular se resuspendié en 0.5 ml de agua marina.

Preparacion de los geles.

Se colocaron 110 ul de agarosa de punto de fusion normal 0.5 % (Sigma) a 37 °C en portaobjetos
de superficie totalmente esmerilada (Fisher) previamente etiquetados. Una vez que se solidifico la
capa de agarosa se mezclaron 50 pl de la suspension celular de cada uno de los lotes con 150 pl
de agarosa de bajo punto de fusidén y se distribuyd en dos de los portaobjetos previamente
preparados. Se colocd un cubreobjetos para extender la mezcla de manera uniforme y se dejaron
solidificar sobre bloques de hielo. Una vez que se solidificé la segunda capa se retird el
cubreobjetos y finalmente, a cada preparacién se le afadié una tercera capa de agarosa de bajo

punto de fusion y se cubrié con un cubreobjetos de 30 X 24 mm y se dejé solidificar.

Lisis.
La solucion de lisis se preparé al inicio del experimento en un frasco coplin para ocho muestras
cuya composicion era: 2.5 M de NaCl (J.T.Baker) 100 uM de acido etilendiaminotetracetico (EDTA)
y 10 uM de tris (Hycel de México), triton-X100 al 1 % (J.T.Baker) y dimetilsulfoxido (DMSQO) al 10 %
(J.T.Baker) a pH 10 en un volumen total de 50 ml. Se retiraron los cubreobjetos de los geles
solidificados y se incubaron en la solucion de lisis, por al menos una hora, a 4 °C.

Electroforesis.

Después de la lisis, las muestras se colocaron en una camara de electroforesis horizontal (BioRad),
se les agregd el amortiguador que contenia NaOH 10 N (J.T. Baker) y 200 uM de EDTA (J.T.

27



Baker), a pH 10 y se dejaron reposar en la camara por 20 minutos para permitir el
desenrrollamiento de la cadena de ADN. En seguida se aplicd una corriente de 25 V y 300 mA por

20 minutos.

Lavado de las muestras.

Las preparaciones se sacaron de la camara de electroforesis y se lavaron tres veces con
amortiguador de neutralizacion (Tris, Hycel de México) 0.4 M, pH 7.5, con intervalos de cinco

minutos para retirar el alcali.

Tincién de las Muestras.

A cada uno de los geles se les agreg6 50 yl de bromuro de etidio (Sigma) (20 ug/ml) y se les
coloco un cubreobjetos. Los geles se almacenaron en una camara himeda a 4 °C en oscuridad

hasta su revision.

Analisis de las preparaciones.

Las observaciones se realizaron con un microscopio 6ptico (Olympus) equipado con un filiro de
excitacion de 515-560 nm y un filtro de barrera de 590 nm. El microscopio se encontraba
conectado a una computadora que tenia instalado el software VIDS, el cual permite medir la
longitud en micras de la migracién del ADN (cola del cometa). Para estimar el nivel de dafio en el
ADN los resultados de longitud se dividieron en intervalos de 20 ym o mas para asi determinar la
categoria del dafo. Asimismo se tomaron fotografias de todas las células control y de las
expuestas a los hidrocarburos aroméaticos policiclicos al mismo tiempo que se observaban y

median las células con una camara Sony DSC-S600 de seis mega pixeles.

Analisis estadistico.

Las mediciones se expresaron como longitud en micras y se report6 la media de la poblacion = el
error estandar para cada tratamiento experimental. Se aplicé la prueba no paramétrica de rango
multiple de Kruskall-Wallis, la cual se aplica para datos que tienen una distribucién normal, donde
los tamafios muestrales no son iguales y sea n;, i= 1, ...k, el tamafio de la muestra de la i-ésima
poblacion. Con la hipétesis nula (Hp): todas las distribuciones poblacionales son idénticas y como

hipétesis alternativa (H,): al menos dos de las distribuciones poblacionales son diferentes respecto
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al control de manipulacién para asi detectar si habia diferencias significativas entre los lotes

experimentales. Se utilizé el programa STATISTICA 6.0. (Anexo | “estadistica del ensayo cometa”).
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Bioensayos con radiacién solar UV.

En estanques de fibra de vidrio (0.7 x 2.0 x 0.6 m) de 800 litros de capacidad con flujo continuo, se
colocaron acuarios de acrilico de 9 litros; que a su vez tenian flujo continuo. En estos acuarios se
colocaron los contenedores experimentales de diferentes capacidades, de acuerdo al tamafio del
organismo experimental (Fig. 4). Estos contenedores se suspendieron dentro de los acuarios para
mantener la temperatura deseada de 28 + 2 °C. Se calcul6 la concentracion letal 50 o media (CLs),
que es la concentracién del material en agua, suelo o sedimento que se estima letal al 50 % de los
organismos del ensayo. La CLs y sus limites de confianza (95 %) son usualmente derivados de
analisis estadistico. Se determiné la CLsy a diferentes tiempos debido a que se observé que los
organismos morian al cabo de algunos minutos después de ser expuestos a la accidon conjunta de
los HAPs y la radiacién solar por lo tanto no se realizaron bioensayos con duracion de 24, 48 o 96
horas como se establece en los protocolos de bioensayos. Los plazos probados fueron de 0.5, 1,y
96 h. Solo se realizaron bioensayos de 96 horas de duracién, con el coral Porites divaricata.

Los HAPs que se probaron en campo fueron el fluoranteno y el benzo[a]pireno para todos
los organismos excepto para el coral P. divaricata que ademas se trabajé con antraceno. Los
bioensayos se realizaron en funcion de la cantidad de organismos disponibles para realizar los

experimentos.
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Sistema experimental para el desarrollo de los bioensayos

Cristalizadores de
vidrio de 300 ml de
capacidad

Cajas de cultivo
de tejidos de 2 ml
de capacidad

b} ' Cajas de cultivo de
.| tejidos de 8 ml de
capacidad

Acuarios de 800 litros de Acuarios de acrilico de 9
capacidad litros de capacidad

Acuarios de 3
litros de
capacidad

Figura 4. Sistema experimental para el desarrollo de los bioensayos empleado para la
exposicion de los organismos a la radiacion solar.

Las especies que se seleccionaron fueron las de mayor abundancia después de que se
realizaron las diferentes colectas.

Asi se trabajé con las siguientes especies: larvas de caracol rosado Strombus gigas,
Cladonema radiata (medusas), Tozeuma carolinense (camarén de pastos), Hippolythe zoostericola,
Thor mannigi (camaron de pastos), Leander tenuicornis (camarén de pasto), Pachygrapsus gracilis
(cangrejos), Acartia spinata (copépodos), Porites divaricata (coral) y A. franciscana.

Para las especies A. franciscana (metanauplios), larvas de S. gigas y C. radiata se
emplearon cajas de cultivo de tejidos de 2 ml. Para los camarones de pastos (T. carolinense, T.
mannigi, L. tenuicornis)y los cangrejos (P. gracilis), se utilizaron cristalizadores de vidrio; mientras
que para los copépodos (A. spinata) se emplearon cajas de cultivo de 8 ml. Finalmente, para el
coral (P. divaricata) se emplearon acuarios de 3 litros de capacidad.

Cada grupo experimental se trabajé por cuadruplicado. Se colocaron entre 60 y 80
organismos (metanauplios) en cada pozo (2 ml) de las placas de cultivo de tejidos (Nunc multidish)
(Fig. 4). Se probaron cuatro concentraciones nominales: para fluoranteno 24, 72, 120 y 216 ug/L y
10 concentraciones para benzo[a]pireno 0.24, 2.4, 2.88, 3.96, 4.94, 6, 7.2, 10, 12 y 21.6 ug/L. Los
organismos estuvieron expuestos al contaminante en la obscuridad para permitir la bioacumulacién

de este por una hora, al final de este periodo, las placas se transfirieron al sistema experimental
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como se describié anteriormente, los organismos estuvieron expuestos a la radiacion solar por 30

minutos.

Bioensayos con Larvas de Strombus gigas (Linneo, 1758).

Para las larvas de S. gigas (caracol rosado) se trabajo en presencia de radiacién solar y en
ausencia de radiacién, con exposicién a fluoranteno y benzo[a]pireno. Cada grupo experimental se
trabajo por cuadriplicado en placas de cultivo de tejidos (Nunc multidish) en los que se colocaron
entre 30 y 50 larvas en cada pozo de 2 ml de capacidad. Una de las cajas fue cubierta con una
hoja de plexiglas de 6 mm de espesor la cual transmite el 92 % de la radiacion UV (50 % de
amplitud media maxima en 282 nm) y la radiacién fotosintéticamente activa (PAR, 400 a 700 nm) y
la otra caja fue cubierta por una lamina de plexiglas G UF-3 de 4 mm de espesor (50 % de amplitud
media maxima en 390 nm) la cual transmite el 91 % de PAR y una pequefa fraccion de RSUV
(>380 nm). El empleo de las placas de plexiglas se usé unicamente con el fluoranteno porque se
tuvo un numero de larvas suficiente para realizar los bioensayos con toda la radiacion solar y sin
esta. Se probaron las siguientes concentraciones nominales: para fluoranteno 2.4, 14.4, 24, 40, 72
y 120 pg/L y para benzo[a]pireno 2.4, 12, 24 y 240 ng/L. Al final del periodo de incubacion, las
placas se transfirieron al sistema experimental descrito anteriormente, los organismos estuvieron

expuestos a la radiacion solar por 30 minutos (Fig. 5).
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Figura 5. Bioensayos de larvas de S gigas expuestas a fluoranteno y BAP, en placas de
cultivo de tejidos cubiertas con placas de plexiglas.

Cladonema radiatum Dujardin (1843).

Obtencion de organismos y aclimatacion.

Las medusas (Cladonema radiatum) se obtuvieron en la laguna Bojorquez-Nichupté y los
copépodos (Acartia spinata) se colectaron en el parque marino de Puerto Morelos (Fig. 6), cerca
del muelle fiscal en una zona profunda (>20 m). Se colectaron empleando una red de arrastre para
zooplancton (Fig. 6A). Se realizaron tres arrastres de cinco minutos cada uno, después de los
arrastres se levanto la red, se lavd y los organismos se concentraron en el copo, este se enjuago,
los animales se transfirieron a una cubeta de veinte litros con agua del sitio, se transportaron,
cubriéndolos con una malla negra para evitar la sobreexposicion a la radiacién solar, se instalé una
bomba de aire portéatil e inmediatamente se trasladaron al laboratorio donde se aclimataron durante
24 horas.
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Figura 6. Obtencion de medusas de la especie Cladonema radiatum y los copépodos
(Acartia spinata) con red de arrastre. (A) Red de zooplancton. (B) Arrastre de la red. (C y D)
lavado de la red, separaciéon del copo para recolectar los organismos y transportarios al
laboratorio.

Diserio de pruebas experimentales.

Para las medusas (Cladonema radiatum), cada grupo experimental se trabajé por cuadruplicado.
Se colocaron entre 6-12 organismos en pozos de 2 ml de capacidad en placas de cultivo de tejidos.
Solo se realizaron bioensayos con fluoranteno porque se obtuvieron muy pocos organismos que
permitian realizar bioensayos solo con un hidrocarburo. Se probaron cuatro concentraciones
nominales para fluoranteno 18.7, 24, 29.3 y 34.6 ug/L. Las medusas tuvieron un periodo de
bioacumulacién de 30 min a 1 hora, es decir, se permitia la entrada del contaminante sin radiacién
solar. Al final del periodo de bioacumulacién las placas se transfirieron al sistema experimental.
(Fig. 7). Se observaron cada cinco minutos para ver si estaban activos con una aguja de diseccion,
se decidié que permanecieran expuestos por mas tiempo hasta que hubo una disminucion en el

movimiento y los organismos comenzaban a morir.
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C Ca 1 2 3 4
Caja de cultivo de
tejidos donde las
especies pequeiias
estuvieron expuestas
al hidrocarburo

Agua de mar filtrada con Millipore
45 um

Estanque de 800 litros
donde los organismos
estuvieron expuestos
alos HAPsyala
radiacién solar

Figura 7. Disefio de pruebas experimentales para S. gigas y C. radiatum C=control de
manipulacion agua marina, Ca= Control con solvente (Acetona), 1, 2, 3, 4= Concentraciones
nominales del hidrocarburo aromatico policiclico (fluoranteno o benzo[a]pireno).

S. gigas (Larva de caracol rosado)

Foto de Michael Stierwald
C. radiatum (medusa, adulto)
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Acartia spinata (Esterly, 1911).

Obtencién de organismos.

Los organismos se obtuvieron de la manera descrita en la seccion anterior.

Disefio de las pruebas experimentales.

Para los copépodos (A. spinata), cada grupo experimental se trabajo por duplicado. Se colocaron
entre 15 a 30 organismos en placas de cultivo de tejidos (Nunc multidish) en pozos de 8 ml de
capacidad. Se probaron las siguientes concentraciones nominales: para fluoranteno 18.7, 24, 29.3

y 34.6 pg/L, y para benzo[a]pireno 0.78, 1.32, 1.59 y 2.13 ug/L. Al final del periodo de incubacion,

las placas se transfirieron al sistema experimental (Fig. 8).
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Caja de cultivo de tejidos de 8 ml de Agua de mar filtrada con millipore Tanques de fibra de vidrio

capa de 8 ml de capacidad. 45pum de 800 litros de capacidad

Empleada para el bioensayo con A. donde los organismos

spinata. estuvieron expuestos a los
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Figura 8. Diseio de pruebas experimentales para A. spinata.

Leander tenuicornis (Say, 1818) y Pachygrapsus gracilis (De Saussure, 1858).

Obtencion de organismos y aclimatacion.

Para obtener los camarones (L. tenuicornis) y los cangrejos (P. gracilis) se utilizaron colectores
para postlarvas de langostas instalados a lo largo de la laguna arrecifal junto al arrecife (Briones
Fourzan et al., 2003). Después de cada luna llena los colectores se revisaron. Estos se sacaron del
agua sacudiéndolos in situ para desprender todos los animales adheridos al contenedor, todos los
organismos se recolectaron en una tina, se seleccionaron al pasarlos por un bastidor con radiacién
de malla de 5 mm. Los animales se vaciaron a una cubeta de 20 litros llena de agua de mar del
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sitio de colecta (Fig. 9). Se cubrieron con una malla negra para evitar la sobreexposiciéon a la
radiacion solar. Se instald6 una bomba de aire portatii e inmediatamente se trasladaron al
laboratorio para su identificacion y separacion en cubetas de 20 litros, al dia siguiente se realizaron

los bioensayos.

A B

Figura 9. Colectores para postlarvas de langosta (Briones Fourzan et al., 2003), A. En la
laguna arrecifal. B. Los colectores se sacudieron para desprender a los organismos de los
contenedores, con ellos se obtuvieron las especies de Leander tenuicornis y Pachygrapsus
gracilis.

Disefio de las pruebas experimentales (L. tenuicornis, P. gracilis).

Para los camarones y cangrejos (L. tenuicornis y P. gracilis) cada lote experimental se trabajoé por
duplicado en cristalizadores de vidrio (Pyrex) de 300 ml de capacidad. En cada cristalizador se
colocaron 4 organismos. Se probaron dos concentraciones nominales para fluoranteno (40 y 60
pg/L) y dos para benzo[a]pireno (1.9 y 3.8 pg/L). Los cristalizadores se transfirieron al sistema

experimental (Fig. 10).
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Figura 10. Disefio de pruebas experimentales para las especies Leander tenuicornis y
Pachygrapsus gracilis, expuestas a fluoranteno y benzo[a]pireno. (A) Preparativos para
realizar los bioensayos. (B) Cristalizadores de vidrio de 300 ml.

Tozeuma carolinense Stimpson (1860), Hippolythe zoostericola S. I. Smith (1873) y Thor manningi
Chace (1972).

Obtencion de organismos y aclimatacion.

Los camarones de pastos (Tozeuma carolinense y Hippolythe zoostericola y Thor manningi) se
colectaron mediante una red de arrastre para colectar bentos; esta se tir6 en una zona de pastos y
se arrastré por un lapso de no mas de cinco minutos. Posteriormente se levantaba para retirar el
cono, revisarlo y separar los organismos. Inmediatamente los organismos se vaciaron en una
cubeta de 20 litros de capacidad con agua de mar y una bomba de aire portatil donde se
trasladaron al laboratorio. Se separaron por especie en acuarios de dos litros de capacidad, donde

tuvieron un periodo de aclimatacion de 24 horas. (Fig. 11).

Figura 11. Técnica de obtencién de camarones de pastos (Tozeuma carolinense, Hippolythe
zoostericola y Thor manningi). A. Arrastre de la red. B. Red de arrastre de bentos. C. Red y
copo con los organismos.
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Disefio de las pruebas experimentales (Tozeuma carolinense, Hippolythe zoostericola y Thor

manningi).

Para los camarones de pastos (7. carolinense, H. zoostericola y T. manningi), cada grupo
experimental se trabaj6é por duplicado en cristalizadores de vidrio (Pyrex) de 300 ml de capacidad.
En cada cristalizador se colocaron entre 6 y 12 organismos. Se probaron dos concentraciones
nominales para fluoranteno: 6 y 60 ug/L, y dos para benzo[a]pireno: 1.9 y 3.8 pg/L, con un tiempo
de bioacumulaciéon de una hora. Los organismos estuvieron expuestos a la radiacion solar por 30
minutos. (Fig. 12).

C C, C, Contenedoresde Tanquesde fibrade
c C C vidrio en los vidrio de 800 litros
a 1R 2R acuarios de capacidad

Tozeumacarolinense Thor manningi Hippolythe zoostericola

Figura. 12. Disefio experimental para Tozeuma carolinense, Thor mannigi, Hippolythe
zosterricola. C=control de manipulacién, Ca= Control con solvente (Acetona), 1, 2 =
Concentraciones nominales de fluoranteno y benzo[a]pireno. C;gr y Cor= Concentraciones
nominales de fluoranteno y benzo[a]pireno (replica).
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Porites divaricata (Le Sueur 1821).

Coleccién y mantenimiento de las muestras.

El coral (Porites divaricata) es una especie que habita zonas someras, su tejido vivo solo crece en
la punta, lo que permite obtener pequefias colonias de 1 a 2 cm sin dafiar al organismo. Las
muestras de coral P. divaricata (Le Sueur 1821) se colectaron por buceo libre en la laguna
superficial a una profundidad de 1 m aproximadamente, en el sitio llamado “El Islote” en un arrecife
cercano a Petem Pich, (20° 56 Norte, y 86° 50 Oeste), (Fig. 13). Los organismos fueron
transportados en agua de mar, cubiertos con una malla negra para evitar la sobreexposicion a la
radiacién solar hasta llegar al laboratorio donde los corales se colocaron en los estanques de 800
litros con flujo continuo. Para permitir su aclimatacion, se cubrieron con un bastidor de malla negra

y se procesaron después de 36 horas de ser recolectados.

Figura 13. Sitio de muestreo, e imagen obtenidas in situ del coral Porites divaricata.

Generalidades de las pruebas experimentales para P. divaricata.

Para P. divaricata, se realizaron bioensayos probando los tres hidrocarburos aromaticos policiclicos
fluoranteno, benzo[a]pireno y antraceno, sin embargo las condiciones de las pruebas
experimentales cambiaron con cada compuesto, porque al realizar el primer experimento se
optimizaron las condiciones, la manipulacion de las muestras, asi como la hora para medir las
eficiencias fotoquimica efectiva y maxima. Ademas, se hicieron pruebas con placas de plexiglas
una de ellas permite el paso de la radiacion solar total y otra que corta la radiaciéon UV, para probar
la accion conjunta de la radiacion y el hidrocarburo y asi demostrar el efecto sobre los corales. Al
final del experimento se tomaron fotografias de los corales para tener un registro visual de los
diferentes tratamientos para revisarlos y dar seguimiento al estado fisiolégico del coral P.
divaricata. Para las pruebas experimentales de benzo[a]pireno y antraceno se tomaron fotografias

de los corales P. divaricata a través de un filtro amarillo para verificar el estado fisiologico y asi
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tener un registro visual de los diferentes tratamientos para dar seguimiento del estado fisiolgico.
Se identificaron tres etapas: en el coral sano, que presentaba los pdlipos extendidos, fluorece en
rojo lo que demuestra la presencia del alga, y fluorece en verde; blanqueado, los pdlipos carecian
de la presencia de algas, no hay fluorescencia roja y solo fluorece en verde, lo que demuestra la
ausencia del endosimbionte); y muerto, que no fluorece y el tejido se observa necrosado (tabla 4;
Fig. 14).

Tabla 4. Estado fisioloégico del coral después de la exposicién al hidrocarburo.

Condicion fisiolégica del coral Caracteristica del estadio
Sano Pdlipos extendidos con la presencia de algas
Blanqueado Pdlipos extendidos sin la presencia de algas
Muerto No se observan pdlipos y el tejido esta necrosado
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Nomal

Blanqueado

Muerto

A B

Figura 14. Porites divaricata expuesto al hidrocarburo, se identifican las diferentes etapas.
(A) Radiacion blanca; (B) Radiacion fluorescente.
Disefio de las pruebas experimentales con fluoranteno.

En el coral P. divaricata se realizaron pruebas de toxicidad con renovaciéon de agua en presencia
de radiacion solar y en ausencia de radiacién UV. Se colocaron 120 ramas de coral de 1-2 cm en
portaobjetos y se fijaron con plastilina (cuatro por portaobjetos) para que no se estresaran debido
al manejo durante el bioensayo. Los organismos experimentales se dividieron en 10 acuarios de 3
litros de capacidad. El fluoranteno (grado HPLC, Sigma, USA), se disolvié en acetona (J.T.Baker) y
a cada acuario se les agregaron 2 litros de agua de mar filirada. Seis acuarios se emplearon para
probar las siguientes concentraciones nominales: 15, 30 y 60 ug/L, dos acuarios se emplearon
como control con solvente (acetona HPLC, J.T.Baker) y dos acuarios se emplearon como controles
de manipulacién sin acetona ni contaminantes, solo con agua de mar. Las muestras de coral se

mantuvieron en los acuarios para permitir bioacumulaciéon del contaminante por un periodo de 4.5
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horas. Al final del periodo de biacumulacién se realiz6 un recambio de agua para dejar a los
organismos en agua sin contaminante, los acuarios se transfirieron a estanques de fibra de vidrio
de 800 litros de capacidad con flujo continuo para mantener la temperatura a 28 °C en la noche y
31 °C durante el dia. Cinco acuarios se cubrieron con una hoja de Plexiglas de 6 mm de espesor la
cual transmite el 92 % de la radiacién solar UV (50 % amplitud media maxima en 282 nm) y la
radiacion fotosintéticamente activa (PAR 400 a 700 nm). Los otros cinco acuarios se cubrieron con
una lamina de Plexiglas G UF-3 de 4 mm de espesor (50 % amplitud media maxima en 390 nm), la
cual transmite el 91 % de PAR y una pequefia fraccion de RSUV (>380 nm).

Se tomaron medidas de fluorescencia, in situ al mediodia y al atardecer empleando un
fluorometro portatil de pulso de amplitud modulada (Diving-PAM, Walz, Germany), como un
indicador de la condicion fisiolégica del endosimbionte fotosintético, para lo que se eligieron los
siguientes parametros: medida de intensidad = 8, amplitud de saturacion= 0.8, damping = 2,
ganancia = 9. Al final del experimento se tomaron fotografias de los corales para tener un registro
visual de los diferentes tratamientos para revisarlos y dar seguimiento al estado fisioldgico de
Porites divaricata, asimismo se hizo una inspeccion visual calificando a los corales de acuerdo con
su apariencia visual, asi se identificaron tres categorias de estado fisiolégico: sano, blanqueado y
muerto.

Las mediciones de las eficiencias efectiva y maxima (AF/Fm’y Fv/Fm, respectivamente),
automaticamente son calculadas por el fluorometro. El experimento durdé 96 horas, después de las
cuales los corales se observaron para determinar la condiciéon de los organismos. En la tabla 4
(Fig. 14) se explican los diferentes estadios identificados. Las mortalidades se registraron después
del término del experimento (96 hrs). Pasado este tiempo se calculé la concentracion letal 50 (CLsp)
empleando el programa Multi-Method CLs, que emplea el método PROBIT.

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de una via para detectar diferencias
significativas entre los tratamientos con una significancia de (p<0.05) empleando los programas

estadisticos (Statistica, version 6) y JMP statistical discovery (SAS Institute).

Diserio de pruebas experimentales para benzo[a]pireno y antraceno.

Para el coral P. divaricata se realizaron pruebas de toxicidad con renovacién de agua en presencia
de radiacion solar y en ausencia de radiacién UV. Se colocaron 120 ramas de coral de 1-2 cm en
laminas de plastico. Los organismos experimentales se dividieron en 10 acuarios de 3 litros de
capacidad. El benzo[a]pireno y el antraceno (grado HPLC, Sigma, USA), se disolvieron en acetona
(J.T Baker) y a cada acuario se les agregaron 2 litros de agua de mar filtrada, seis de los cuales se
emplearon para probar las concentraciones nominales que se indican a continuacién. Para

benzo[a]pireno 0.95, 1.9 y 3.8 ug/L y para antraceno: 15, 30 y 60 ug/L. Dos acuarios se emplearon
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como control con solvente y dos acuarios se emplearon como controles de manipulacién, sin
acetona ni contaminante, solo con agua marina. Los corales se mantuvieron en los acuarios para
permitir la bioacumulacién por un periodo de 9 horas. Al final del periodo de biacumulacion se
realizé un recambio de agua para dejar a los organismos en agua sin contaminante. Los acuarios
se transfirieron a estanques de fibra de vidrio de 800 litros de capacidad con flujo continuo para
mantener la temperatura a 28 °C en la noche y 31 °C durante el dia. Cinco acuarios se cubrieron
con una hoja de Plexiglas de 6 mm de espesor la cual transmite el 92 % de la radiacion solar (50 %
amplitud media maxima en 282 nm) y la radiacion fotosintéticamente activa (PAR 400 a 700 nm).
Los otros cinco acuarios se cubrieron con una lamina de Plexiglas G UF-3 de 4 mm de espesor (50
% amplitud media maxima en 390 nm), la cual transmite el 91 % de PAR y una pequefa fraccion
de RSUV (>380 nm).

Al final del experimento la fluorescencia del tejido se excitdé con radiacion azul (450 nm). Se
tomaron fotografias de los organismos con una camara Sony DSC-WS5 a través de un filtro amarillo
para verificar el estado fisiolégico del coral para tener un registro visual de los diferentes
tratamientos para dar seguimiento del estado fisiolégico de P. divaricata. Se consideré segun su
respuesta como (los pdlipos estan extendidos fluorece en rojo lo que demuestra la presencia del
alga, el coral fluorece en verde), blanqueado (los pdlipos sin la presencia de algas, fluorece en
verde lo que demuestra la ausencia del endosimbionte) o muerto (no fluorece y el tejido se observa
necrosado) (Tabla 4).

Las mediciones de eficiencias fotoquimica maxima (6:00 am) y efectiva (12:00) (AF/Fm’y

Fv/Fm, respectivamente) como se explico en el disefio experimental para fluoranteno.

Medidas de exposicion de radiacion UVA, UVB y PAR.

Se modelaron los espectros de radiaciéon UVA, UVB y PAR para Puerto Morelos en el verano

determinar la cantidad de radiacién a la que fueron expuestos los organismos.

Evaluacion de riesgo ecologico (ERE).

En el presente trabajo se propuso una evaluacion de riesgo ecoldgico, a través de cociente de
peligro. El érea de estudio que se seleccion6 comprende el complejo lagunar Bojorquez-Nichupté
y la zona arrecifal de Puerto Morelos, localizados en la Peninsula de Yucatan (Fig. 2). Se eligio
esta zona de estudio como un ejemplo representativo del Caribe Mexicano, ya que existen

actividades relacionadas al turismo donde se emplean embarcaciones de uso recreativo y de
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transporte ademas es una zona que se caracteriza por la transparencia de sus aguas que permite
una mayor penetracion de la radiacion UV.

Para realizar la ERE como primer etapa se desarrollo la formulaciéon del problema
(identificacion del peligro), posteriormente se realizd una fase de analisis que comprende por un
lado la evaluacion de la dosis-respuesta (evaluacion de los efectos) obtenidos de los bioensayos
realizados con algunas especies representativas de la zona de estudio y con A. franciscana. Y por
otro lado se realiz6 la evaluacion de la exposicion que comprendié las concentraciones de HAPs

presentes en el agua del sitio. (Fig. 15).

Formulacién del problema
(1dentificacién del Peligro)

¥ ¥

Evaluacion dosis-respuesta Evaluacion de la Exposicion
(evaluacién de los efectos) (evaluacionde concentraciones)

¥

Caracterizaciéon del Riesgo

¥

Manejo de riesgo

Figura. 15. Diagrama de flujo del método que se empleé para realizar la evaluacién de riesgo
ecologico (ERE) a través del método del cociente de peligro en la laguna Bojorquez-
Nichupte y en la zona Arrecifal de Puerto Morelos.

Para el presente trabajo se empled la guia técnica para orientar la elaboracion de estudios de

riesgo ambiental de sitios contaminados (2006).
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Seleccion de contaminantes criticos.

La caracterizacion de los contaminantes en los medios tiene como objetivo establecer la magnitud
y distribucion espacial de los contaminantes presentes en un sitio (Flores Serrano, 2005). Para la
determinacion de los contaminantes criticos se analizaron muestras de agua tomadas a lo largo
del complejo lagunar Bojorquez-Nichupte y la laguna arrecifal de Puerto Morelos (Fig. 2) (Anexo Il
“parametros fisicoquimicos”, Anexo Il “materiales y método” y IV “cromatogramas del las
muestras de agua”). En ellas se determinaron los 16 hidrocarburos aromaticos policiclicos que la
EPA los clasifica como contaminantes prioritarios.

Se seleccionaron como contaminantes criticos aquellos que estuvieron presentes en el
agua, y de los que ademas, existieran antecedentes de efectos toxicos en la biota acuatica. Se

seleccionaron tres de los HAPs fototdxicos (antraceno, fluoranteno y benzo[a]pireno).

Seleccion de especies criticas u organismo blanco.

Durante el estudio de toxicidad fotoinducida en la que se realizaron muestreos para identificar la
fauna y vegetacion de la laguna Bojorquez-Nichupté y la zona arrecifal de Puerto Morelos, se
eligieron las especies de prueba por su importancia ecoldgica, (larvas de caracol, S. gigas), y por
su resistencia a la manipulacién en condiciones de laboratorio. Se eligieron especies que después
de los muestreos fueran las de mayor abundancia y asociados al arrecife de coral.

Se intentd trabajar con un tipo pez que por su abundancia seria adecuado para la pruebas
de fototoxicidad; sin embargo, la captura generaba estrés por la manipulacién y morian al cabo de

algunos minutos.

Evaluacién de las rutas y vias de exposicion.

Para que una sustancia o compuesto quimico provoque un efecto adverso o sea téxico para los
organismos, éste debe estar en contacto y reaccionar con un sitio blanco apropiado a una
concentracion y por un tiempo suficiente. Este contacto-reaccion entre el organismo y la sustancia
quimica se conoce como exposicion. Las rutas de exposicion mas conocidas son:
1.- Dérmica.
2.- Oral, la que ocurre a través del alimento.
3.- Respiratoria o branquial, la que ocurre a través de las vias respiratorias.

La exposicidon a una sustancia quimica se puede medir de manera directa en los tejidos de
los organismos, o de una manera indirecta, con la informacion de las concentraciones ambientales

del téxico, y de los patrones de actividad de los organismos (Evans, et al., 2003).

47



En esta evaluacion, se hizo un analisis de las posibles rutas de exposiciéon a los
contaminantes, se colocaron los toxicos en el agua, ya que si un compuesto se presenta en este
medio, entonces esta biodisponible y sus principales vias de entrada seran la oral y la branquial
(White 2005; Pérez et al., 2007 Barata et al., 2002). Debido a que la mayoria de los organismos
empleados en este trabajo son pequefios crustaceos que tienen una cubierta quitinosa que los

protege de la exposicién por la via de la piel la principal, la via principla de entrada es la branquial.

Evaluacién dosis-respuesta (evaluacion de los efectos).

Los efectos se evaluaron con bioensayos con especies endémicas de la zona de estudio bajo
exposicion a los HAPs. Se tomaron las concentraciones letales medias que se obtuvieron en el
presente trabajo (CLsg). Y como se describié en materiales y métodos, para el disefio de pruebas

experimentales con organismos expuestos a fluoranteno y BaP se trabaj6 radiacién solar.

Caracterizacion del riesgo.

Se realizd una caracterizacion de riesgo etapa 1 en la que se cont6 con informacion obtenida de
los bioensayos de toxicidad aguda realizados en el presente trabajo y las concentraciones de agua
que se obtuvieron mediante la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién.

Con estos resultados se calcul6 el cociente de peligro (CP) donde se compararon la dosis
estimada o medida (CLsp) y el limite de deteccion del método. En el presente trabajo se empled
este valor porque de acuerdo al analisis de agua realizado por HPLC no se detectaron HAPs. Por
lo general se emplea la concentracion de exposicion presente en el medio. Si el cociente de peligro
calculado es menor que 1 el riesgo es insignificante, y si es mayor que 1, significa que se rebasoé
una dosis o concentracion segura y por lo tanto es posible que se presenten los efectos adversos
conocidos a la sustancia.

COCIENTE DE PELIGRO (CP) = LDM/CLs

Donde:

CLs, = Concentracion letal media

LDM = limite de deteccion del método

CP < 1 riesgo insignificante

CP > 1 posible riesgo

Este enfoque ha sido ampliamente utilizado para evaluar el riesgo de estresores quimicos (Univ. de

la Concepcion Chile 2007; Mejia et al., 2002) y depende en gran medida del juicio profesional.
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RESULTADOS

Bioensayos de laboratorio con A. franciscana.

En todos los casos los organismos del grupo control de manipulaciéon no presentaron mortalidad,
por lo tanto la radiacion UV artificial de las lamparas (Vitalite) no produjo efectos dafiinos a los
metanauplios y adultos de A. franciscana expuestos solo a la radiacion de estas lamparas.

Los metanauplios, adultos y juveniles de A. franciscana presentaron mortalidad a las 48
horas después de ser expuestos a los hidrocarburos y a la radiacion UV. Asi, las CLsgsn
calculadas para adultos y juveniles de A. franciscana expuestos a fluoranteno (FL) fueron de 43.35
Mg/L, para benzo[a]pireno (BaP) fue 141.56 ug/L y para antraceno (Ant) fue de 1730 ug/L (Tabla 5).
Para los metanauplios las CLsg.45 fueron, para fluoranteno de 75.45 pg/L, para BaP de 216.5 ug/L y
para antraceno de 932 ug/L (Tabla 5).

La sensibilidad de los metanauplios de A. franciscana se comportd de la siguiente manera:
FL (75.45 pg/L) < BaP (216.5 pg/L) < Ant (932 ug/L) (Tabla 4). Para el caso de los adultos y
juveniles: FL (43.35 pg/L) < BaP (141.56 pg/L) < Ant. (1730 ug/L).

Tabla 5. Concentracion letal 50 (CLs,) para adultos y metanauplios de A. franciscana
expuestos a fluoranteno, benzo[a]pireno y antraceno, con una intensidad de radiacién UV de
55 |.|W/cm2. El namero en paréntesis representa la desviacion estandar.

Estadio de HAP CLso.4s (Mg/L) Tiempo de
desarrollo exposicion
(horas)
Adultos Fluoranteno 43.35 48
(20.13-65.13)
Metanauplios Fluoranteno 75.45 48
Adultos Benzo[a]pireno 141.56 48
(105.3-178.3)
Metanauplios Benzo[a]pireno 216.5 48
(194.5- 238.3)
Adultos Antraceno 1730 48
(1060-2710)
Metanauplios Antraceno 932 48
(735.09-1539.7)
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Ensayo cometa A. franciscana.

En la tabla 6 se muestran las diferentes categorias de dafio en la cadena de ADN con base en la
longitud promedio, en la figura 16 se presentan los diferentes niveles de dafio que se identificaron

visualmente.

Tabla 6. Clasificacion del daiio en la cadena de ADN con base en la longitud promedio de la
migracién del ADN.

Estadio Longitud promedio Categoria del dafo
(pm)
1 0 Sin dafo
2 1-20 Bajo
3 21-60 Medio
4 60-80 Alto
5 80-140 Total

Sin daino Daio bajo Daio Medio
(0 pm) (1-20 pm) (21-60 pm)

Dano alto Dano total
(61-80 um) (81-140 pm)

Figura 16. Ejemplos de los diferentes niveles de dafio del ADN: valoracion cualitativa
(visual) de la longitud del cometa de A. franciscana expuesta a fluoranteno, benzo[a]pireno y
Antraceno.
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Porcentaje de dafio.

En los organismos expuestos a benzo[a]pireno el mayor porcentaje de dafio para la concentracion
de 4.8 pg/L fue de 48 %, correspondiente a un dafo medio (21-60 ym); para la concentracion de
9.6 pg/L el 60 % de las células presentaron dafio medio (21-60 um). El 37.7 % y el 31.2 % de las
células presentaron dafio alto (60 a 80 um) en los tratamientos de 4.8 pg/L y 9.6 pg/L,
respectivamente (tabla 7).

En los organismos expuestos a antraceno con una concentracién de 82 pg/L solo el 24 %
presentaron dafio medio, pero para la concentracion de 820 ug/L el 46 % de las células

presentaron esta misma categoria de dafo.

Tabla 7. Porcentaje de las células por categoria de dafo, de los organismos expuestos a
diferentes concentraciones de HAPs.

Tratamiento | Concentracién Bajo Medio Alto Total
(ng/L) (1-20 pm) (21-60 (61-80 um)  (81-140
pm) pm)
CTL de| - 76.4 21 27
manipulacion
CTL acetona® | = - 50.34 43.15 4.1 2.4
Fluoranteno 1* 24 28.12 62.5 3.9 5.47
Fluoranteno 2* 48 35.2 49.81 10.49 4.49
Benzo(a) 4.8 6.35 48.41 37.7 7.54
pireno 1 *
Benzo(a) 9.6 0.97 60.49 31.22 7.32
pireno 2 *
Antraceno 1 * 82 34.6 24 2 —--
Antraceno 2 * 820 25 46 6 —

CTL= control de manipulacién, CTL acetona= control con solvente, * Demuestra diferencias
significativas con respecto al grupo control (X2, P < 0.05).

Longitud promedio.

En la tabla 8 se presentan los datos de longitud promedio obtenidos para cada uno de los
tratamientos experimentales; el lote control de manipulacion registré el menor dano (17.1 + 0.82
pum), mientras que el control con acetona, provocé mas dafio (50 %, tabla 7) con una longitud
promedio de 26.2 + 0.11 um. El analisis de Kruskall-Wallis demostré6 que existen diferencias
significativas (p<0.05) entre los organismos expuestos a los téxicos y al solvente, respecto a los
controles sin solvente (Anexo I). Los metanauplios expuestos a fluoranteno y antraceno tuvieron
una longitud promedio que fue dos veces mayor (fluoranteno 35.95 ym y 37.97 ym; antraceno
37.07 y 36.02 ym), y en el caso del benzo[a]pireno tres veces mayor (4.8 pg/L = 56.25 micras +
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1.24 y 9.6 pg/L = 59 micras + 0.99) que la de los controles representando esto diferencias

significativas (p< 0.05). Fig. 17.

Tabla 8. Longitud promedio de la cola del cometa (um), desviacion y estandar, error
estandar medido para cada tratamiento experimental.

Control Control* Fluoranteno* Fluoranteno* Benzo[a] Benzo[a] Antraceno* Antraceno*
agua acetona 24 pg/L 48 pg/L pireno* pireno* 82 pg/L 820 ug/L
marina 4.8 ug/L 9.6 pg/L
Promedio 17.09 26.2 35.95 37.97 56.25 58.96 37.07 36.02
Des. Std 12.3 19.05 21.2 23.31 19.66 14.22 9.25 20.71
Error Std 0.822 1.1 1.32 1.42 1.24 0.99 3.04 4.55

Des. Std= desviacion estandar, Error Std= error estandar.
*representa diferencias significativas entre los tratamientos
manipulacion.
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Figura 17. Respuesta de los metanauplios de A. franciscana expuestos a fluoranteno (F)
benzo[a]pireno (B). Datos compilados de mas de 200 células. CTL ACE = control de acetona;

F1= fluoranteno a 24 ug/L; F2= fluoranteno a 48 pg/L; B1= benzo[a]pireno a 4.8 ug/L; B2=
benzo[a]pireno a 9.6 pg/L.
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Bioensayos con radiacion solar en el Caribe Mexicano.

A. franciscana expuestas a fluoranteno.
La CLsg.05n para fluoranteno calculada para 30 min de exposicion fue de 55.47 ug/L los intervalos
de confianza calculados por el programa fueron de 46.6 pg/L a 66.2 ug/L. Cuando los organismos
estuvieron expuestos a la radiaciéon solar, el tiempo de muerte estuvo en funcion de la
concentracion de fluoranteno.

A. franciscana expuesta a benzo[ajpireno.
La concentracion en la que se presentod el 50 % de mortalidad por exposicién a benzo[a]pireno

calculada para 30 min de exposicién con radiacion solar (CLsg.gsn) aplicando el modelo probit fue
de 3.75 con el intervalo de 1.56 pg/L a 6.07 pg/L. (Tabla 9).

Tabla 9. CLs, para Artemia franciscana expuestas a fluoranteno y BaP.

HAPs CL50.0.5n Tiempo de Tiempo de exposicion
(ng/L) acumulacion (min) (min)
Fluoranteno 55.47 30 30
(46.6 — 66.2)
BaP 3.75 30 30
(1.56 — 6.07)

S. gigas expuestas a fluoranteno y benzo[ajpireno.

En la tabla 10 se observan las concentraciones letales media por exposicion a fluoranteno (CLs,.
0sh) calculada para 30 minutos de exposicion a la radiacion solar, la cual fue de 17.75 con un
intervalo al 95 % de 0 ug/L - 79.1 pg/L con un tiempo de acumulacién de una hora. Se determiné el
tiempo de exposicion en treinta minutos porque al cabo de algunos minutos las larvas comenzaban
a morir.

La CLsg de mortalidad por exposicion a BaP calculada para 30 minutos con radiacion solar (CLsg.
0.5n) fue de 17.05 (10.91-26.25) ng/L con un tiempo de acumulacion de 25 minutos y un tiempo de
exposicion de 30 minutos. (Tabla 10).

En la tabla 10 se observa que el hidrocarburo mas fototdxico fue el BaP, porque los efectos se

observaron con una concentracion de un orden de magnitud menor al del fluoranteno. Se
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demuestra asi que la toxicidad esta en funcién de la concentracion del hidrocarburo y el tipo de

hidrocarburo, asi como de la presencia de radiacion UV.

Tabla 10. CLs.05n para las larvas de caracol rosado S. gigas expuestas a fluoranteno y BaP.

HAPs CLs (pg/L) Tiempo de Tiempo de exposicion
acumulacion (min) (min)
Fluoranteno con 17.75 60 30
RSUV (0-79.1)
BaP 17.05 ng/L 25 30
con RSUV (10.91-26.25)

C. radiatum expuesta a fluoranteno.

La CLsq para fluoranteno calculada para una hora de exposicion con radiacién solar (CLsg.1) fue de
20.6 pg/L (12.8-23.6). (Tabla 11).

Tabla 11. CLs.1, para las medusas expuestas a fluoranteno.

HAPs CLs (pg/L) Tiempo de Tiempo de exposicion
acumulacién (min) (min)
Fluoranteno 20.6 30 a 60 60
(12.8-23.6)

A. spinata expuesta a fluoranteno.

La concentracion en la que se presentd el 50 % de mortalidad por exposicidon a fluoranteno
calculada para una hora de exposicién con radiacion solar (CLsgqn) fue de 23.7 pyg/L con un
intervalo de 21.6 pg/L - 25.6 pg/L con un tiempo de exposicion con radiacion solar de treinta

minutos (Tabla 12).

Tabla 12. CLs, para las A. spinata expuesta a fluoranteno.

HAPs CLso.1n (MO/L) Tiempo de Tiempo de exposicion
acumulacién (min) (min)
Fluoranteno 17.75 40 30
(0-79.1)
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A. spinata expuesta a benzo[ajpireno.

La concentracion en la que se presentd el 50 % de mortalidad por exposicion a fluoranteno
calculada para una hora de exposicion con radiacion solar (CLsg.4) fue de 1.8 ug/L con un intervalo
de 1.63 pg/L - 2.46 pg/L con un tiempo de exposicidon con radiacion solar de treinta minutos (Tabla
13).

Tabla 13. CLs, para las A. spinata expuesta a fluoranteno.

HAPs CLso.1n (Hg/L) Tiempo de Tiempo de exposicion
acumulacion (min) (min)
benzo[a]pireno 1.8 60 30
(1.63 - 2.46)

L. tenuicornis expuesto a fluoranteno.

La concentracion en la que se presentd el 50 % de mortalidad por exposicion a fluoranteno
calculada para una hora de exposicidon con radiacion solar (CLsg.1.0n) fue de 60 pg/L con un tiempo
de exposicién con radiacion solar de una hora. Los intervalos de confianza que se calcularon, sin
embargo, fueron muy grandes debido al escaso numero de organismos que se emplearon para los
bioensayos, se consideré que el tamafo de la muestra no fue representativo. Pese a la poca
representatividad de la muestra, estos resultados pueden ser utiles ya que al menos dan un indicio

de la magnitud que puede tener la CLsq (tabla 14).

Tabla 14. CLso.qn para L. tenuicornis expuesto a fluoranteno.

HAPs CLso.1n (Mg/L) Tiempo de Tiempo de exposicion
acumulacion (min) (min)
fluoranteno 60 24 60
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L. tenuicornis expuesto a benzo[ajpireno.

La concentracion en la que se presentd el 50 % de mortalidad por exposicion a fluoranteno
calculada para una hora de exposicion con radiacion solar (CLsg.1.0n) fue de 1.9 pg/L con un tiempo
de exposicion con radiacion solar de 1:05 hora (Tabla 15). Los resultados para los camarones son
poco confiables ya que solo se colectaron algunos organismos (en este caso la muestra tampoco

fue representativa).

Tabla 15. CLs, para L. tenuicornis expuesto a benzo[a]pireno.

HAPs CLso.1n (MO/L) Tiempo de Tiempo de exposicion
acumulacion (min) (min)
Benzo[a]pireno 1.9 60 65

P. gracilis expuesto a fluoranteno.

La concentracion en la que se presentd el 50 % de mortalidad por exposicion a fluoranteno
calculada para una hora de exposicion con radiacién UV (CLs_1on) fue de 60 pg/L con un tiempo de
exposicion con radiacion solar de 1:15 hora (Tabla 16). Los intervalos de confianza que se

calcularon fueron extremos debido al pequefio tamano de muestra, la cual no fue representativa

Tabla 16. CLs, para P. gracilis expuesto a fluoranteno.

HAPs CLso (Mg/L) Tiempo de Tiempo de exposicién
acumulacion (min) (min)
fluoranteno 60 60 75

Los resultados para L. tenuicornis, P. gracilis demuestran que el numero de ejemplares que se
emplearon para determinar la CLsy fue muy pequefio debido y por lo tanto la variabilidad fue muy
grande, sin embargo estos resultados son utiles porque nos dan una idea de la concentracién que

mata al 50 % de la poblacion es un analisis presuntivo del calculo de la concentracion.
H. zoostericola - T. manningi expuestos a fluoranteno.
Los resultados para estas dos especies se presentan juntos porque al realizar los experimentos se

consideraron de la misma especie, sin embargo su posterior identificacion permitié determinar que

los organismos pertenecian a dos especies diferentes.
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La CLsq para fluoranteno calculada para 30 min de exposicién con radiacién solar (CLsg5) fue de
75.6 pg/L con un intervalo de 95 % de 26.98 ug/L -1453267 ug/L (Tabla 17). Los intervalos de
confianza son muy amplios y esto se debe a que el nimero de organismos y de concentraciones

empleados para el analisis, no fueron representativos.

Tabla 17. CLs, para H. zoostericola T. manningi expuestas a fluoranteno.

HAPs CLs, (pg/L) Tiempo de Tiempo de exposicion
acumulacién (min) (min)
Fluoranteno 75.6 60 30
(26.98 — 1453267)

H. zoostericola -T. manningi expuestos a benzo[ajpireno.

La CLs, por exposicion a benzo[a]pireno calculada para 30 min de exposicion con radiacion solar
(CLsg.0.5n) fue de = 51.7 pg/L con un intervalo al 95 % de 21.6 ug/L -- 112.75 pg/L (Tabla 18).

Tabla 18. CLs para H. zoostericola T. manningi expuestas a benzo[a]pireno.

HAPs CLsg.0.5n (MG/L) Tiempo de Tiempo de exposicion
acumulacion (min) (min)
benzo[a]pireno 51.7 60 30
(21.6-112.75)

T. carolinense expuestos a fluoranteno.

La CLsg.5n calculada para 30 min de exposicion a RSUV para esta especie fue de 15.2 ug/L (6.73-
30.12) (Tabla 19).

Tabla 19. CLs, para T. carolinense expuesto a fluoranteno.

HAPs CLs, (pg/L) Tiempo de Tiempo de exposicion
acumulacién (min) (min)
fluoranteno 15.2 60 30

T. carolinense expuesto a benzo[ajpireno.
La concentracion en la que se presentd el 50 % de mortalidad por exposicidon a fluoranteno

calculada para 30 min de exposicion con radiacion solar (CLsgo5,) fue de 3.8 pg/L (2.71-595991.9)

(Tabla 20). Los intervalos de confianza son extremos porque el ndmero de organismos fue
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pequefio, no se contd con un tamano adecuado de la muestra y esto gener6 una amplia

variabilidad en los datos.

Tabla 20. CLs, para T. carolinense expuesto a benzo[a]pireno.

HAPs CLso.0.5n (MG/L) Tiempo de Tiempo de exposicion
acumulacién (min) (min)
benzo[a]pireno 3.8 60 30
(2.71-595991.9)

Los resultados H. zoostericola T. manningi y T. carolinense demuestran que el numero de
ejemplares que se emplearon para determinar la concentracion letal 50 (CLso) fue muy pequeno y
por lo tanto la variabilidad fue muy grande, sin embargo estos resultados don utiles porque

proporciona una primera aproximacion de analisis de la CLsx.

Porites divaricata Le Sueur, 1821.

P. divaricata expuestos a fluoranteno.

La concentracion letal 50 (CLsg.g6n) calculada por el método probit fue de 31.4 ug/L con un intervalo
al 95 % de 224 pug/L - 44.9 pg/L, sin embargo la CLs, para los corales expuestos solo al
hidrocarburo sin radiacion solar fue de 435 pg/L (72.4 yg/L — a) (Tabla 21).

La exposicion del coral P. divaricata al fluoranteno, causé una disminucién en la eficiencia
fotoquimica que denota el estdo fisiologico del coral a partir del tercer y hasta el sexto dia de
exposicion, ademas se observé la ocurrencia de blanqueamiento y mortalidad, con lo que se
demuestra que la fototoxicidad esta en funciéon de la concentracion del hidrocarburo y la
exposiscion de radiacion. En la tabla 21 se observan las diferentes respuestas de este coral a la
exposicion a fluoranteno y la radiacién UV. En las figuras 18, 19, 20 y 21 se observa el
comportamiento de la eficiencia fotoquimica durante el curso del experimento. En la figura 22 se
observa que los controles de manipulacién y con solvente se identificaron como sanos porque
presentaron los pélipos extendidos. Solo se observan corales muertos en la maxima concentracion
(60 pg/L) porque no hay presencia de polipos y el tejido estaba necrotico. En la figura 23 se
observa que los corales expuestos al hidrocarburo sin radiacion solar estaban sanos ya que se

apreciaron los pdlipos extendidos.
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Tabla 21. Namero de organismos de P. divaricata por estado fisiolégico observado después
de la exposicion a fluoranteno. Con radiacién solar y sin radiacién.

Numero de organismos por estado fisiolégico observado

Tratamiento Normal Blanqueado Muerto
SIN RUV Con RSUV Sin RUV Con RSUV Sin RUV Con RSUV
Control de 6 9 5 3 1 -
manipulacion
Control 11 8 1 2 2
solvente
(Acetona)
15 ug/L 12 4 2 6 3 2
30 pg/L 7 4 -—-- 4 - 4
60 ug/L 11 - 1 1 11

RUV= con radiacién solar sin radiaciéon UV
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Figura 18. Eficiencia fotoquimica efectiva del coral
fluoranteno y radiaciéon UV.
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Figura 19. Eficiencia fotoquimica maxima del coral Porites divaricata expuestos a
fluoranteno y radiaciéon UV.
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Figura 20. Eficiencia fotoquimica efectiva del coral Porites divaricata expuestos a
fluoranteno y con radiacién solar sin UV.
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Figura 21. Eficiencia fotoquimica maxima del coral Porites divaricata expuestos a
fluoranteno y con radiacién solar sin UV.
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Conirol de manipulacion

Conimol con soivenie (aceiona)

15pgiL

30 pg/L

60pug/L

Figura 22. Porites divaricata expuestos a diferentes concentraciones de fluoranteno y
radiacion solar. Los corales se observan con los pélipos extendidos y con la maxima
concentracién se observa la ausencia de los pélipos y el tejido esta necrosado.
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Controlde manipulacion

Control de solvente (acetona)

15 ug/L

30 pg/L

60 ug/L

Figura 23. Porites divaricata expuestos a diferentes concentraciones de fluoranteno y con
radiacion solar sin UV. En la presente figura se observan que en todas las concentraciones
y en los corales la presencia de poélipos (corales sanos).

Porites divaricata expuestos a benzo[ajpireno.

El valor de concentracion letal 50 (CLs) calculado para el coral Porites divaricata expuesto a
benzo[a]pireno y radiacion solar UV fue de 3.78 pg/L con un intervalo al 95 % de (2.36 pg/L y 218.4
Mg/L. La CLsg para los corales expuestos al hidrocarburo con radiaciéon solar sin UV fue de 81.6
Mg/L con un intervalo de 4.87 ug/L y el infinito.

Existieron diferencias significativas en la eficiencia fotoquimica en aquellos organismos

expuestos a 1.9 y 3.8 ug/L. En las figuras 24, 25, 26 y 27 se observa el comportamiento de los
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corales durante el curso del experimento, graficando la eficiencia fotoquimica a lo largo de los seis
dias de exposicion a benzo[a]pireno asi se identifica que después del segundo dia no se
apreciaron diferencias significativas. Ademas se observé blanqueamiento y mortalidad, lo que
demuestra que la fototoxicidad esta en funcion de la concentraciéon del hidrocarburo y la cantidad
de radiacion UV, como lo demuestran los resultados. En la tabla 22 se presentan las diferentes
respuestas de la exposicién a benzo[a]pireno y la radiacion UV los corales tuvieron apariencia
fisica normal, blanqueado y muerto. En la figura 28 y 29 se muestran los resultados visuales del

estado fisioldgico del coral en presencia de radiacion solar y con radiacién solar sin UV.

Tabla 22. Numero de organismos de P. divaricata por estado fisiolégico observado después
de la exposicion a benzo[a]pireno. Con radiacion solar y sin radiacion. Numero de
organismos por estado fisiolégico observado.

Numero de organismos por estado fisiologico observado

Tratamiento Normal Blanqueado Muerto
SIN RUV CON RSUV SIN RUV CON RSUV SIN RUV CON RSUV
Control de 6 4 6 7 -—-- 1
manipulacion
Control 6 7 5 7 1 2
solvente
(Acetona
0.95 7 7 4 2 1 3
1.9 7 8 4 -—-- 1 4
3.8 9 2 o 4 3 6

RUV= con radiacién solar sin UV
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Figura 24. Eficiencia fotoquimica maxima del coral Porites divaricata expuestos a
benzo[a]pireno en presencia de radiacion UV.
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Figura 25. Eficiencia fotoquimica efectiva del coral Porites divaricata expuestos a
benzo[a]pireno en presencia de radiacion UV.
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Figura 26. Eficiencia fotoquimica maxima del coral
benzo[a]pireno con radiacién solar sin UV.
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Figura 27. Eficiencia fotoquimica efectiva del coral
benzo[a]pireno con radiacién solar sin UV.
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Controlde manipulacién

Controlde solvente (acetona)

0.95 ug/L

1.9 ug/L

3.8 ug/L

A B

Figura 28. Fotografias de Porites divaricata empleando una lampara azul y filtro amarillo
expuestos a benzo[a]pireno, con radiacién solar. (A) Radiacion blanca; (B) radiacién
fluorescente. En la figura se observan corales blanqueados y muertos por exposiciéon al
hidrocarburo.
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Controlde manipulacion

Controlde solvente (acetona)

0.95 ug/L

1.9 ug/L

3.8 ug/L

A B

Figura 29. Fotografias de Porites divaricata empleando una lampara azul y filtro amarillo
expuestos a benzo[a]pireno, con radiacién solar sin UV. (A) Radiacion blanca; (B) radiacion
fluorescente. Los corales se observan blanqueados por exposicién al hidrocarburo.

Los corales expuestos a 1.9 y 3.8 ug/L de benzo[a]pireno mostraron diferencias
significativas en la eficiencia fotoquimica efectiva en las primeras mediciones. Después del
segundo dia no se detectaron mas diferencias, pues al parecer las algas se aclimataron o se
movieron a la parte sombreada del coral (la parte de abajo). Estos resultados fueron publicados

(Guzman-Martinez et al, 2007) con anterioridad pero forman parte de este trabajo.
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Porites divaricata expuestos a antraceno.

La concentracion letal media segun el método binomial se ubica por arriba de 60 pg/L. En la tabla
23 se presentan los resultados de P. divaricata expuestos a antraceno con radiacion solar sin UV y
con radiaciéon solar. Se observan las diferentes respuestas de la exposicién a antraceno y la
radiacion UV en el niumero de corales con apariencia normal, blanqueado y muerto. En los
experimentos de la exposicién del coral Porites divaricata a antraceno no se evalud la eficiencia
fotoquimica porque el fluorbmetro se descompuso; sin embargo, al final del experimento se
tomaron fotografias de los corales para verificar visualmente el estado fisiolégico del coral
aplicando radiacion azul y empleando un filtro amarillo colocado en la camara (figuras 30 y 31),
para llevar un registro visual de los diferentes estados fisicos del coral después de la exposicion a

antraceno.

Tabla 23. Niumero de organismos de P. divaricata por estado fisiologico observado después
de la exposicion a antraceno. Con radiacién solar y sin radiacion.

Numero de organismos por estado fisiolégico observado

Tratamiento Normal Blanqueado Muerto
SIN RUV CON RSUV SIN RUV CON RSUV SIN RUV CON RSUV
Control de 1 5 1 7 0 0
manipulacién
Control 6 6 6 6 0 0
solvente
(Acetona
15 pg/L 2 6 4 5 6 1
30 ug/L 5 5 7 6 0 1
60 pg/L 2 4 10 7 0 1

RUV= con radiacién solar sin UV
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Controlde manipulacion

Controlde solvente (acetona)

15 pg/L

30 pg/L

60 ug/L

Figura 30. Fotografias de Porites divaricata empleando una lampara azul y filtro amarillo
expuestos a antraceno y con radiacion solar. (A) Radiacion blanca; (B) radiacion
fluorescente. Los corales se observan sanos y blanqueados.
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A B

Figura 31. Fotografias de Porites divaricata empleando una lampara azul y filtro amarillo
expuestos a antraceno y con radiacion solar sin UV. (A) Radiaciéon blanca; (B) radiacion
fluorescente. Los corales se observan sanos y blanqueados.

Exposicién a la RSUV de los organismos expuestos a fluoranteno.

En la tabla 24 se observan las diferentes exposiciones de radiaciéon que recibieron los organismos
durante la exposicion de estos a los hidrocarburos, para A. franciscana, el tiempo de exposicion a
la radiacion UV fue de 30 minutos y la hora de exposicion entre las 12:45 del dia a las 15:00 horas.

Los resultados expresados en energia y fotones (cuanta) aplicando el modelo Zenith A que nos
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indica que la exposicion de radiacion UVB, UVA que recibié cada experimento, en promedio para
radiacion UVBQ, fue de 358.35 umol/m® y para UVAQ fue de 6223.52. umol/m?® En S. gigas la
exposicion fue de 30 minutos y la hora de exposicidon entre las 15:15 del dia a las 15:40 horas, la
exposicion de radiacion  UVBQ, UVAQ, fue de 154.27 y 3114.05 pmol/m’/experimento
respectivamente.

Para A. spinata la cantidad de fotones que recibieron los experimentos (la exposicion) en
promedio fue de 358.35 pmol/m?/experimento de UVBQ y 6223.52 pmol/m*/experimento de UVAQ,
el tiempo de exposicién a la radiacion UV en promedio de 32 minutos y la hora de exposicion entre
las 13:44 del dia a las 14:15 horas.

Para L. tenuicornis el tiempo de exposicion a la radiacion UV fue de 30 minutos y la hora
de exposicion entre las 13:43 del dia a las 14:40 horas. Aplicando el modelo Zenith A los
resultados fueron expresados en energia y fotones (cuanta) estos valores nos dan la exposicion de
radiacion UVBQ, UVAQ que recibié cada experimento, de radiacion UVBQ 308.43 pmol/m2 y de
UVAQ 5246.92 umol/m*/experimento.

Para Hippolythe zoostericola--Thor manningi el tiempo exposicion para estas especies fue
de 27.5 minutos, la hora de exposicion fue de las 13:00 a las 13:40 horas, la exposicion de que
recibieron fue de 635.96 pmol/m?/experimento para UVBQ y 11055.05 umol/m?/experimento para
UVAQ.

Para Tozeuma carolinense manningi el tiempo exposicidon para estas especies fue de 92.5
minutos, la hora de exposicién fue de las 13:35 a las 15:15 horas, la exposicidon de que recibieron
fue de 732.85 pmol/mzlexperimento para UVBQy 6729.38 pmol/mzlexperimento para UVAQ.

Estos valores nos indica que la radiacién solar es varios ordenes de magnitud mayor que en el

laboratorio.
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Tabla 24. Exposiciéon a RUV de los organismos expuestos a fluoranteno

| pmol/m*/ experimento

Especie Tiempo de Tiempo de uvBQ UVAQ
exposicion sin  exposicion con
uv uv
(min) (min)
Artemia franciscana 40 27.5 358.35 6223.52
Strombus gigas 25 30 154.27 3114.05
Acartia spinata 40 30 358.35 6223.52
Leander tenuicornis 24 60 308.43 5246.92
Hippolythe 27.5 65 635.96 11055.05
zoostericola, Thor
manningi
Tozeuma 92.5 45 732.85 6729.38
carolinense
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Exposicién a la RSUV de los organismos expuestos a BaP.

En la tabla 25 se observan los resultados de la exposicién a la radiacion UV y la exposiciéon que
recibieron los organismos al estar expuestos al hidrocarburo durante el bioensayo. Se trabajé en la
hora que el sol estaba en el Zenith para que recibieran la mayor cantidad de radiacion, Hippolythe
zoostericola-Thor manningi fueron los organismos que recibieron la mayor exposicion de radiacion
expresada en cuantas (cantidad de fotones por experimento) 430.69 umol/mzlexperimento para
UVBQ y 8115.04 pmol/m?/experimento para UVAQ.

Estos valores nos indica que la radiacion solar es varios ordenes de magnitud mayor que
en el laboratorio.

Tabla 25. Exposiciéon de RUV de los organismos expuestos a BaP.

pmol/m* / experimento

Especie Tiempo de Tiempo de uvBQ UVAQ
exposicion sin UV exposicion con
(min) uv
(min)
Artemia franciscana 52.71 28.28 271.46 4758.96
Strombus gigas 25 30 146.43 3010.54
Acartia spinata 37.5 32.5 270.58 4961.06
Hippolythe 52.5 65 430.69 8115.04
zoostericola, Thor
manningi
Tozeuma 92.5 45 732.85 6729.38
carolinense

Evaluacion de riesgo ecolégico (ERE).

Modelo conceptual

En la figura 31 se describe el modelo conceptual propuesto para el presente caso de estudio. Se
identificaron como posibles fuentes de contaminacion por HAPs a las embarcaciones recreativas
(lanchas y motos acuaticas) y de transporte (cruceros, transbordadores y buques de transporte), ya
que estos requieren el uso de gasolina y diesel para su funcionamiento. Se sabe que la combustion
incompleta de combustibles produce HAPs (Neff, 1979). Una vez en el medio acuatico, una
fraccion importante de los hidrocarburos se asocia a la materia organica particulada y se deposita
en los sedimentos, sin embargo, otra fraccidon permanece disuelta en la columna de agua donde

los compuestos pueden sufrir fotodegradacién (fotolisis o fotooxidacion), Esta porcion es érdenes
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de concentracion menor que la que se deposita en los sedimentos y tanto los HAPs asociados al
sedimento, como los que permanecen en la columna de agua y sus foto productos pueden ser
bioacumulados por los organismos, identificando como receptores potenciales los organismos
asociados a la zona arrecifal y los mismos corales.

Cuando la radiacién solar ultravioleta A (280 - 400 nm) esta presente en el habitat de estos
organismos puede producirse fototoxicidad. Debido a la foto activacion de los HAPs y al
metabolismo celular se pueden formar radicales libres y especies de oxigeno reactivas (ROS por
sus siglas en inglés) que danan las membranas y al ADN, provocando finalmente la muerte de

aquellos organismos cuyos sistemas de reparacién hayan sido rebasados.
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Fuentes de contaminacion

Embarcaciones para uso recreativo

Medios afectados Columna deagua ‘ Sedimentos

¥ ¥

Receptores p:jgtenmales Crustaceos, peces, medusas
en agua y sedimentos Corales, vegetacion (pastos),
estrellas, erizos

¥

Formacién de especies de oxigeno
reactivas , lipoperoxidacién, dano
genético y muerte de los organismos

Efectos

Figura 32. Modelo conceptual desarrollado para el Complejo Lagunar Bojorquez-Nichupte y
la laguna arrecifal de Puerto Morelos.

Caracterizacion del riesgo.

Los resultados del calculo de los cocientes de peligro, se presentan en las tablas 26 y 27, en ellos

se observa que para todas las especies probadas los valores del cociente resultaron menores que
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1, lo que significa que el riesgo actual es insignificante para fluoranteno y BaP. Esto era de
esperarse ya que para que el riesgo ocurra el estresor debe tener la capacidad de causar uno o
mas efectos adversos, ademas de que debe ocurrir en conjunto con un componente ecolégico, con
una duracion y con una magnitud suficiente para provocar el efecto adverso identificado (Chapman
2006). En los analisis de agua por HPLC no se encontraron HAPs o estaban en concentraciones

muy bajas (de los 6 hidrocarburos fototoxicos solo se detectd uno en una localidad) (Anexo llI).
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Tabla 26. Cocientes de peligro para diferentes especies expuestas a fluoranteno y RSUV.

Especie CLso Cociente de peligro

Strombus gigas 17.75 0.013

Larvas de caracol rosado (0-79.1)

Cladonema radiatum 20.6 0.010

Medusa (12.8-23.6)

Pachygrapsus gracilis 60 0.0035

Cangrejos

Acartia spinata 23.7 0.009

Copépodos (21.6-25.6)

CAMARONES

Leander tenuicornis 60 0.0035

Tozeuma carolinense 15.2 0.014

Camarén de pastos (6.7-30.1)

Hippolyte zostericola 75.6 0.003

Thor manningi (26.98-1453267)

Porites divaricata 31.4 0.007
(22.4 —44.9)

Artemia franciscana 55.47 0.004

Campo (46.6 — 66.2)

*Limite de deteccion para fluoranteno: 0.21
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Tabla 27. Cocientes de peligro para diferentes especies expuestas a benzo[a]pireno y RSUV.

Especie CLso Cociente de riesgo

Strombus gigas 0.0013

Larvas de caracol rosado

Cladonema radiatum 0 0

Medusa

Pachygrapsus gracilis 0 0

Cangrejos

Acartia spinata 1.8 0.013

Copépodos (1.63 - 2.46)

CAMARONES

Leander tenuicornis 1.9 0.012

Tozeuma carolinense 3.8 0.006

Camaron de pastos (2.7 — 595991.9)

Hippolyte zostericola 29.7 0.0008

Thor manningi 15.36 — 59.4

Porites divaricata 2.7 0.008
(1.86 - 5.7)

Artemia franciscana 3.75 0.006

Campo (1.56 — 6.07)

*Limite de deteccion para BaP: 0.023
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DISCUSION

Se observo un efecto de la fototoxicidad del fluoranteno, benzo[a]pireno (BaP) y antraceno en los
bioensayos realizados en el laboratorio y en el campo. Este efecto ha sido caracterizado,
identificado y demostrado en diversos trabajos donde exponen a diferentes organismos como los
peces (Barron 2003; Barrén et al., 2000; Choi y Oris 2000a; Choi y Oris 2000b; Oris et al., 1990;
Oris 1986; Goncalves et al., 2008; Little et al., 2000); crustaceos (Allred y Giesy 1985, Boese 1998;
Barata et al., 2005; Barata et al., 2002, Bellas y Thor 2008; Bellas 2007; Diamond et al., 2000;
Gomes et al., 2009; Lampi 2005; Lampi et al., 2005; Oberdortes et al., 2000; Peachey Jempe 2005;
Ramirez 1997, Wernersson y Dave 1997); corales (Guzman-Martinez et al., 2007; Peachey 1995;
Peachey y Crosby 1996; Peters et al., 1997); bivalvos (Kirby 2007; Lyons et al., 2002; Pelletier
2000; Pelletier 1997; Weinsten 2001); plantas (Huang et al., 1997, Kummerova 2007; Petersen
2008, anfibios Ankley 1998; Hatch y Burton 1998; Monson 1999); y otros organismos (Bellas et al.,
2008; Pelletier 2006; Yu et al., 2006). Estos trabajos demuestran que existen efectos de
fototoxicidad de los HAPs en presencia de radiacion UV, esta toxicidad esta en funcion de su
concentracion y de la radiacion solar a la que se exponen los organismos. Este trabajo contribuye a
ampliar la base de datos de fototoxicidad en organismos marinos, para los que existen pocos

datos, especialmente para especies del Caribe donde practicamente no existen reportes.
Bioensayos en laboratorio con A. franciscana.

Los resultados del presente trabajo demostraron que los metanauplios fueron 1.7 veces mas
resistentes a la exposicion de fluoranteno y 1.5 veces al efecto del BaP que los adultos de A.
franciscana, no asi para antraceno, siendo los adultos 1.8 veces mas resistentes que los
metanauplios. En este trabajo se demostré que los metanauplios resultaron mas resistentes a la
presencia de los hidrocarburos fluoranteno y BaP, a pesar de que se esperaba que los
metanauplios fueran mas sensibles por su intensa actividad celular y su desarrollo. Solo en el caso
del antraceno se demostrd que fueron mas sensibles a este hidrocarburo.

Los adultos presentaron al parecer una condicién fisiolégica, baja tal vez provocada por la
manipulacion que se realiza para su obtencién ya que fueron atrapados en una salina en Mérida
Yucatan, embolsados, trasladados por avién y mantenidos en las bolsas saturadas de oxigeno
hasta su venta en la Ciudad de México.

La toxicidad de los tres hidrocarburos, fluoranteno, BaP y antraceno asi como la intensidad

de la radiacién UVA artificial que se probd en estos experimentos, con una lampara de 55 uW/cm2
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y expuestos por 48 horas, demostr6 que estos hidrocarburos aromaticos policiclicos se
fotoactivaron.

Se realizaron bioensayos en la oscuridad para comprobar que los organismos al ser
expuestos a los HAPs sin radiacion UV no morian después de 48 horas de exposicion (datos no
presentados). Los resultados del presente estudio demostraron que la radiacién UV intensifica la
toxicidad de los HAPs, fluoranteno, benzo[a]pireno y antraceno y que esta toxicidad esta en funcion
de la exposicion a la radiaciéon UV y la concentracién del contaminante tal como lo demuestra el
trabajo de Allred y Giesy (1985). Ellos explicaron que al exponer a Daphnia pulex a antraceno en
concentraciones por debajo del limite de solubilidad del compuesto, este produce fototoxicidad, y
que cuando al usar radiacion solar el tiempo de inmovilizacién de D. pulex estuvo en funciéon de la
concentracion del antraceno, lo que ocurre en minutos.

En los bioensayos realizados en el laboratorio en este estudio, las concentraciones
excedieron las solubilidades esperadas en agua en sitios contaminados y ademas rebasaron los
limites de solubilidad de estos compuestos en agua marina. Los resultados son considerados
razonables para cumplir el objetivo del establecimiento de la concentracién letal 50 (CLso) en el
laboratorio, para su posterior comparacion con datos de campo.

La CLso4sn para metanauplios de A. franciscana fue ligeramente mayor (75.45 ug/L) que el
limite de solubilidad del fluoranteno (60 pg/L en agua marina a 25 °C) y la CLs, para adultos fue
menor (43.35 ug/L). Para el antraceno también se rebasé el limite de solubilidad, de 32 a 43 ug/L
en agua marina a 25 °C, la CLs fue de 932 pg/L para metanauplios, para adultos la CLs, fue de
1730 pg/L. En el caso del BaP las concentraciones letales 50 fueron mucho mayores que el limite
de solubilidad 3.8 ug/L (la CLsg= 216.5 pg/L para metanauplios; y 141.56 pg/L para adultos).

Los resultados de laboratorio pueden crear incertidumbre ya que en el laboratorio se
controlan algunas condiciones, mientras que en el ambiente natural existen variaciones que no se
pueden controlar como la exposicién de radiacion UV, que en el campo es varios ordenes de
magnitud mayor, la atenuacion de la radiacion y otras, tal como lo demuestra el trabajo de
Diamond et al., (2000) que sugieren que la extrapolacién de resultados de laboratorio introduce
incertidumbres. La exposicién en el laboratorio involucra el uso de fuentes artificiales de radiacién
UV, no hay atenuacién de la radiacion y los compuestos se prueban por separado. En contraste,
en ambientes naturales la fuente de radiacién UV es la solar y por lo tanto la exposicidon de
radiacién es mayor. Por otra parte, en la columna de agua puede haber factores de atenuacion de
la radiacion UV (particulas suspendidas, absorcion y reflexion).

Con la finalidad de comparar los resultados obtenidos en este trabajo para antraceno, se
realizé una recopilacion de los resultados de diferentes trabajos, demostrando que los valores de la
CLso, para A. franciscana se reportan en un rango de 37 a 4.8 veces por debajo del valor calculado

en esta investigacion (tabla 28). Debe mencionarse que las condiciones de exposicion son muy
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variables, asi como los tiempos y las condiciones de bioensayo. Con respecto al ostion

(Crassostrea gigas, Irwin 1997), la CLso (5000 pg/L) para esta especie es 5.4 veces mas alta que la

que se obtuvo para los metanauplios de A. franciscana y es 2.9 veces mas alta que en los adultos,

(48 horas de exposicion, no se detallan las condiciones de exposicion para C. gigas. Irwin 1997).

Tabla 28. CLs, de antraceno para diferentes especies obtenidas en el presente trabajo y en

otras fuentes bibliograficas.

Especie CLs (pg/L) Tiempo de exposicion
(horas)
A. franciscana 932 48 (lampara vitalite)
(metanauplios) para el
presente estudio
A. franciscana (adultos) para 1730 48 (lampara vitalite)
el presente estudio
Artemia salina (Irwin 1997) 20 1
Crassostrea gigas (Irwin 1997) 5000 48
Daphnia magna (Irwin 1997) 20 1
Lepomis macrochirus (Oris et 11.9 96
al., 1984)
Rana pipiens larvas 110 30 min de radiacién solar
Rana pipiens (kagan vy kagan 65 30 min de radiacion solar
1984)
Rana pipiens (kagan vy kagan 25 5 horas de radiacién solar
1984)
Hyallela azteca (Hatch y Burton, 5.6 -—
1999) (4.3-6.7)
Chironomus tentans (Hatch y 6.0 -
Burton, 1999) (3.9-7.7)
Xenopus laevis 193 96
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En la tabla 29, se observa que la CLso4g del fluoranteno para adultos y juveniles (43.35
Mg/L) es 74 veces menor comparada con la CLsy para Daphnia magna (3200 pg/L); también es
42.4 veces mayor que la obtenida con los metanauplios de A. franciscana. En algunos otros
trabajos la CLsg para A. franciscana es menor comparada con los tiempos de exposicion que en
muchos trabajos es mayor como en el caso de Rana pipiens (96 horas de exposicion; CLso= 366
Mg/L; Xenopus laevis, Ambistoma maculatum (Hatch y Burton, 1998), Tisbe battagliai (Barata., et
al., 2002).

Con respecto al BaP, existen pocos registros de trabajos con este compuesto en
condiciones de laboratorio. Irwin (1997) resume algunos trabajos donde exponen a Daphnia pulex
y un poliqueto a BaP, ambos con un tiempo de exposicion de 96 horas en donde se observa que
el poliqueto es el mas resistente a la presencia de este compuesto, reportando un CLsy mayor a
1000 pg/L; concentracion 4.5 y 7 veces mayor que la obtenida en el presente trabajo para
metanauplios, adultos y juveniles de A. franciscana, respectivamente.

El presente trabajo demuestra las diferentes sensibilidades de los organismos expuestos a
los hidrocarburos aromaticos policiclicos antraceno, fluoranteno y benzo[a]pireno. Asimismo
demuestra que la fototoxidad estd en funcién de la concentracion del hidrocarburo y de la

intensidad de la radiacion UV que reciben.
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Tabla 29. CLs, de fluoranteno para diferentes especies obtenidas en el presente trabajo y

otros trabajos.

Especie CLs Tiempo de exposicion
(horas)
A. franciscana (metanauplios) 75.45 pg/L 48 (lampara vitalite)
A. franciscana (adultos) 43.35 ug/L 48 (Iampara vitalite)
Artemia salina 40 ug/L 1
U.S.EPA, 1997.
Ceriodaphnia dubia 45 ug/L 24
U.S.EPA, 1997.
Daphnia magna 4 ug/L 1
U.S. EPA, 1997. 1300 mg/L 24
3200 mg/L 48
Rana pipiens larvas (Monson et 6.99 pg/L 36 sin UV
al., 1999)
Rana pipiens 90 pg/L 24
Hyalella azteca (Hatch y Burton, 7.3(5.5-8.7)pyg e
1999)
Chironomus tentans (Hatch and 7.3 pg/L -
Burton, 1999) (5.5-8.7)
Rana pipiens (Hatch y Burton) 366 pg/L (297-449) 96
Ambistoma maculatum (Hatch 247 ug/L 288
y Burton) (CL no confiable)
Xenopus laevis (Hatch y Burton) 193 (153-243) 96
Tisbe battagliai (Barata., et al., Nauplios 68.3 ug/L 96
2002) Adultos 101.1 ug/L 144
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En la tabla 30 se observan diferentes CLs, para BaP en A. franciscana y otros trabajos encontrados
en la literatura con tiempos mayores de exposicion. Se observa que A. franciscana es un
organismo sensible a la presencia de este hidrocarburo, ya que la mortalidad ocurre 48 horas mas
rapido que en las otras dos especies citados en los estudios, aunque la concentracion de
exposicion es 43 y 28.3 veces mayor para los metanauplios y adultos de A. franciscana que la

concentracién para Daphnia pulex.

Tabla 30. CLs, para benzo[a]pireno para diferentes especies obtenidas en el presente trabajo
y otros trabajos.

Especie CLso (Mg/L) Tiempo de exposicion
(horas)

A. franciscana (metanauplios) 216.5 48 (lampara vitalite)
(194.5- 238.3)

A. franciscana (adultos) 141.56 48 (lampara vitalite)
(105.3-178.3)

Daphnia pulex (Irwin et al., 5 96

1997)

Neanthes  arenaceodentata <1000 96

(poliqueto) (Irwin et al., 1997)

Los resultados de laboratorio demostraron que A. franciscana es una especie resistente al
antraceno, al fluoranteno y al BaP, por lo que no es recomendable utilizarla en pruebas de
toxicidad de hidrocarburos cuyo objetivo sea proteger a las especies presentes en los ecosistemas

acuaticos, particularmente del la zona del Caribe Mexicano.

Ensayo cometa Artemia franciscana.

Porcentaje de dafio.

Todas las células de todos los lotes experimentales mostraron dafio. El control de manipulacion
(solo agua marina) tuvo el mayor porcentaje de dafio mas bajo (0-20 um). Este dafio posiblemente
se deba al estrés de la manipulacién para la obtencién de los nauplios y a la eclosion de los
quistes, la cual requiere cloro. Esto pudo afectar, a pesar de que se uso en minima concentracion
y pudo provocar alteraciones en el ADN. Lee y Steinert, (2003) proponen algunos factores que
pueden influir en el dafio basal ADN, depende del tejido y el animal, se incluyen la heterogeneidad

del tipo celular, el ciclo celular, la frecuencia de cambio celular y las condiciones de cultivo y
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crecimiento. Los diferentes tipos celulares pueden tener diferentes niveles de dafio en el ADN
debido a la variacion en la actividad de ruptura y reparacién, la actividad metabdlica, las
concentraciones antioxidantes u otros factores. Cuando se realiza el ensayo cometa se deben
tomar en cuenta los diferentes tejidos, las diferencias morfologicas, las caracteristicas de tincion.
En la mayoria de los casos, el uso de poblaciones celulares homogéneas reduce la variabilidad
entre las células. Por lo tanto, es importante obtener células por procedimientos que minimicen la
disrupcion. Otros estudios han demostrado un aumento en los niveles de sitios alcali-labiles en
ciertos tipos celulares que tienen alto contenido de cromatina condensada (Sigh et al., 1989),
sugiriendo que este porcentaje de dafio es una caracteristica del empaquetamiento del ADN
produciendo hebras enddgenas, es decir, no es resultado del protocolo del ensayo cometa per se
(Mitchelmore et al., 1998).

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre el control de manipulacién y los
diferentes tratamientos experimentales, incluyendo el control con solvente (acetona); sin embargo,
este tuvo el 50 % de las células con dano bajo (0-20 um), mientras que los organismos expuestos
a fluoranteno (24 y 48 pg/L) presentaron un dafio medio con un porcentaje de 62 y 50 %,
respectivamente (21 a 60 pm).

Wilson et al, 1997 reportaron un dafio basal en el dafio al ADN en el mejillén Mytilus edulis
explicando que los organismos aerdbicos, estan constantemente expuestos a radicales de oxigeno
(enddgenos, exoégenos y oxidantes relacionados que pueden inducir stress oxidativo) en todos los
componentes celulares, incluyendo en el ADN (Pacifici y Davies 1991), esto puede explicar porque
se encontraron altos niveles de dafo basal en las células de la branquia del mejillén. Con el trabajo
de Wilson se puede explicar porque los organismos control de manipulaciéon presentaron células
con dano, aunque bajo, pueden producirse radicales oxigeno provocando estrés oxidativo y por lo
tanto dafio en la cadena de ADN. Ofro factor de estrés para los organismos control es la radiacion
UV artificial a la que estuvieron expuestos, la cual provocé dafio. Las células de todos los lotes
mostraron algun tipo de dafo fendbmeno que ha sido observado en otros organismos marinos
(Wilson et al., 1998).

El ensayo cometa resulté ser un método conveniente para evaluar el dafio en el ADN en
ejemplares de A. franciscana expuestos a benzo[a]pireno, fluoranteno y antraceno. Los resultados
obtenidos en los experimentos descritos en esta tesis coinciden en la capacidad para detectar
dafio en el ADN en experimentos realizados con moluscos y crustaceos reportados por otros
autores. (Mitchelmore, et al.,, 1998, Lee, et. al, 2000, Lee y Kim, 2002, Lee y Steinert 2003),
demostrando que esta técnica es un buen indicador de dafio del ADN en organismos acuaticos.

Se demostré que el BaP mas genotoxico que el fluoranteno y el antraceno; aun en las
concentraciones bajas resultaron genotdxicas. En el caso del control de manipulacién de A.

franciscana, los organismos presentaron dafio porque estuvieron expuestos a radiaciéon UV artificial
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la que provoca dafio a los organismos. Ademas de la manipulacién que sufrieron los organismos
en el proceso de la extraccion de las células (Aguilar-Santamaria, comunicacion personal).

Hook y Lee (2004) observaron los efectos de la accion conjunta de la radiacion UV, el BaP
(0.2 uM) y Cd (5 pM) en embriones de Paleomonetes pugio los resultados que obtuvieron
incluyeron las lesiones del ADN por exposiciéon a BaP y radiacion UV, que provocaron un nivel alto
de daino para las células de los embriones de estos organismos. Hook y Lee (2004) demostraron
efectos de dafo y reparacién en el ADN empleando el ensayo cometa, en embriones de estadio 4
y 7 dias de Paleomonetes pugio, expuestos a perdxido de hidrogeno, cromo hexavalente (26, 52,
104, 260 y 520 ppb) y BaP (1, 3 10 ppb). Los embriones en el estadio 4 fueron mas sensibles que
los del estadio 7, los autores concluyeron que las hebras del ADN medidas empleando la técnica
del ensayo cometa, representan tanto dafo, como reparacion. Al parecer los primeros estadios
disminuyen la capacidad para reparar el ADN comparado con el estadio posterior. Por otro lado
Lee y Kim (2002) emplearon el ensayo cometa para evaluar el dafo y reparaciéon en embriones
expuestos a compuestos fototdxicos (antraceno, azul de metileno y a-tiertenil) demostrando que el
antraceno (3 pg/L) al ser expuesto a la radiacion solar, tiene un momento de cola mayor (14.7
3.6) que los que no estan expuestos a la radiacién solar (1.7 £ 0.9) y que disminuye cuando los
organismos son ftransferidos a la oscuridad para permitir la reparacion del ADN (6.7 £ 1.9).
Concluyeron que los embriones expuestos a diferentes compuestos fototdxicos provocan dafio en
el ADN, dan la evidencia de que existe un proceso de reparacién cuando son transferidos a la
oscuridad, ademas que el ensayo cometa puede usarse para estudiar el dafo y la reparacion en
animales estuarinos después de la exposicidon a quimicos fototdxicos en el laboratorio y en el
campo. Comparando los resultados de estos trabajos con los obtenidos en este estudio, se probé
demuestran que, por un lado, la accion conjunta de la radiacién UV y el hidrocarburo producen
dafio en la cadena de ADN, demostrando que los HAPs son genotdxicos para los organismos
expuestos como A. franciscana.

Las concentraciones probadas son ligeramente mayores que las concentraciones que se
pueden encontrar en sitios contaminados, donde se estima que A. franciscana es un organismo
resistente. Sin embargo, los resultados hacen pensar acerca del impacto que estos compuestos, y
otros contaminantes mas, estan ejerciendo sobre los organismos marinos que pueden ser mas
sensibles a concentraciones bajas que tal vez no los maten pero que disminuyan su condicién
fisiolégica y reproductiva, pudiendo afectar el ecosistema en su conjunto.

Seria recomendable la aplicacion de esta experiencia para realizar un experimento de
mesocosmos y ensayos in situ en areas contaminadas con HAPs para asi esclarecer la union entre
los biomarcadores y sus posibles implicaciones ecologicas.

Con las pruebas subletales fue posible medir dafio en el ADN de esta especie, lo cual es

novedoso, ya que existen reportes para otras especies de crustaceos y otros téxicos; por lo que se
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recomienda el ensayo cometa como un buen biomarcador de efecto para evaluar fototoxicidad por
HAPs. (Hook y Lee 2004; Steinert 2003; Lee, et. al., 2000, Lee y Kim, 2002; Mitchelmore, et al.,
1998).

Bioensayos realizados con radiacion solar.

Los resultados del presente estudio demuestran que los organismos expuestos a fluoranteno,
benzo[a]pireno y antraceno presentaron efectos de fototoxicidad (Tabla 31). Las diferentes
concentraciones nominales probadas en cada bioensayo estan por debajo del limite de solubilidad
de cada uno de estos hidrocarburos y estas concentraciones disminuyeron la sobrevivencia de los
organismos en presencia de niveles ecolégicamente relevantes de radiacién UV (UVA y UVB). La
cantidad de fotones recibida para cada experimento (exposicién) fue suficiente para poder provocar
fototoxicidad en los organismos expuestos a estos contaminantes.

En el presente trabajo se demostré que la exposicion de radiaciéon UV es muy importante
para producir fototoxicidad. Al comparar los resultados de laboratorio con los resultados de campo
se demostrd que la fototoxicidad ocurre 96 veces mas rapido en campo que en el laboratorio, ya
que la exposicion de UVA, UVB y PAR en campo es tres 6rdenes de magnitud mayor que en el
laboratorio. Asi, los experimentos realizados con S. gigas, donde se emple6 la lamina de plexiglas
G UF-3 de 4 mm de espesor, que corta una fraccion de la radiacién UV, la CLsg.gg, fue menor que
al ser expuestos a toda la radiacion UV demostrando que estas laminas protegen a los
organismos. Ademas esto indica que la radiacion solar UV aumenta los efectos fototoxicos, ya que
reciben mayor exposicion en el campo.

La atenuacion de la radiacion también es importante porque en el ambiente la materia
organica disuelta, asi como las nubes o los dias de lluvia, disminuyen la penetracién de la
radiacion UV.

Las CLsg.06n Obtenida para los organismos probados en el presente trabajo y el tiempo de
bioacumulacion no permite la comparaciéon de las concentraciones letales para los organismos
experimentados como lo sugiere Oris (comunicacion personal), porque es necesario calcular el
tiempo letal medio. Esto no fue posible de obtener, ya que la mortalidad en algunas especies fue
muy rapida (A. franciscana, S. gigas, T. carolinense, A, spinata), pues comenzaban a morir al cabo
de algunos minutos. Se observé que existen diferentes sensibilidades debido a que se emplearon
organismos de diferentes etapas de desarrollo, con diferentes habitos y habitats que les permiten
protegerse de los efectos de la radiacion solar. Sin embargo, algunas especies fueron mas
resistentes se observé que las larvas de S. gigas con un tiempo de exposicion de treinta minutos
tuvieron una CLsg o5, de 17.75 ug/L, los metanauplios de A. franciscana fueron los mas resistentes

a la exposicién de fluoranteno. En contraste, para BaP las larvas de S. gigas fueron mas sensibles
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(CLso.05n de 17.05 ng/L) y la mas resistente fue T. carolinense. Esto indica que, en el caso de las
larvas S. gigas, por encontrarse en un estadio inicial de desarrollo son mas sensibles a cualquier
cambio que les pueda provocar dano; en el caso de A. spinata, copépodos que tienen habitos
nocturnos, el riesgo de que sufran fototoxicidad es nula porque no estan expuestos a radiacién
solar.

Diversos trabajos han probado que algunos HAPs absorben la energia solar UV (280 a 400
nm) formando moléculas de estado excitado que a través de la perdida subsecuente de energia
forman compuestos que pueden ser mas toxicos que las moléculas parentales. Barron et al.,
(2002), demostraron que la toxicidad fotointensificada (aumento de la toxicidad con la exposicion a
la radiacion UV) ocurre cuando el hidrocarburo ya esta presente en el organismo
(fotosensibilizacion); el grado de toxicidad se incrementa con la exposicién a la radiacion UV y con
el aumento en la concentracion del HAP (Ankley et al., 1994 y 1995). Gomes et al., (2009),
realizaron bioensayos de fototoxicidad con antraceno exponiendo al anfipodo de aguas
superficiales Gondogeneia antarctica, concluyendo que es importante disefiar experimentos para
establecer protocolos y asi realizar estudios de riesgo ecoldgico en areas con gran trafico de
embarcaciones, ya que estas son fuente potencial de HAPs y de contaminaciéon por derrames
accidentales de petréleo. Con el adelgazamiento de la capa de ozono sobre la Antartida las aguas
costeras del continente reciben altos niveles de RSUV, las pruebas de contaminantes fototéxicos
deben ser considerados en los programas de monitoreo en donde se concentren actividades
antropogénicas que puedan ser fuente de estos compuestos. También en las zonas tropicales o en
zonas donde la penetracion de la radiacién UV es muy alta, como en el caso del area de estudio,
los organismos estan en riesgo no solo por la RSUV sino ademas por la presencia de muchas
sustancias téxicas que son arrojadas en estos ambientes por el hombre y que ademas son
fototoxicas.

Otros trabajos han probado diferentes HAPs fototdxicos y expuesto a diferentes
organismos acuaticos como el oligoqueto Lumbriculus variegatus, el crustaceo Hyalella azteca y
Daphnia magna (Hatch, Burton, 1999), larvas de cangrejo (Peachey, 2005), larvas y juveniles del
bivalvo Mulinia lateralis (Pelletier, et al., 1997) y del camardon Mysidopsis bahia y larvas de rana
Rana pipiens (Bowling et al., 1983; Frank et al., 1986; Newsted y Giesy 1987), los cuales han
demostrado que el aumento de la concentracion y la radiacion UV producen fototoxicidad. Diamond
et al., (2000) demostraron también que solo aquellas longitudes de onda absorbidas por el
compuesto tienen el potencial de iniciar los eventos fotoquimicos que provocan la fototoxicidad, y
concluyen que la cuantificacion de las caracteristicas espectrales de los ambientes acuaticos
contaminados por HAPs es importante en la evaluacion del riesgo en estos sitios.

Para organismos marinos en la columna de agua existe poca informacion acerca de la

fototoxicidad, generalmente todos los trabajos se enfocan a organismos asociados al sedimento
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porque por lo general los HAPs se sedimentan y se asocian a la materia organica disuelta. Esto
implica que los organismos asociados a estos ambientes estan en mayor riesgo de sufrir
fototoxicidad (Oris et al., 1990; Lyons et al., 2002). Existe solo un trabajo con organismos
asociados a arrecifes (Peachey y Crosby, 1996), el cual se llevd a cabo en Hawaii con nauplios de
Artemia salina, la esponja Callispongia diffusa, planulas de coral Fungia scutatia, Montipora
verrucosa, Pocillopora damicornis y Porites compresses, un zooantido Zoanthus pacificus, el
poliqueto Platynereis dumeralii, el camaron Alpheopsis spp., el anfipodo Amphilocus likelike, el
braquiépodo Artemia salina (nauplios), el molusco gasterépodo Bittum parum y peces juveniles
milkfish Chanos chanos. Después de dos horas de incubacion en la obscuridad con el
hidrocarburo, los organismos se irradiaron con lamparas fluorescentes con una exposicion de
radiacién UV en un rango de 975 a 1000 HW/cm?. Ademas, se realizaron bioensayos con radiacion
UV solar con una exposicion de intensidad de radiaciéon en un rango de 407 pW/cm2 a 1428
pW/cm2. Los resultados de este trabajo demostraron que la fototoxicidad ocurre en F. scutaria, P.
dumeralii y Alpheopsis y los autores concluyeron que la toxicidad esta en funcion de la intensidad
de la radiacion UV y de la longitud de onda. Asi, con los experimentos con A. salina no hay efectos
a 375 nm pero si ocurre toxicidad en los 312 nm. La exposicién al antraceno resulté al revés, es
decir, fue fototdxico en la longitud de onda mayor a 375 nm. Los autores concluyeron también que
la absorcion de la radiacion UV es necesaria para producir toxicidad. Los autores ademas
observaron que algunas especies de coloracién oscura son mas resistentes que las especies con
coloracion clara a la fototoxicidad, sugiriendo que la absorcion de la radiacion UV vy la fototoxicidad
ocurre solo después de la entrada del HAP.

Para Porites divaricata, a pesar del corto periodo de acumulaciéon para fluoranteno (4.5
horas) y para benzo[a]pireno (9 horas) la eficiencia fotoquimica disminuyé provocando
blanqueamiento y mortalidad en presencia de radiacion solar UV. Para los diferentes tratamientos
(sin radiacion UV y con radiacion UV), la fototoxicidad ocurre 14 y 21.6 veces mas rapido
respectivamente. Esto nos indica que la radiacion solar UV acelera el proceso.

La toma de fotografias también fue una herramienta que permitié identificar la condicién
fisiologica por la exposicion del coral al hidrocarburo y la radiaciéon UV, D Angelo et al., (2008)
proponen que la regulacién del pigmento del huésped es importante para la coloracién del coral, ya
que puede servir como un marcador 6ptico intrinseco de la condicién fisioldgica del coral.

Las diferencias en las sensibilidades pueden atribuirse también a que cada organismo
tiene procesos metabdlicos que les permiten degradar los HAPs como el sistema P450 o MFO
(oxigenasas de funciéon mixta) o pueden ser degradados por un sistema de reacciones enzimaticas
de dos fases: principalmente las reacciones de la fase 1 que involucran la oxidaciéon del compuesto
organico en presencia de oxigeno molecular catalizado por monooxigensas. Los mecanismos de

degradacion en algunos casos no pueden actuar debido a que la fototoxicidad ocurre muy rapido
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(30 minutos), entonces los mecanismos para degradar a los HAPs quedan rebasados por la
rapidez con la que ocurre la toxicidad foto intensificada, ya que la exposicion de RSUV es muy alta
y ya nos es posible depurar el compuesto. En el caso de las especies probadas en el presente
trabajo (A. franciscana, S. gigas, T. carolinense, A, spinata. Para P. gracilis y L. tenuicornis), se
observé que los organismos tienen pigmentos obscuros que les protegen de la radiaciéon UV, y que
buscaban lugares sombreados para evitar la exposicion a la radiacién UV, escondiéndose en los
corales, rocas y arena que les sirven de pantalla contra los efectos de la radiacion; asi, aunque
bioacumulen los HAPs, el mecanismo de proteccidon contra los rayos UV hace que disminuya la
fototoxicidad. Asimismo, Peachey y Crosby (1996), observaron que algunas especies de
pigmentacién obscura son mas resistentes que las especies con pigmentacion clara, sugiriendo
que la coloracién oscura les sirve de proteccion contra la absorcion de la radiacion UV y la
fototoxicidad ocurre sélo después de la entrada del HAP.

Existen otros mecanismos foto protectores. Wernersson (1998) demostré que los insectos
pueden evitar los efectos de la fototoxicidad evitando la radiacién y ademas presentan defensas
bioquimicas representadas por enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa, la catalasa y
el glutation reductasa; o bien, aumentan los niveles de antioxidantes (a-tocoferol, &cido ascérbico)
y limpiadores de radicales libres (B-caroteno) en la dieta, o aumentan el metabolismo con la ayuda
de enzimas de detoxificacion.

Los habitos nocturnos también protegen a los organismos del efecto de la radiaciéon UV.
Por ejemplo el copépodo A. spinata sale al atardecer (Almaral, comunicacién personal) por lo tanto
no estd expuesto a la radiacién UV. Debido a esto, fueron sensibles a la accidon conjunta del
hidrocarburo y la radiacién UV, ya que los experimentos que se hicieron se realizaron con la
radiacién solar, aunque los organismos fueron capturados al atardecer.

Por otra parte Zagarese et al., (1998) demostraron que muchos organismos acuaticos son
capaces de producir compuestos que tienen una funcion fotoprotectora como la Daphnia spp., que
produce melanina. Otros ejemplos de moléculas protectoras son los carotenos, presentes en los
copépodos, que actuan como antioxidantes, y un grupo de sustancias conocido como MAAs
(aminoacidos tipo micosporina). Los carotenos y los MAAs son producidos exclusivamente por
algas y cianobacterias. Los MAAs pueden ser sintetizados a gran velocidad por ciertas especies,
dependiendo, en la mayoria de los casos, de la cantidad y calidad de radiacion recibida. Algunos
organismos que no son capaces de sintetizar sus propios compuestos protectores pueden
incorporarlos a través de la dieta. Por ejemplo, los erizos de mar acumulan MAAs en sus goénadas
y posteriormente los transfieren a sus larvas. Se ha observado que las larvas de erizos de mair,
cuya dieta es pobre en MAAs, son mas sensibles a la radiacion ultravioleta. Ademas, algunos
organismos desarrollan una "proteccion externa" -una cubierta calcarea o de celulosa, que en

ciertos casos, ayuda a dispersar la radiacién (Zagarese et al., 1998).
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Tabla 31. CLs,de organismos expuestos a fluoranteno y benzo[a]pireno.

Especie

Fluoranteno CLs, (ug/L)

Benzo[a]pireno CLs,

Strombus gigas

Larvas de caracol rosado
Cladonema radiatum
Medusa

Pachygrapsus gracilis
Cangrejos

Acartia spinata
Copépodos
CAMARONES

Leander tenuicornis

Tozeuma carolinense
Camaron de pastos
Hippolyte zoostericola
Thor manningi

Porites divaricata

Artemia franciscana
Campo

Artemia franciscana LAB.
Metanauplios

Adultos

17.75
(0-79.1)
20.6
(12.8-23.6)

60

23.7

(21.6-25.6)

60

15.2
(6.7-30.1)
75.6
(26.98-1453267)
31.4
(22.4 - 44.9)
55.47

(46.6 — 66.2)

75.45

43.35
(20.13-65.13)

17.05 ng/L
(10.91-26.25)

No mostro  sefiales de
mortalidad

1.8

(1.63 - 2.46)

1.9

3.8
(2.7 - 595991.9)
29.7
15.36 — 59.4
2.7
(1.86 — 5.7)
3.75

(1.56 — 6.07)

216.5
(194.5- 238.3)

141.56
(105.3-178.3)
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Evaluacién de riesgo ecolégico

Con los resultados de evaluacion de efectos (CLso) y las concentraciones de HAPs (Anexo Il y V)
en la columna de agua se realizé una caracterizacion de riesgo, empleando el método del cociente
de peligro que permite observar si existe riesgo. Asi se observé que los valores calculados fueron
menores que 1 por lo tanto en este momento no existe riesgo por fototoxicidad en el complejo

lagunar Bojorquez-Nichupte y la laguna arrecifal de Puerto Morelos.
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CONCLUSIONES

» La sensibilidad de adultos y metanauplios de A. franciscana no fue significativamente
diferente, a fluoranteno y a antraceno sin embargo, los adultos fueron mas sensibles al
benzo[a]pireno (BaP).

> Los resultados de la exposicion con A. franciscana al antraceno, fluoranteno y
benzo[a]pireno simultanea a la presencia de radiacion ultravioleta artificial (RUVA) en el
laboratorio puede resultar dafiina y provocar su muerte.

» Los resultados de laboratorio demuestran que A. franciscana es una especie resistente a
antraceno, fluoranteno y BaP, por lo que no es recomendable utilizarla en pruebas de
toxicidad de hidrocarburos, cuyo objetivo sea proteger a las especies presentes en los
ecosistemas acuaticos como los del Caribe Mexicano.

> El ensayo cometa es un método sensible para evaluar el dafio en el ADN de A. franciscana
expuesta HAPs y RUVA.

> El fluoranteno, el benzo[a]pireno y el antraceno son genotoxicos para A. franciscana en las
concentraciones empleadas en este trabajo.

» La concentracion letal 50 (CLsg4nrs) Y lOs resultados del ensayo cometa confirman que la
exposicion a HAPs y RUVA dafan la cadena de ADN y puede ser letal para los
metanauplios de A franciscana.

» Las concentraciones de fluoranteno y benzo[a]pireno necesarias para producir
fototoxicidad en el campo estan en el orden de ng/L y mg/L, demostrando que la
fototoxicidad puede ocurrir si el hidrocarburo esta presente.

> Los resultados de campo versus laboratorio para Artemia franciscana son similares, sin
embargo la toxicidad ocurre 96 veces mas rapido en campo, lo que demuestra la
importancia de la radiacién solar.

> Existen diferencias en las sensibilidades de las especies expuestas a fluoranteno y
benzo[a]pireno, asi las larvas de Strombus gigas fueron las mas sensibles a
benzo[a]pireno con una CLs, de 17.05 ng/L.

» Los resultados de este estudio mostraron que el coral Porites divaricata presentd una
disminucién en la eficiencia fotoquimica cuando se exponen a los HAPs en niveles
ecoldgicamente relevantes de radiacion UV, manifestada por el blanqueamiento y la
mortalidad.

» Aquellos corales que no se blanquearon o que murieron, presentaron una estrategia de

aclimatacién en la que las algas migran a las zonas sombreadas del coral.
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En este trabajo se demuestra que la fototoxicidad de los HAPs puede representar un factor
de riesgo para el coral, debido al acelerado desarrollo econémico, en la zona de estudio, la
concentracion de estos compuestos puede aumentar y su presencia puede deteriorar este
ambiente y tener una accion conjunta con la RSUV.

La contaminacion por HAPs puede ser considerada como un factor de riesgo en la
susceptibilidad de los corales al blanqueamiento.

Las diferencias en la sensibilidad de los organismos dependieron de los patrones de
conducta, de los mecanismos fotoprotectores la intensidad de la radiacion UV vy las
concentraciones de HAPs.

Los bioensayos realizados con muestras de agua colectadas en zonas donde existe gran
actividad de embarcaciones no demostré toxicidad en A. franciscana y larvas de S. gigas.
El analisis de las muestras de agua por HPLC demostrd que existen concentraciones muy
bajas o no se encontraron HAPs.

En este momento no existe riesgo por fototoxicidad en el complejo lagunar Bojorquez-
Nichupte y la zona arrecifal de Puerto Morelos por la ausencia de HAPs fototoxicos en la
columna de agua.
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RECOMENDACIONES

» La Artemia A. franciscana resulté ser un organismo resistente a la presencia de HAPs por
lo que se recomienda el uso de especies mas sensibles para la proteccion de la vida
acuatica. Se propone emplear larvas del caracol rosado S. gigas ya que fue la especie mas

sensible a la presencia de los HAPs.

» Debido al aumento de sustancias de origen antropogénico que son liberadas al ambiente
es necesario continuar con este tipo de investigaciones, para construir una base de datos
para los corales y organismos asociados a este tipo de ambientes y asi poder establecer

normas y regulaciones que protejan estos ecosistemas.

> Si bien en el presente estudio se determind que no existe riesgo por fototoxicidad por la
presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos en la columna de agua, es necesario
evaluar la exposicién que pudiera ocurrir via los sedimentos, por lo que se recomienda

realizar este tipo de estudios en este medio.
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ANEXO |

(Estadistica cometa)



ESTADISTICA COMETA

1: Control de manipulacién ( C)
2: Control con acetona (Ca)

3: Antraceno 82 ug/L (A)

4: Antraceno 820 pg/L (A)

5: Benzo[a]pireno 4.8 ug/L (B)
6. Benzo[a]pireno 9.6 ug/L (B)
7: Fluoranteno 24 ug/L (F)

8: Fluoranteno 48 ug/L (F)



Oneway

LONG

Descriptives

95% Confidence Interval
for Mean
Std. Lower Upper

N Mean Deviation Std. Error Bound Bound Minimum | Maximum
1.0 225 17.608 12.338 823 15.087 19.229 3 782
20 292 26.22%9 19.059 1.115 24.034 28.424 5 107.0
3.0 72 37.071 17.726 2.089 32.905 41.236 3 80.5
4.0 26 36.024 20.713 4.082 27.658 44 390 58 T2
5.0 252 58:255 19.658 1.238 53.816 58.694 126 107.0 |
6.0 205 '58.957 14.226 984 56.998 60.915 13.2 111.9
7.0 256 _5.35_954 21.175 1.323 33.348 38.560 45 102.4
8.0 267 137.976 23.313 1.427 35.167 40.785 38 1325
Total 1595 38.140 23.487 .588 36.986 39.293 3 132.5

Test of Homogeneity of Variances
LONG
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
20.270 7 1587 .000
ANOVA
LONG
Sum of Mean
Squares df Sguare F: Sig.

Between Groups 1309239.140 7 | 44177.020 122.990 .000
Within Groups 570038.138 1587 3598.193
Total 879278.276 1594

Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

Dependent Variable: LONG

Tukey HSD

Mean 95% Confidence Interval

Difference Lower Upper

(hLOTE (J) LOTE (I-J) Std. Error Sig. Bound Bound
1.0 2.0 -8.621* 1.681 .000 -18.717 -3.525
3.0 -19.463* 2.566 .000 -27.240 -11.685
4.0 -18.416* 3.926 .000 -30.314 -6.517
5.0 -38.647* 1.738 .000 -43.916 -33.379
6.0 -41.349% 1.830 .000 -46.895 -35.802
7.0 -18.346* 1.732 .000 -23.595 -13.097
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LR

©

Multiple Comparisons

Dependent Variable: LONG

Tukey HSD

Mean 95% Confidence Interval

Difference Lower Upper

(h LOTE (J)LOTE (I-J) Std. Error Sig. Bound Bound
7.0 8.0 20.368* 1.715 000 25 566 15,170
20 - & 1.4 8.621* 1.681 .000 3.525 13.717
m» 3.0 -10.842* 2.494 .000 -18.400 -3.283
b 4.0 -9.795 3.879 185 -21.551 1.961
® 50 -30.026% 1.630 .000 -34.965 -25.087
260 FETIR 1737 .000 -37.962 27.494
® 70 9.725* 1623 .000 -14.643 -4.807
¥ 80 -11.747* 1.605 .000 -16.611 6.883
3.0 e 10 19.463* 2566 000 11.685 27.240
B 20 . 10.842* 2.494 .000 3.283 18.400
k4.0 1.047 4336 1.000 -12.096 14,190
® 50 -19.185* 2538 000 -26.861 -11.509
® 60 -21.886* 2,596 .000 29.755 -14.017
70 1.116 2528 1.000 -6.546 8.779
¥ 8.0 -905 2.517 1.000 -8.533 6.723
40 C 10 18.416* 3.926 .000 6.517 30.314
<8 20 9.795 3.879 185 -1.961 21.551
&30 -1.047 4.336 1.000 -14.190 12.096
350 -20.232* 3.904 .000 -32.084 -8.399
% 6.0 22.933* 3.946 .000 -34.891 10.974
® 7h 6.970E-02 3.901 1.000 -11.754 11.893
T 8.0 -1.952 3.894 1.000 -13.753 9.849
5.0 c 10 38.647* 1.738 .000 33.379 43.916
=t 1 30.026* 1.630 .000 25.087 34.965
A 30 19.185* 2533 .000 11.509 26,861
A 40 20.232* 3.904 .000 8.399 32.064
2 6.0 -2.701 1.783 799 -8.104 2.702
¥ 7.0 20.301* 1,682 .000 15.204 25,399
¥ 80 18.280* 1.665 .000 13.235 23.325
6.0 c 1.0 41.349* 1.830 .000 35.802 46.895
A 20 32.728* 1.727 .000 27.494 37.962
A 30 21.886* 2.596 .000 14.017 29.755
A 40 22.933* 3.946 .000 10.974 34.891
® 50 2.701 1.783 799 2702 8.104
F. 70 23.002* 1.776 .000 17.619 28.386
F 80 20.981* 1.760 000 15.646 26.315
7.0 ¢ 1.0 18.346* 1.732 000 13.097 23.595
e 20 9.725* 1.623 .000 4.807 14.643
& 30 -1.116 2.528 1.000 8779 6.546
A 40 -6.970E-02 3.901 1,000 -11.893 11.754
B 50 -20.301* 1.682 .000 -25.399 -15.204
B 6.0 -23.002* 1.776 .000 -28.386 -17.619
¥ 80 -2.022 1.658 926 -7.046 3.003
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: LONG

Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference Lower Upper
() LOTE (J)LOTE () Std. Error Sig. Bound Bound
¥]80 C. e 20.368* 1015 .000 15.170 25,566
tao 11.747* 1.605 .000 6.883 16.611
B30 .905 2.517 1.000 6.723 8.533
® 40 1.952 3.804 1.000 -9.849 13.753
%50 -18.280* 1.665 .000 -23.325 -13.235
B 6.0 -20.981* 1.760 .000 -26.315 -15.646
E70 2.022 1.658 926 -3.003 7.046
*. The mean difference is significant at the .05 level.
Homogeneous Subsets
LONG
Tukey HSD*P
Subset for alpha = .05
LOTE N 1 2 3 4
1.0 225 17.608
20 292 26.229
7.0 256 35.954
4.0 26 36.024
30 72 37.071
8.0 267 37.976
50 252 562565
6.0 205 58.957
_S_[Q- 1.000 1.000 .995 970

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 104.279.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type | error levels are not guaranieed.

Graph

Page 3



| *+ ©
60- A
50 -
| A * s
At % F%
40 - id . ) 5
(D <A )
> .
9 i
— 20 & !
5 ™
N |
S 10 . . : . ‘
N= 225 262 72 2% 252 205 256 267
1.0 2.0 3.0 4.0 50 6.0 el 8.0
LOTE
Explore
LOTE
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
LOTE N Percent N Percent N Percent
LONG 1.0 225 100.0% 8} 0% 275 100.0%
20 2892 100.0% (6} 0% 282 100.0% .
3.0 72 100.0% 0 0% 72 100.0%
4.0 26 100.0% 0 0% 26 100.0%
58 252 100.0% 0 0% 252 100.0%
8.0 205 100.0% 0 0% 205 100.0%
7.0 256 100.0% 0 .0% 256 100.0%
8.0 267 100.0% 0 0% 267 100.0%
LONG
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160 T
140 -
&1e83
1201
J
100+
80-
60 -
éﬂﬁ% i
40 4
WE
20- .
Y DJ —
=
9 -20 : : ; .
N= 225 292 72 26 252 205 256 267
1.0 2.0 30 4.0 540 6.0 7.0 8.0
LOTE
Explore
LOTE
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
LOTE N Percent N Percent N Percent
LONG 1.0 218 100.0% 0 0% 218 100.0%
20 286 100.0% 0 0% 286 100.0%
3.0 T 100.0% 0 0% 72 100.0%
4.0 26 100.0% 0 .0% 26 100.0%
50 252 100.0% 0 0% 252 100.0%
8.0 205 100.0% 0 .0% 205 100.0%
7.0 256 100.0% 0 0% 256 100.0%
8.0 267 100.0% 0 0% 267 100.0%
LONG
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140 -
(138%
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1059
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N= 218 286 72 26 252 205 256 267
10 2.0 3.0 4.0 50 6.0 7.0 8.0
LOTE
Oneway
Descriptives
LONG
95% Confidence Interval
for Mean
Std. Lower Upper
N Mean Deviation Sid. Error Bound Bound Minimum | Maximum
1.0 ¢ 218 16.037 8726 591 14.872 17.201 3 449
20 ¢»n 286 24670 15.869 938 22.823 26.517 5 92.4
30 A i 37.071 17726 2.08% 32.905 41236 3 80.5
40 ~ 26 38.024 20713 4.0862 27.658 44 390 58 77.2
50 % 252 56.255 19.658 1.238 53.816 58.694 128 107.0
680 B 205 58.957 14.226 .994 56.998 60.915 122 111.@
7.0 258 35.954 21175 1323 33.348 38.560 4.5 102.4
8.0 267 37.976 23.313 1.427 35.167 40.785 36 1325
Total 1582 CTIT 23.182 583 36.634 38.920 = 1325




Test of Homogeneity of Variances

LONG
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
30.669 7 1574 .000
ANOVA
LONG
Sum of Mean
Squares df Square E Sig.
Between Groups }331148.152 7 | 47306.879 143.602 .000
Within Groups 518523.116 1574 329.430
Total 849671.268 1581

Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

Dependent Variable: LONG

Tukey HSD

Mean 956% Confidence Interval

Difference Lower Upper

{(h LOTE {J}LOTE {1-J) Std. Error Sig. Bound Bound
¢} 1.0 2.0 -8.634* 1.632 .000 -13.580 -3.688
A 30 -21.034* 2.467 .000 -28.511 -13.556
&40 -19.987* 3.766 .000 -31.401 -8.573
250 -40.218% 1.679 .000 -45.307 -35.130
©6.0 -42 920* 1.766 .000 -48.272 -37.568
70 -19.918* 1.673 .000 -24.987 -14.848
+ 80 -21.93g8* 1.657 .000 -26.961 -16.918
est 2.0 & 16 8.634* 1.632 .000 3.688 13.580
430 -12.400* 2.393 .000 -19.654 -5.147
A& 40 -11.354* 3.718 .047 -22.622 | -8.539E-02
250 -31.585* 1.568 .000 -36.338 -26.832
©6.0 -34.286* 1.661 .000 -39.321 -28.252
¥ 7.0 -11.284* 1.562 .000 -16.017 -6.551
+ 8.0 -13.308* 1.545 .000 -17.987 -8.624
A1 3.0 c 1.0 21.034* 2.467 .000 13.556 28.511
cs 20 12.400" 2.393 .000 5.147 19.654
A 40 1.047 4.153 1.000 -11.540 13.633
© 50 -19.185* 2.425 .000 -26.536 -11.834
© 60 -21.886* 2.486 .000 -29.422 -14.350
A0 1.116 2.421 1.000 -6.222 8.455
v 8.0 -.905 2.410 1.000 -8.210 6.400
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: LONG

Tukey HSD

Mean 95% Confidence Interval

Difference Lower Upper

() LOTE (J)LOTE (1-J) Std. Error Sig. Bound Bound
B-§ 40 c 1.0 19.987* 3.766 .000 8.573 31.401
Lt 20 11.354* 3.718 .047 | 8.539E-02 22622
& 30 -1.047 4.153 1.00C -13.633 11.540
250 -20.232* 3.739 .000 -31.563 -8.900
6.0 -22.933* 3.779 .000 -34.385 -11.480
" 70 6.970E-02 3.736 1.000 -11.253 11.393
F 80 -1.952 3.729 1.000 -13.254 8.350
»150 ¢ 10 40.219* 1.679 .000 35.130 45.307
R 20 31.585* 1.568 .000 26.832 36.338
R 30 19.185* 2.425 .000 11.834 26.536
840 20.232* 3.739 .000 8.900 31.563
© 6.0 -2.701 1.707 761 ~7.875 2.473
® LB 20.301* 1.611 .000 15.420 25.183
7 + 8.0 18.280* 1.594 .000 13.448 23111
©160 ¢ 1.0 42.920* 1.766 .000 37.568 48.272
cr 20 34.286* 1.661 .000 29252 39.321
A 30 21.886* 2.486 .000 14.350 29.422
&~ 4.0 22933 3.779 .000 11.480 34.385
® 50 2701 1.707 761 -2.473 7.875
70 23.002* 1.701 .000 17.846 28.158
+ 8.0 20.981* 1.685 .000 15.872 26.089
F17.0 1.0 19.918* 1.873 .000 14.848 24.987
e 20 11.284* 1.562 .000 6.551 16.017
A 30 -1.116 2.421 1.000 -8.455 6.222
P40 -6.970E-02 3.736 1.000 -11.393 11.253
© 50 -20.301* 1.611 .000 -25.183 -15.420
€ 6.0 -23.002* 1.701 .000 -28.158 -17.846
£ 80 -2.022 1.588 .209 -6.834 2.790
8.0 ¢ 1.0 21.939* 1.857 .000 16.918 26.961
e 20 13.306* 1.545 .000 8.624 17.987
4 30 .905 2.410 1.000 -6.400 8.210
A 4.0 1.:952 3.729 1.000 -9.350 13.254
250 -18.280% 1.594 .000 -23.111 -13.448
= 6.0 -20.981* 1.685 .000 -26.089 -15.872
+ 7.0 2.022 1.588 .808 -2.790 6.834

*. The mean difference is significant at the .05 level.

Homogeneous Subsets
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Tukey HSD??

LONG

Subset for alpha = .05

LOTE N 1 2 2 4

1.0 218 16.037

2.0 286 24670

7.0 256 35.954

4.0 26 36.024

3.0 72 27.071

8.0 267 37.976

5.0 252 56.255

8.0 205 58.957
| Sig. 1.000 1.000 993 962

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 103.988.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type | error levels are not guaranteed.
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>Warning # 6420. Text: C
>A variable name is missing. The variable has been dropped.

Data written to the working file.
2 variables and 1595 cases written.

Variable: LOTE Type: Number Format: F10.1
Variable: LONG Type: Number Format: F10.1
NPar Tests

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

LONG

N 1595
Normal Parametersa?  Mean 38.140

Std. Deviation 23.487
Most Extreme Absolute 109
Differences Positive . e

Negative -.075
Koimogorov-Smirnov Z 4.349
Asymp. Sig. (2-tailed) .000 |

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.

NPar Tests
Kruskal-Wallis Test
Ranks
LOTE N Mean Rank
LONG ¢ 1.0 225 364.46
coaE2.0 292. 556.89
A 130 : 72 811.90
Bz A0l 26 760.10
i 5.0 252 1163.51
»z 6.0 205 1221.60
. 7.0 256 760.61
+2.8.0 267 792.60
Total 1595
Test StatisticsP
LONG
Chi-Square 613.449
df 7
Asymp. Sig. .000

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: LOTE

Median Test
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Frequencies

LOTE
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0
[LONG > Median 15 64 39 15 206 198
<= Median 210 228 33 11 46 7
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LOTE
7.0 8.0
[LTONG > Median 118 140
<= Median 138 127 |
Test Statistics®
LONG
N 1595
Median 35.542
Chi-Square 543.9542
df 7
Asymp. Sig. .000

a. 0 cells (.0%) have expected frequencies less than 5. The minimum expected cell frequency is 13.0.

b. Grouping Variable: LOTE

Frequencies

Explore
LOTE
Case Processing Summary
Cases
Valid 7 Missing Total
LOTE N Percent N Percent N Percent
LONG 1.0 225 100.0% 0 .0% 225 100.0%
2.0 292 100.0% 0 0% 292 100.0%
3.0 72 100.0% 0 0% 72 100.0%
4.0 26 100.0% 0 .0% 26 100.0%
5.0 252 100.0% 0 0% 252 100.0%
6.0 205 100.0% 0 0% 205 100.0%
7.0 256 100.0% 0 0% 256 100.0%
8.0 267 100.0% 0 .0% 267 100.0%
LONG
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LONG

95% CI LONG

160

140+
120+
100-

80+ %225

#219
18

7.0

8.0

60 ’7l

20+

10

N= 225 202 72 26 252 205
1.0 20 3.0 4.0 50 6.0

LOTE

256
7.0

267
8.0
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Long Rank Rank U Z P-level Z P- N N
sum sum adjusted | Level

1:2 47808 86097 22381 -6.21653 | 0.0000 -6.21662 0.00000 | 225 292
1:3 28209 16044 2784 -8.38127 | 0.0000 -8.38143 0.00000 [ 225 72

1:4 268825 | 47435 1457.5 | -4.18688 | 0.000028 | -4.18699 000028 | 225 26

1:5 28688.5 | 85314.5 | 3263.5 | -16.6926 | 0.0000 -16.6927 0.00000 | 225 252
1:6 26831.5 | 65833.5 | 14065 | -16.8253 | 0.0000 -16.8254 0.0000 225 205
1:7 37484.5 | 78436.5 | 12059.5 | -11.0059 | 0.0000 -11.0060 0.0000 225 256
1:8 38651.00 | 82627.0 [ 13226.0 | -10.7011 | 0.0000 -10.7012 0.0000 225 267
231 86097.0 | 47806.0 | 22381.0 | 6.216533 | 0.0000 6.216616 0.0000 292 225
2:3 49061.0 | 17369.0 | 6283.0 | -5.28840 | 0.0000 -5.28844 0.00000 | 292 72

2:4 45520 5201 2742 -2.34616 | 0.018974 | -2.34619 0.018973 | 292 26

2:5 52454 95786 9676 -14.8329 | 0.0000 -14.8330 0.00000 [ 292 252
2:6 47964 75789 5186 -15.6992 | 0.0000 -15.6993 0.00000 [ 292 205
7T 68581 81845 25803 -6.25805 | 0.0000 -6.25809 0.00000 | 292 256
2:8 69604 86916 26826 -6.37295 | 0.0000 -6.37298 0.00000 | 292 267
3 16044.0 | 28209.0 [ 2784.0 | 8.381272 | 0.0000 8.351428 0.0000 72 225
32 17369.0 | 49061.0 | 6283.0 | 5.288399 | 0.0000 5.288444 0.0000 72 202
3:4 3612.00 | 1239.00 | 888.00 [ 0.386244 | 0.699319 | 0.386246 0699317 | 72 26

3:5 6820.50 | 458295 | 41925 -6.96078 | 0.0000 -6.96079 0.0000 72 252
36 5175.00 | 33328.0 | 2547.0 | -8.26498 | 0.0000 -8.26502 0.0000 72 205
37, 12681.5 | 412745 | 83785 1.178125 | 0.238756 | 1.178131 0.238753 | 72 256
3:8 12523.0 | 45107.0 | 9329.0 | 0.383456 | 0.701384 | 0.383458 0.701383 | 72 267
41 4743.5 26882.5 | 1457.5 | 4.186880 | 0.000028 | 4.186987 0.000028 | 26 225
42 5201.0 45520.0 | 2742.0 | 2.346161 | 0.018974 | 2.346189 0.018973 | 26 292
4:3 1239.0 3612.0 | 888.00 | 0.386244 | 0.699319 | 0.386246 0.699317 | 26 72

4:5 1894.0 36887.0 | 1543.0 -4.44018 | 0.000009 | -4.44018 0.000009 | 26 252
4:6 1359.5 25436.5 | 10085 -5.16029 | 0.0000 -5.16032 0.0000 26 205
4.7 3767.5 36135.5 | 32395 0.223375 | 0.823245 | 0.223376 0.823244 | 26 256
4:8 3664.0 39407.0 | 3313.0 | -.383117 | 0.701635 | -383119 0.701634 | 26 267
5:1 85314.5 [ 28688.5 | 32635 16.69265 | 0.0000 16.69272 0.0000 252 225
5:2 95786.0 | 52454.0 | 9676.0 14.83291 | 0.0000 14.83296 0.0000 252 292
5:3 45829.5 | 68205 | 4192.5 | 6.960777 | 0.0000 6.960794 0.0000 252 72

5:4 36887.0 | 1894.0 1543.0 | 4.440176 | 0.000009 | 4.440182 0.000009 | 252 26

5:6 56976.0 | 47677.0 | 25098.0 | -521305 | 0.602158 | -0.521306 0.80157 | 252 205
5.7 81858.5 | 47427.5 | 14531.5 | 10.71483 | 0.00000 | 10.71485 0.00000 | 252 256
5:8 81820.0 | 53120.0 | 17342.0 | 9.545983 | 0.00000 | 9.545999 0.00000 | 252 267
6.1 65833.5 | 268315 | 1406.5 16.82527 | 0.0000 16.82537 0.0000 205 225
6:2 75789.0 | 47964.0 | 5186.0 15.66920 | 0.0000 15.69926 0.0000 205 292
6:3 33328.0 | 5175.0 | 2547.0 | 8.264980 | 0.0000 8.265017 0.0000 205 72

6:4 25436.5 | 1359.5 1008.5 [ 5.160294 | 0.0000 5.160325 0.0000 205 26

B:5 47677.0 | 56976.0 | 25098.0 [ 0.521305 | 0.602158 | 0.521306 0.602157 | 205 252
6:7 649725 | 415185 | 86225 12.39416 | 0.0000 12.39419 0.00000 | 205 256
6:8 64082.5 | 47545.5 | 11767.5 | 10.62067 | 0.0000 10.62070 0.00000 | 205 267
=] 78436.5 | 37484.5 | 12059.5 | 11.00587 | 0.00000 | 11.00596 0.00000 | 256 225
T:2 81845.00 | 68581.0 | 25803.0 | 6.258049 | 0.00000 | 6.258086 0.00000 | 256 292
7:3 412745 | 126815 | 83785 -1.17812 | 0.238756 | -1.17813 0.238753 | 256 72

7:4 361355 | 3767.5 32395 -223375 | 0.823245 | - 223375 0.823244 | 256 26

7:5 47427.5 | 81858.5 | 145315 | -10.7148 | 0.0000 -10.7149 0.00000 | 256 252
76 41518.5 | 649725 | 86225 | -12.3942 | 0.0000 12.3942 0.00000 | 256 205
7:8 65455.00 | 71571.0 | 32559.0 | -.935965 | 0.349299 | -935969 0.349296 | 256 267
81 82627.0 | 38651.0 | 13226.0 | 10.70106 | 0.00000 | 10.70116 0.00000 | 267 225
8:2 89916.0 | 69604.0 | 26826.0 | 6.372946 | 0.00000 | 6.372984 0.00000 | 267 292
8:3 45107.0 [ 12523.0 | 9329.0 -383456 | 0.701384 | -.383458 0.701383 | 267 72

84 39407.0 | 3664.0 3313.0 0.383117 | 0.701635 | 0.383119 0.701634 | 267 26

8.5 53120.0 [ 81820.0 | 17342.0 | -9.54598 | 0.0000 -9.54600 0.00000 | 267 252
8:6 47545.5 | 640825 | 11767.5 | -10.6207 | 0.0000 -10.6207 0.0000 267 205
8:7 71571.0 | 85455.0 | 32559.0 | 935965 | 0.349299 | 0.935969 0.349296 | 267 256




Kruskall-Wallis

Median Test, Overall Median = 35.54250 (cometa.sta)

Chi-Square = 543.9536, df = 7, p = 0.000

I 2 3 4 5 6 7 8 Total |
Median 210.0 228.0 33.0 11.0 46.00 7.0 138.0 127.0 800.0
Observed
cxpected 112.8527 146.4577 | 36.11285 13.04075 126.3950 | 102.8213 128.4013 133.9185
obs.-exp 97.1473 81.5423 -3.11285 -2.04075 -80.3950 -95.8213 9.5987 -6.9185
Median: 15.0 64.0 39.0 15.0 206.0 198.0 118.0 140.0 795.0
observed 1
expected 112.1473 1455423 | 35.88715 | 12.95925 125.6050 | 102.1787 127.5987 133.0815 |
obs.-exp. -97.1473 -81.5423 3.11285 2.04075 80.3950 95.8213 -9.5987 6.9185
Total: 225 292 72 26 252 205 256 267 1585

observed
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ANEXO I

(Parametros fisicoquimicos)



Parametros fisico quimicos muestras de agua
Coordenadas Temperatura Temperatura Salinidad 1 Salinidad 2 Okxi. Dis. 1

Estacién
2

3

10

11

12

13

Fecha
14-Feb-08

14-Feb-08

14-Feb-08

14-Feb-08

14-Feb-08

14-Feb-08

14-Feb-08

14-Feb-08

14-Feb-08

14-Feb-08

14-Feb-08

14-Feb-08

11:22

11:54 05 24 80
2336 512
12:06 05 24 08
23 35563
12:16 05 23 317
2335551
12:34 05 21 682
2330891
12:48 05 22 115
23 26 862
13:09 05 21 486
2325214
13:30 05 18 090
2319423
13:55 0517171
23 13 966
14:28 05 15 046
2310020
14:47 05 13 003
23 05183
15:04 0511 484
23 03 425

25.9

26.5

26.5

26.4

26.9

26.9

26.8

26.5

27.0

26.7

27.0

26.8

26

26.5

26.5

26.4

26.8

26.9

26.8

26.4

27.1

26.7

27

26.8

36.5

32.4

32.4

32.8

33.1

33.6

36.9

36.8

37

36.8

36.8

36.4

36.5

32.4

32.4

32.8

33.1

33.6

36.9

36.8

37

36.8

36.8

36.4

5.46

4.54

5.11

4.83

4.95

4.1

5.8

5.62

6.65

5.73

5.13

4.73

Oxi. Dis. 2
5.4

4.54

5.15

4.69

4.78

4.85

5.68

5.75

6.76

5.66

5.03

4.74

Oxi. Sat. 1
81.2

68.2

75.4

70.1

72.7

67.5

89

85.7

102.9

87.6

78.8

73.1

Oxi. Sat. 2
81.6

66.9

76.6

68.9

71.1

75.7

87.7

87.8

105

86.8

76.8

73.9

Cond. 1
56.1

51

51

51.6

52.3

52.8

57.6

57.1

57.9

57.4

57.7

56.9

Cond. 1r
56.1

51

51

51.6

52.3

53

57.6

57

58.1

57.4

57.7

56.9

Cond. 2
55.1

49.6

49.6

50.2

50.6

51

55.7

55.6

55.8

55.5

55.5

55

Cond.2r

Nombre de Localidad
55.1 Boca norte nubosidad NE

49.6 Bojorquez nubosidad NE
49.6 Extremo sur de bojorquez
50.2 Nichupte frente a Bojorquez
50.6 Nichupte canal

51.2 Ensenada sur

55.7 Boca sur Punta Nizuc

55.6 Moon Palace

55.8 Punta Tanchacte Islote
55.5 Petempich bocana

55.5 Muelle de Pescadores

Puerto Morelos
55 Marina el Cid



ANEXO Il

(Analisis de hidrocarburos aromaticos

policiclicos, HAPS).



Analisis de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPSs).
Introduccion.

La cromatografia liquida de alta resolucion (High performance liquid chromatography, HPLC por
sus siglas en inglés) es una técnica para separar los componentes de una mezcla de sustancias
cuyas ventajas son la rapidez y la alta resolucién (Prado y Covarrubias, 1996) en la cromatografia
de liquidos se pueden separar compuestos organicos, especies ionicas, macromoléculas,
polimeros, productos labiles naturales y polifuncionales de pesos moleculares entre los 102 y 10*
daltones.

Los métodos desarrollados para la purificacién de compuestos pueden ser concebidos
como operaciones en cascada. La base fundamental de una operacién en cascada es el paso de
una mezcla de sustancias a través de una ordenacién secuencial de etapas de purificacion.
Cuando una mezcla se somete a una primera etapa, solamente se obtiene una pequefia
separacién cuantitativa de los componentes de la misma, pero cuando continua pasando a través
de cientos o miles de etapas, la mezcla es separada en sus componentes y se consigue un alto
grado de purificacion. Puede considerarse a las moléculas contenidas en la mezcla como
moviéndose a lo largo de un canal cuyo diametro es pequeio comparado con su longitud. El
solvente ocupa el espacio del canal que no es ocupado por las moléculas. Estos son sometidos a
una fuerza F4, que las impulsa a lo largo del canal y actia de la misma forma sobre cada molécula.
Sin embargo, otras fuerzas F, retardan las moléculas y actuan en direccién opuesta a la fuerza
impulsora. Si las fuerzas de retardo son diferentes para las distintas moléculas contenidas en la
mezcla, entonces cuando ésta pasa a lo largo de una distancia significativa del canal, comienza la
separacion y puede llegar a completarse si el proceso continda (White et al., 1983).

Un sistema cromatografico esta formado por dos fases no miscibles una estacionaria
(solido o liquido impregnado en un soporte) y una mévil (disolvente o mezcla de disolventes). La
fase estacionaria se encuentra empacada en una columna a través de la cual se hace fluir, en
forma continua. En la fase movil, los componentes de la muestra presentan un equilibrio asi se
determina la velocidad con la cual cada componente migra a través del sistema.

Existen diferentes tipos de HPLC uno de ellos es la cromatografia de fase normal que fue
el primer tipo de HPLC empleado, principalmente se caracteriza por separar compuestos con base
en su polaridad, se emplea una fase estacionaria polar y una fase movil no polar y se utiliza
cuando el compuesto de interés es polar. EI compuesto polar se asocia y es retenido con la fase
estacionaria.

Otro tipo de HPLC es la llamada de fase reversa que consiste en una fase movil no polar y
una fase movil de polaridad moderada. El tiempo de retencién es mayor para las moléculas de

naturaleza no polar, mientras que las moléculas de caracter polar eluyen mas rapidamente.



La cromatografia de exclusiéon molecular también conocida como cromatografia por filtracion en gel
separa las particulas de la muestra en funcién de su tamafio. Generalmente se trata de una
cromatografia de baja resolucion de forma que se suele utilizar en los pasos finales del proceso de

purificacion. También es muy util para la determinacion de la estructura terciaria y la estructura
cuaternaria de las proteinas purificadas.

En la cromatografia de intercambio idnico (IEC): se utilizan columnas rellenas con resinas
de intercambio i6nico para separar y determinar iones. La retencion se basa en la atraccién
electrostéatica entre los iones en solucion y las cargas inmovilizadas en la fase estacionaria. Los
iones de la misma carga son excluidos mientras que los de carga opuesta son retenidos por la
columna. Algunos tipos de intercambiadores iénicos son: a) Resinas de poliestireno, b)
intercambiadores i6nicos de celulosa y dextranos (geles), c¢) Silica porosa o vidrio de tamafo de
poro controlado. En general los intercambiadores ionicos favorecen la unién de iones de elevada
carga y radio pequefo.

En la cromatografia de exclusion por tamafio (EC): la fase fija principalmente esta formada
por particulas de polimeros o de silice que contiene una red uniforme de poros y llevan a cabo un
fraccionamiento relacionado con el tamafo molecular, las moléculas de tamafo mayor son
excluidas y eluyen primero, mientras que las mas pequefias penetran en los poros y son retenidas
por mas tiempo.

Para realizar una separacién analitica se deben considerar los siguientes parametros: el
diametro interno de una columna de HPLC determina la cantidad de muestra que se puede cargar
en la columna y también influye en su sensibilidad. Las columnas de diametro interno mas grande
(>10 mm) se utilizan normalmente en la purificacién de compuestos para su posterior utilizacién.
Para un analisis mas sensible se emplean columnas de diametro interno menor (4-5 mm). Estas
columnas se llaman de rango analitico y normalmente estan asociadas a un detector UV-VIS. La
medida de las particulas de la fase estacionaria principalmente son esféricas de silica, las cuales
pueden tener diferentes medidas, se utilizan con mayor frecuencia las de 5 mm de diametro, las
mas pequefas ofrecen una mayor superficie y una mejor separacion, pero la presion que se
requiere por obtener una velocidad lineal éptima aumenta de forma inversamente proporcional al
cubo del diametro de la particula. Esto significa que disminuir la medida de las particulas a la
mitad, aumentaria la resolucion de la columna, pero a la vez, aumentaria la presién necesaria en
un factor de ocho. El tamafio del poro es una caracteristica importante de la fase estacionaria, los
poros pequefos proporcionan una mayor superficie mientras que los poros de mayor medida
proporcionan una mejor cinética. La presién de la bomba es un factor importante ya que el
rendimiento de esta se mide en la capacidad para generar un flujo constante, reproducible y debe

producir presiones estables hasta 6000 psi.



MATERIALES Y METODOS.

Para cuantificar e identificar la presencia de los 16 hidrocarburos aromaticos policiclicos
identificados por la agencia de proteccion ambiental de Estados Unidos (USEPA) como
contaminantes prioritarios en la columna de agua se realizaron muestreos en areas de alta y baja
actividad de embarcaciones motorizadas a lo largo del complejo lagunar Bojorquez-Nichupté
ubicado entre los 86° 46' y 86° 50' de longitud oeste y los 21° 02' a los 21° 06' de latitud norte. El
sistema comprende principalmente las lagunas Bojorquez y Nichupté ademas existen otras dos
lagunas mas pequefias (Somosaya y rio Inglés), las cuales se caracterizan por sus numerosos
cenotes sumergidos, estos aportan cantidades considerables de agua dulce al sistema. Asimismo,
se tomaron muestras en la laguna arrecifal de Puerto Morelos en Quintana Roo México (latitud de
21°00°00"" y 20° 48°33"" Norte y longitud 86° 53" 14.4"" y 86° 46" 38.94"" Oeste). En cada estacion
seleccionada se colectaron dos litros de agua en frascos de vidrio color ambar a una profundidad
no mayor de 1.00 m. Asimismo se tomaron los siguientes parametros fisicoquimicos: oxigeno
disuelto, temperatura, conductividad y salinidad. Las muestras se transportaron en hieleras, con
refrigerantes para mantenerlas en frio y evitar su degradacion, se enviaron por avion al laboratorio
ABC Quimica Investigacion y Analisis S.A. de C.V., donde se guardaron en refrigerador (4°C) hasta
su analisis. En el laboratorio las muestras fueron extraidas y concentradas empleando el método

EPA 8310-1986. Las muestras fueron evaluadas empleando la técnica de HPLC. (Fig. 1).



METODO EPA 8310-1986 PARA LA EXTRACCION DE HIDROCARBUROS
AROMATICOS POLICICLICOS.

Eleccion del método apropiado
parala extraccion de la muestra
(EPA 3510%)

Intercambio del solvente de
extraccioén a acetonitrilo.
Durante el procedimiento K-D**

|

Determinar las condiciones
parael HPLC

!

Técnicas de calibraciéon
empleando las referencias del

método EPA 8000
Estandarizacion Limpiar la muestra empleando
(estandares de Sila muestra tiene - | método 3630
calibracion) interferencias elmetodo
Andlisis por HPLC Terminacién de analisis

Figura. 1. Método de evaluacién de hidrocarburos aromaticos policiclicos empleando el
meétodo EPA 8310-1986. **K-D aparato Kuderna-Danish.

Método Matriz Tipo de extraccion Analitos

*3510 Agua Extraccion con embudo de | Organicos semivolatiles y volatiles

separacion liquido-liquido




Procedimiento

Extracciéon de la muestra.

Para la preparaciéon de la muestra se tomd un litro de cada muestra se ajusté a un pH dentro del
intervalo de 5 a 9. Se sonicaron durante dos minutos. Este proceso se repitio tres veces. A cada
matraz se le agreg6 25 pl de surrogados, 0.2 p-terfenilo y 100 ml de cloruro de metileno (grado
HPLC, Sigma USA) se agité durante tres minutos, previamente se paso por un embudo de filtracion
con fibra de vidrio o papel filtro No. 41 y sulfato de sodio anhidro, después de la agitacion se dejo
reposar para permitir la separacion de las fases se recupero el cloruro de metileno en un matraz
Erlenmeyer de 250 ml. La muestra se extrajo dos veces mas con 50 ml de cloruro de metileno
como anteriormente se explicd y los extractos se recuperaron en el mismo matraz Erlenmeyer,
posteriormente estos se concentraron empleando un Kuderna-Danish en un bafio maria a una
temperatura entre 60 y 89 °C la muestra permanecio en el bafio hasta que el volumen aparente del
extracto fue de 1 ml; se le agregé 1 ml de acetonitrilo (grado HPLC, Sigma USA), se concentro a 1
ml posteriormente se retir6 la columna snyder y con una pipeta Pasteur se recuperd el extracto en

un vial de 2 ml que se utilizé para el analisis cromatografico.

Método analitico.

Para determinar la concentracion de hidrocarburos aromaticos policiclicos se empleo un
cromatografo liquido de alta resolucién (HPLC), se evapord la muestra con nitrégeno, afadiendo
pequefnos volimenes de acetonitrilo ajustando el volumen final de la muestra a 1 ml, el HPLC esta
equipado con un automuestreador y dos detectores: el detector UV con o sin arreglo de diodos
(DAD) el cual permite obtener el espectro UV del compuesto para su identificacion y el detector de
fluorescencia (FLD) permite detectar y confirmar simultaneamente los analitos de interés ademas
es capaz de utilizar un rango de longitud de onda de excitacion de 225 a 300 nm y de emision de
315 a 495 nm, asi se tiene una mayor sensibilidad y es especifico para la mayoria de los
compuestos analizados por este método.

La muestra se inyecto con una jeringa de vidrio resistente al acetonitrilo de 3 ml, y se utilizé
una columna de acero inoxidable Grace Vydac de fase reversa, Cg enlazados utilizando silica, con
tamario de particula de 5 ym y tamafio de poro de 300 A°, 25 cm de longitud y 4.6 mm de diametro
interno y micro jeringas de los siguientes volumenes: 10, 50, 100 y 500 pl.

Todos los reactivos empleados y el agua fueron de grado reactivo (tipo ASTM 1) libre de
compuestos organicos, la cual no presenté interferencia en la region UV, (acetonitrilo grado HPLC
Sigma, USA), se preparé una curva de calibracion con los 16 hidrocarburos aromaticos policiclicos
clasificados por la US EPA como contaminantes prioritarios. (naftaleno, acenaftileno, acenafteno,

fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno, criseno,



benzolb]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, Benzo[a]pireno, dibenzo[ah]antraceno,

benzo[ghi]perileno y indeno[123-cd]pireno.

Control de calidad.

Se analizé un punto de la curva para comprobar que los valores que se obtuvieron para cada
hidrocarburo tuvieran el 15 % de variacién con respecto a las concentraciones de la curva de
calibracion inicial, sino se cumplié lo anterior se preparaba y analizaba una nueva mezcla de
verificacion o curva de calibracién. El blanco electrénico no presentd ningun tipo de contaminante
que interfiriera con los HAPs medidos. Los resultados de los blancos de reactivos fueron menores
al limite de deteccion del método y no se presentaron compuestos que interfirieran con la
identificacion y/o cuantificacion de los analitos medidos. En la tabla 1 se identifican los 16
hidrocarburos analizados asi como el tiempo de retencién el factor de capacidad de la columna y el
limite de deteccion del método.



Tabla. 1. Hidrocarburos aromaticos policiclicos clasificados por

contaminantes prioritarios analizados por HPLC.

la US EPA como

Limite de deteccion del método

(Hg/L)
Compuesto Tiempo de Factor de uv Fluorescencia
retencion capacidad de
(min) la columna
(K)

1 Naftaleno 16.6 12.2 1.8

2 Acenaftileno 18.5 13.7 23

3 Acenafteno 20.5 15.2 1.8

4 Fluoreno 21.2 15.8 0.21

5 Fenantreno 22.1 16.6 0.64
6 Antraceno 234 17.6 0.66
7 Fluoranteno 24.5 18.5 0.21
8 Pireno 254 191 0.27
9 Benzo(a)antraceno 28.5 21.6 0.013
10 Criseno 29.3 22.2 0.15
11Benzo(b)fluoranteno 31.6 24.0 0.018
12Benzo(k)fluoranteno 32.9 251 0.017
13 Benzo(a)pireno 33.9 25.9 0.023
14Dibenzo(ah)antraceno 35.7 27.4 0.030
15Benzo(ghi)perileno 36.3 27.8 0.076
16Indeno(123-cd)pireno 37.4 28.7 0.043




RESULTADOS

ANALISIS DE AGUA

Como se observa en la tabla 2 las concentraciones de la mayoria de los HAPs fue menor que el
limite de deteccion del método de cuantificacion utilizado lo que significa que a pesar de la
presencia de actividades humanas que generan HAPs, estos aun no alcanzan concentraciones de
preocupacion. Se detecté fenantreno en diez de las doce estaciones muestreadas, y naftaleno en
la Ensena Sur, en la Boca Sur de Punta Nizuc, frente al Hotel Moon Palace y en Punta Tanchacte.
Asimismo se detectd la presencia de antraceno el cual es fototoxico solo en el canal Norte de
Nichupté (tabla 1).



Tabla 2. Concentraciones de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) en la columna de agua

en ng/L.

Localizacion Fenantreno Antraceno* Naftaleno HAPs fototéxicos™
Benzo(a)antraceno,
Benzo(b)fluoranteno
Benzo(a)pireno,
Fluoranteno, Pireno

Boca norte 6.6 ND ND ND

Bojorquez 6.97 ND ND ND

Bojorquez rio 2.93 ND ND ND

Nichupte 6.26 ND ND ND

Nichupte canal 9.78 7.34 ND ND

norte

Ensena sur ND ND ND ND

Boca sur punta 4,58 ND ND ND

Nizuc

Moon Palace ND ND ND

Punta Tanchacte 2.49 ND ND

Petempich 2.95 ND ND ND

Muelle Puerto 6.64 ND ND ND

Morelos

Marina del Cid 2.55 ND ND ND

ND: no detectado, por debajo del limite de deteccion analitico.




En la figura 2 se observan las posibles rutas, patrones y posibles destinos de los hidrocarburos
disueltos en el agua y las posibles explicaciones de por qué las concentraciones de los
hidrocarburos fueron tan bajas. Los HAPs disueltos tienen dos posibles rutas principales de
degradacion o transformacion, por un lado pueden ser ingeridos, bioacumulados y liberados en el
ambiente acuatico donde pueden ser absorbidos o se asocian con la materia organica particulada
formando hidrocarburos particulados y finalmente se convierten en sedimentados. Por el otro lado,
sufren diversos procesos de degradacion como la fotooxidacién, se disuelven en el agua, sufren
evaporacion, tienen interaccion con compuestos disueltos y finalmente, al degradarse, sufren una

transformacion y producen otras moléculas que son solubles.

Hidrocarburos __ | »Fotooxidacion
disueltos »Disolucién
»Evaporacion
»Interaccion con compuestos disueltos (acidos

l T humicos, fulvicos, y organicos, formando
complejos)
Biosintésis
Ingestion
Bioacumulacion
Liberacion
Absorciénenla

| materiaorganica

particulada

Y

Hidrocarburos
particulados

Y

Sedimentacion
pelagica

Figura 2. Esquema de los procesos de degradacion de los hidrocarburos aromaticos policiclicos.



DISCUSION

ANALISIS DE AGUA

Los resultados de la concentraciéon de hidrocarburos en muestras de agua realizado por la técnica
de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), no se detectaron concentraciones de HAPs,
solo se encontré fenantreno en diez de las doce estaciones muestreadas, (tabla, 2) y naftaleno en
la Ensena Sur (en la Boca Sur de Punta Nizuc, frente al Hotel Moon Palace) y en Punta Tanchacte,
siendo estos compuestos marcadores de la gasolina. Solo se detectd la presencia de un
hidrocarburo fototdxico (antraceno) en el canal Norte de Nichupte (tabla 2). La ausencia de
hidrocarburos en la columna de agua sugiere que cuando estos son arrojados al ambiente
acuatico, se pierden inmediatamente por dilucién y/o evaporacion como lo sugiere el reporte de
agua producida en pozos de extraccion (OGP International Association of Oil and Gas Producers,
2002).

Los estudios sobre modelos de dispersion de hidrocarburos y medidas de campo del
destino del agua producida en el Mar del Norte demostraron que existe una rapida dilucion inicial
de las descargas con un factor de 1000 dentro de los 50-100 metros del punto de descarga
(Furuholt 1996, Riskheim y Johnsen 1994). En ambientes acuaticos los cambios en la
concentracion de HAPs también son un reflejo de la degradacion biolégica, oxidacion fotoquimica y
absorcién a sélidos suspendidos con una subsecuente sedimentacion. La sedimentacion y la
oxidacién fotoquimica causan una disminucién en la concentracion de los hidrocarburos de alto
peso molecular.

La vida media de los hidrocarburos en ambientes acuaticos esta en el rango de 1000 a
3000 horas que equivalen a 41-125 dias (Swietlik., et al., 2002). En este mismo trabajo se
seleccionaron factores fisicoquimicos que influyeron sobre la degradacion de los HAPs en agua de
rio y en agua destilada, observandose que en situaciones de obscuridad la degradacion del
fluoranteno fue de 83 dias y para el benzo[a]pireno fue de 26 dias. En condiciones de radiacion
con 3500 Lx y aireacion con aire o nitrdgeno aumenta la pérdida de los HAPs, asi para fluoranteno
fue de 26 dias y para BaP fue de 4 dias. Estos autores concluyeron que la mayor degradacién de
los hidrocarburos ocurre después de la radiacion y la aireacion; esto sugiere la existencia del
proceso de foto degradacion y demuestra que en condiciones naturales los hidrocarburos estan
expuestos a radiacion solar y aireacion continda, lo que permite su rapida degradacién en el
ambiente y por lo tanto su ausencia en el ambiente.

En el trabajo de Celis et al., (1987) se describen las rutas de destino de los hidrocarburos
las cuales permiten explicar la falta de deteccion de estos compuestos en el presente trabajo. Los
hidrocarburos disueltos sufren fotooxidacién, evaporacion, o pueden interaccionar con compuestos

disueltos como acidos humicos, fulvicos y organicos, formando complejos y la disolucion de estos.



Por otra parte los hidrocarburos también pueden ser transportados en el agua por las
corrientes marinas, asi Merino (1984) identificé para la zona del Caribe tres areas: la primera
corresponde al area dentro de la cual la deriva termina en la costa de Yucatan conocida como el
area de circulacion costera; la segunda regién sigue el patrén de circulacion oceanica y la tercera
region forma parte de la corriente de Lazos. Asi la influencia de las tres corrientes puede
transportarlos a otros sitios lejos del punto de origen.

Otro proceso que interviene en la degradacion de los hidrocarburos y que puede afectar la
concentracion de estos en el agua es la degradacién por algunas algas como lo describe el trabajo
de Warshawsky et al., (1995) quienes demostraron como el metabolismo del Benzo[a]pireno (BaP)
por el alga verde Selenastrum capricornutum produce diferentes productos, principalmente
quinonas. Los datos de ese trabajo sugieren que la fototoxicidad del BaP se debe a la produccién
de quinonas. El 3,6-quinona de BaP es fototdxico y esto probablemente es el resultado de la
produccion de intermedios reactivos de vida corta por la interacciéon de luz con la quinona. Solo las
algas verdes Selenastrum capricornutum, Scenedesmus acutus y Ankistrodesmus braunii
metabolizan el BaP a dihidrodioles. Los autores concluyeronn que las algas son importantes por su
capacidad de degradar a los HAPs pero la degradacion es dependiente de la dosis de la energia
de la luz emitida y absorbida, la dosis del hidrocarburo la fototoxicidad de los HAPs y sus
metabolitos y el tipo de alga. Todos estos factores son importantes en la evaluacion de los
patrones de degradacion y detoxificacion de los hidrocarburos por las algas. Para la zona de
estudio existe la posibilidad de que algun tipo de alga degrade los HAPs.

Los factores explicados reducen el riesgo de fototoxicidad por HAPs para los organismos
marinos en la columna de agua porque no se detectaron hidrocarburos en las muestras de agua
tomadas en la zona de estudio. Para futuras investigaciones es necesario realizar estudios para
identificar la presencia de estos compuestos asociados a sedimentos en el sistema lagunar
Bojorquez-Nichupte y la Laguna arrecifal de Puerto Morelos.

En este momento para el sistema lagunar Bojorquez-Nichupté y la zona arrecifal de Puerto

Morelos no existen HAPs en la columna de agua.



CONCLUSION

El analisis de la muestras de agua realizado a través cromatografia liquida de alta resolucion HPLC
demostrd que existen concentraciones muy bajas de hidrocarburos o no se detectaron a lo largo de

la laguna Bojorquez-Nichupte y la laguna arrecifal de Puerto Morelos.

RECOMENDACION

En este momento las concentraciones de HAPs en la columna de agua no se detectaron, pero es
necesario monitorear las concentraciones de estos en el sedimento y agua ya que debido al rapido
crecimiento de la industria del turismo las condiciones pueden cambiar y aumentar la concentracién

de estos compuestos y producir efectos nocivos a estos ecosistemas invaluables.
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ANEXO [V

(Cromatogramas de los HAPS)
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LABORATORIOS * ABC C
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A.de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-1 263312 20/05/08
DATOS GENERALES
CLIENTE: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA (PLANTEL IZTAPALAPA) (10283/1)
DIRECCION: |AV. SAN RAFAEL ATLIXCO - 186
VICENTINA
MEXICO , 09340
CONTACTO: |At'n: DRA. PATRICIA RAMIREZ ROMERO

INFORMACION DE MUESTREO

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: [ BOCA NORTE (2)

FECHA ¥ HORA DE MUESTREOQO: 14 de Febrero del 2008 11:22

MUESTREADO POR: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
MUESTREADOR: MA. DEL CARMEN GUZMAN M.

MATRIZ: Aguas Naturales

RESULTADOS DE ANALISIS DE CAMPO:

AA

PARAMETRO

METODO UNIDADES | RESULTADO D LDM LPC ANALIZADO
ANALITICO FECHA | AN

OBSERVACIONES DE MUESTREQ:

ESTE INFORME DE PRUEBAS SUSTITUYE AL EMITIDO EL DIA 17 DE MARZO DEL 2007 CON No. DE FOLIO 250605.

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
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LABORATORIOS

QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

- ABC

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-1 263312 20/05/08
RECEPCION DE LA MUESTRA
FECHA Y HORA: 19 de Febrero del 2008 10:00
No. FRASCOS: 2
PRESERVACION ADECUADA: | Sl
OBSERVACIONES DE RECEPCION DE LA MUESTRA:
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO D LDM LPC | ANALIZADO
ANALITICO ' FECHA | AN
HIDROCARBUROS
POLIAROMATICOS
1,2 |ACENAFTENO (HPA-1) EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 9.10E-6 | 0,000046 |13/03/08 MEJ
1,2 |ACENAFTILENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 6.80E-6 | 0,000034 |13/03/08 MEJ
1,2 |ANTRACENO EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 5.40E-6 | 0,000027 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(A)ANTRACENO (HPA-3) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 9.90E-6 | 0,000050 |13/03/08 | MEJ
1,2 | BENZO(B)FLUORANTENO (HPA-4) EPA 8310-1986 mgi/L ND 1.0000 | 9.30E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZOQ(G H,I)PERILENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 8.10E-6 | 0,000041 |13/03/08 | MEJ
1,2 | BENZO(K)FLUORANTENO (HPA-5) EPA 8310-1986 ma/l ND 1.0000 | 5.10E-6 | 0,000025 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(A)PIRENO (HPA-2) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 8.40E-6 | 0,000042 |13/03/08 | MEJ
1,2 |CRISENO (HPA-6) EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 9.50E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 | DIBENZO(A H)ANTRACENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 7.50E-6 | 0,000037 |13/03/08 | MEJ
1,2 |FENANTRENO EPA 8310-1986 mg/L VER OBS 1.0000 6.70E-6 | 0,000034 |13/03/08 | MEJ
1,2 |FLUORANTENO (HPA-T) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 9.20E-6 | 0,000046 |13/03/08 | MEJ
1] FLUORENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 1.04E-5 | 0,000052 | 13/03/08 MEJ
1,2 |INDENO(1,2 3,C-D)PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 6.20E-6 | 0,000031 | 13/03/08 MEJ
1,2 |NAFTALENO (HPA-8) EPA 8310-1986 mag/L VER OBS 1.0000 5.70E-6 | 0,000029 | 13/03/08 MEJ
1,2 |PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 6.60E-6 | 0,000033 |13/03/08 MEJ
EXTRACCION DE HPAS EPA 8310-1986 mg/L REALIZADA NA NA NA  |11/03/08 | MOM

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacion o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
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LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO:  FECHA DE EMISION:
101081 101081-1 263312 20/05/08
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO D | LDM LPC | ANALIZADO
ANALITICO ' FECHA | AN

OBSERVACIONES ANALITICAS:

RESULTADQS ESTIMADOS EN mg/L: NAFTALENO:1,07E-8 Y FENANTRENO:6,16E-6

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)

Pagina 3 de 4
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LABORATORIOS * ABC C
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: _ FECHA DE EMISION:
101081 1010811 263312 20/05/08
NOTAS
NE | Analisis No Efectuado AA | Prueba Acreditada o Aprobada (ver Tabla siguiente)
ND | Analito No Detectado AN | Clave del Analista que se realizé la prueba
D | Dilucién efectuada a la Muestra NA | No aplica

Para calcular la Cantidad Minima Detectable en la muestra analizada, se debe multiplicar el LDM por la dilucién efectuada (D)

Si el resultado es mayor que el Limite de Deteccién del Método (LDM) y menor que el Limite Practico de Cuantificacion (LPC) debe ser tomadd)
como estimado

Los valores de las Incertidumbres Expandidas de cada uno de los parametros reportados en este informe se encuentran a su disposicion
previa solicitud a ABC

Este informe de Pruebas no podra ser reproducido parcialmente sin la autorizacion escrita y firmada por la Direccién General de ABC.

Este Informe de Pruebas solo afecta a la muestra sometida a prueba.

ACREDITACIONES Y APROBACIONES

PRUEBAS ACREDITADAS PARA LA
AA ; PEFENCERS o ey No- DPROBAGION ' |  EVALUACION DE LA CONFORMIDAD DE:
Numero de acreditacion N° AG-096-029/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-08-05.
# Nimero de acreditacion A-027-001/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-14 con vencimiento 2011-09-14
1 Nimero de acreditacion N° AL-0108-007/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05
e Numero de acreditacion N° FF-0102-016/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-10-03 con vencimiento 2011-10-03.
A e Numero de acreditacién N° R-0091-009/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-08-05.
de acreditacién, a.c. Acreditacién otorgada bajo la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 ISO/IEC 17025-2005. Requisitos generales para la competencia
de laboratorios de ensayo y calibracion,
NOM-001 SEMARNAT 1996, Lineamientos de
2 | Comision Nacional del Agua (CNA) CNA-GCA-543 Calidad del Agua de la LFDA, Criterios
Ecoldgicos de Calidad del Agua del DOF
3 | Gobierno del Distrito Federal, Gobierno del Estado DF/MEX/QRO/REDLA0GO/ NOM-002 SEMARNAT 1996
de México y Gobierno del Estado de Querétaro AAR/AEA/2008 NOM-085 SEMARNAT 1994

NOM-052-SEMARNAT-2005
NOM-004-SEMARNAT-2002

NOM-039, 040, 043 Y 053-SEMARNAT-1993
E i NOM-085-SEMARNAT-1994

(FROFEER) DE F:IETNRS\%\EIIEON NOM-097-SEMARNAT-1995
NOM-098-SEMARNAT-2002
NOM-133-SEMARNAT-2000
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003

4 | Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente

. . . ) NOM-010-STPS-1999 (17 Procedimientos)
5 | Secretaria del Trabajo jy Preyisién Social (STPS) LPSTPS-055/07 NOM-011-STPS-2001, NOM-015-STPS-2001
NOM-025-STPS-1999

NOM-201-SSA1-2002, NOM-009-SSA1-1993,
NOM-015-/1-SCFI/SSA-1994,
NOM-127-SSA1-1994, Mod. 2000

EN TRAMITE

r\s Secretaria de Salud (SS SE RENGVACION

F N

Prueba no‘ec it 3‘0& ada por alguna institucion o dependencia

- .
a de lag pruebas reportadas, fueron realizados con los métodos y procedimientos asentados.

ertifico que s res

. JUAN IGNAGIO U N CERVANTES
DIRECTOR GENERAL
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CROMATOGRAMAS

HIDROCARBUROS POLIAROMATICOS
METODO EPA 8310-1986



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZ(02~1\0308538\538PAH25.D Sample Name: 101081-1

Injection Date : 13/03/08 01:24:11 . Seq. Line : 25
Sample Name : 101081-1 Logaticn @ Vial 22
Acq. Operator : MEJ Ipg & 1
Acg. Instrument : HPLC 1100 Inj Volume : 10 pl
Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\PAH67-AP.M

Last changed : 12/03/08 17:56:06 . by MEJ

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\PAH67-RP.M

Last changed : 13/05/08 18:03:07 . by FUR

(modified after leoading)
RI\:T—\LISICS DE HIDROCARRBRUROS ARCMATICCS POLINUCLEARES

| FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT (MARZ0O2~1\0308538\538PAH25.D)
(HUR ® 2‘
4 5
15 2 g
] n o® K
12.5 - s &z 4
i @ ,ﬂ© E ©o
10+ ﬂ g \@'b' L g l
B | = @ :ﬂ
| [=
L - .\_'wm_/'r\-'\,\) '\_,q_f\lg’p g |I
=
54 & g "
i i & é§9 \
~ i o \
2.5 g i ] \
| [ a’b' |
a o e e e
| 01 R S T S R == el Lo
é -2.5
-5
i 4 ‘Y T ™) S T | T 1 T 1 | 1 1 ] T | 1 T ) 1 I i T T . F "['_'- — T L | — e T T I- T T 1 ¥ | T ' T T
' 0 2.5 5 75 10 125 15 175 20 min
VWD1 A, Wavelength=230 nm, TT (MARZO2~110308538\536F AH25.D) |
mAU - j .
15 ; !
125 : |
1 | i
10- ;i |
7.5 [ |
5 f ’
] H
2.5+ i
; I I
0 [ “
: |
25 i l ‘
Wl !
5 fY I A N
i TS| FRRNISASISRP . SEPUS L TSI s
= 0 25 5 7.5 10 12.5 15 § 20 min
External Standard Report
Sorted By i Signal
Calib. Data Modified : 13/05/08 17:59:58
Multiplier s 1.000e-3
Dilution z 1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

BELE 1100 4z2/05/08 "les08#l . FUR Page 1 of 2



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZO2~1\0308538\538PAH25.D

HPI

T
L.

Signal 1: FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT

RetTime Amt /Area Amount

[mg/L]

Area
by

Type

sl =

.400 = = =

4
o
6.
7.400 = = =
8
Y0510 - -

1.16310e4

Results obtained with enhanced integrator!

Signal 2: VWDl A, Wavelength=230 nm, TT

RetTime Type Area Amt/Area Amount
(min] mAU  *s [mg/L]

____;__l__;__‘l __________ | __________ | _________
5.200 - = =
6.000 - B -

Totals 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1l Warnings or Errors
not found

Warning Calibrated compound(s)

**+ End of Report

1100 A3/68 /08 ARs08i17 FUR

7.62998 1.40467e-3 1.07176e-5

3.95009 1.56019%9e-3 6.1628%e-6

8.7845%e-4 1.02173e-2

1.02342e-2

ke

Sample Name: 101081-1

Naftaleno@NAFTALE®
Fluoreno@FLUORE@
Fenantreno@FENANE
Antraceno@ANTRACE
Fluoranteno@FLUORANA
Pireno@FIRENOE@

p-Terfenilo
Benzo(a)antraceno@BENZANTR
CrisenoldCRISENO@

Benzo (b) fluoranteno@BENZBFLE
Benzo (k) fluorantenc@BENZKF(E
Benzo(a)pirenofBENZOPE
Dibenzo(a, h)antracenc@DIBAANTE
Benzo{g,h,i)perilenc@BENZPER®E
Indeno(1l,2,3-cd)pirenoc@IND123CD@

Acenaftileno@ACENAFTIE
AcenaftenoRACENFE
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LABORATORIOS « ABC C
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A.de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICC D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-2 263313 20/05/08
DATOS GENERALES

CLIENTE: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA (PLANTEL IZTAPALAPA) (10283/1 )
DIRECCION: |AV. SAN RAFAEL ATLIXCO - 186

VICENTINA

MEXICO , 09340

CONTACTO: |At'n: DRA. PATRICIA RAMIREZ ROMERO

INFORMACION DE MUESTREO

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: [ BOJORQUEZ (3)

FECHA ¥ HORA DE MUESTREO: 14 de Febrero del 2008 11:54

MUESTREADO POR: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

MUESTREADOR: MA. DEL CARMEN GUZMAN M.

MATRIZ: Aguas Naturales
RESULTADOS DE ANALISIS DE CAMPO:

AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO D LDM LPC | ANALIZADO

ANALITICO FECHA | AN

OBSERVACIONES DE MUESTREO:

ESTE INFORME DE PRUEBAS SUSTITUYE AL EMITIDO EL DIA 17 DE MARZO DEL 2007 CON No. DE FOLIO 250606.

Enla 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacion o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)

Pagina 1 de 4
Version 7,6
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LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO:

101081

101081-2

263313

'FECHA DE EMISION:
~ 20/05/08

RECEPCION DE LA MUESTRA

FECHA Y HORA:

19 de Febrero del 2008 10:00

No. FRASCOS:

2

PRESERVACION ADECUADA:

Sl

OBSERVACIONES DE RECEPCION DE LA MUESTRA:

RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO| D | LDM | LPC | ANALIZADO
ANALITICO . ; FECHA | AN
HIDROCARBUROS
POLIAROMATICOS
1,2 | ACENAFTENO (HPA-1) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.10E-6 | 0,000046 |13/03/08 | MEJ
1.2 |ACENAFTILENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 6.80E-6 | 0,000034 |13/03/08 | MEJ
1,2 |ANTRACENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 5.40E-6 | 0,000027 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(A)ANTRACENO (HPA-3) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.90E-6 | 0,000050 | 13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(B)FLUORANTENO (HPA-4) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.30E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(G H I)PERILENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 8.10E-6 | 0,000041 |13/03/08 | MEJ
1.2 |BENZO(K)FLUORANTENQ (HPA-5) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 510E-6 | 0,000025 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(A)PIRENO (HPA-2) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 8.40E-6 | 0,000042 | 13/03/08 | MEJ
1,2 |CRISENO (HPA-6) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.50E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1.2 | DIBENZO(A HJANTRACENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 7.50E-6 | 0,000037 [13/03/08 | MEJ
1,2 |FENANTRENO EPA 8310-1986 mg/L VER OBS 1.0000 | 6.70E-6 | 0,000034 |13/03/08 | MEJ
1,2 |FLUORANTENO (HPA-7) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.20E-6 | 0,000046 | 13/03/08 | MEJ
1 |FLUORENO EPA 8310-1986 mg/L VER OBS 1.0000 | 1.04E-5 | 0,000052 |13/03/08 | MEJ
1,2 |INDENO(1,2,3,C-D)PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 6.20E-6 | 0,000031 |13/03/08 | MEJ
1,2 |NAFTALENO (HPA-8) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 5.70E-6 | 0,000029 |13/03/08 | MEJ
1,2 |PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 6.60E-6 | 0,000033 |13/03/08 | MEJ
EXTRACCION DE HPAS EPA 8310-1988 mg/L REALIZADA NA NA NA 11/03/08 | MOM

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacion o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
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C

LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: | FECHA DE EMISION:
101081 101081-2 263313 20/05/08
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO D LDM LPC | ANALIZADO
: ANALITICO : FECHA | AN

OBSERVACIONES ANALITICAS:

RESULTADOS ESTIMADOS EN mg/L: FLUORENO 3.43E-6 y FENANTRENO 6,97E-6

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
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LABORATORIOS *- ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com. mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: | FECHA DE EMISION:
101081 101081-2 - 263313 ~ 20/05/08
NOTAS
NE | Analisis No Efectuado AA | Prueba Acreditada o Aprobada (ver Tabla siguiente)
ND | Analito No Detectado AN | Clave del Analista que se realizé la prueba
D | Dilucion efectuada a la Muestra NA | No aplica

Para calcular la Cantidad Minima Detectable en la muestra analizada, se debe multiplicar el LDM por la dilucién efectuada (D)

Si el resultado es mayor que el Limite de Deteccién del Método (LDM) y menor que el Limite Practico de Cuantificacién (LPC) debe ser tomado
como estimado

Los valores de las Incertidumbres Expandidas de cada uno de los parametros reportados en este informe se encuentran a su disposicion
previa solicitud a ABC

Este informe de Pruebas no podra ser reproducido parcialmente sin la autorizacién escrita y firmada por la Direccién General de ABC.
Este Informe de Pruebas solo afecta a la muestra sometida a prueba.

ACREDITACIONES Y APROBACIONES

A No. DE ACREDITACION/ PRUEBAS ACREDITADAS PARA LA
AA . DEPENDEREIN R Tha i ReiON APROBACION EVALUACION DE LA CONFORMIDAD DE:

NUmero de acreditacion N° AG-096-029/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
” Numero de acreditacién A-027-001/07. Vigencia de Acreditacién a partir de 2007-09-14 con vencimiento 2011-09-14.
. Numero de acreditacién N° AL-0108-007/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-08-05.
e Numero de acreditacién N° FF-0102-016/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-10-03 con vencimiento 2011-10-03.
Numero de acreditacion N° R-0091-009/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
Acreditacion otorgada bajo la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 ISO/IEC 17025-2005. Requisitos generales para la competencia
de laboratorios de ensayo y calibracion.

entidad mexicana
de acreditaris

NOM-001 SEMARNAT 1996, Lineamientos de

2 | Comision Nacional del Agua (CNA) CNA-GCA-543 Calidad del Agua de la LFDA, Criterios
Ecolégicos de Calidad del Agua del DOF
3 | Gobierno del Distrito Federal, Gobierno del Estado DF/MEX/QRO/REDLA0GO/ NOM-002 SEMARNAT 1996
de México y Gobierno del Estado de Querétaro AAR/AEA/2008 NOM-085 SEMARNAT 1994

NOM-052-SEMARNAT-2005
NOM-004-SEMARNAT-2002

NOM-039, 040, 043 Y 053-SEMARNAT-1993

4 | Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente
NOM-085-SEMARNAT-1994
(PROFEPA) EN TRAMITE

DE RENOVACION NOM-097-SEMARNAT-1895
NOM-098-SEMARNAT-2002
NOM-133-SEMARNAT-2000
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003

NOM-010-STPS-1999 (17 Procedimientos)

5 | Secretaria del Trabajo y Previgioq Social (STPS) LPSTPS-055/07 NOM-011-STPS-2001, NOM-015-STPS-2001
NOM-025-STPS-1999
NOM-201-SSA1-2002, NOM-009-SSA1-1993,

6 | Secretaria de Salud (SS) \ DEESELR&’;’:EFON NOM-015-/1-SCFI/SSA-1994,
NOM-127-SSA1-1934, Mod. 2000

Prueba no acreditﬁa\o[a{)rob“aciqj(ér alguna institucion o dependencia

1

-

Certifico que los resulta é%las pryébas reportadas, fueron realizados con los métodos y procedimientos asentados.

y
. JUAN IGNACIO USTARAN RVANTES
DIRECTOR GENERA
\./\ Pagina 4 de 4
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CROMATOGRAMAS

HIDROCARBUROS POLIAROMATICOS
METODO EPA 8310-1986



Data File C:\HPCHEM

\N1INDATA\MARZO2~1\0308538\538PAHZ28.D

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator
Acg. Instrument
Acg. Method
Last changed

Analysis Method :

Last changed

13/03/08 0Z2:4T01T « Seq. Line : 28
101081-2 Location : Vial 23
MEJ Inj : 1
HPLC 1100 Inj Volume : 10 pl

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\PAHG67-AP.M
12/03/08 17:56:06 . by MEJ
C:\HPCHEM\ 1\METHODS\FAHG7-AP.M
13/05/08 18:14:44 . by FUR
(modified after loading)

Sample Name:

ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLINUCLEARES

FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT (MARZO2~1\0308538\538PAH28.D)

101081-2

[RUR 12 |
& | e |
15 £
| ] H g9 Iz
| 12.5 4 i 2
| _ H g 2 |
| . I > & g
10 “ T ® ﬁ\
] i ” I 22 -
75 fo J"km_/ o Py '\_/\/J Vs o %
5 1 é g oD |
] i = J\qf% 60‘:5 |
] 2 g >
25 =1 b 2o ) i
: ,m?}’%@ \
0] /e ey . J_,__J__-———--:’“““--hﬂ, o I b SRR
-2.5
]
| -5 J
: i
. G B S TR e I SR S R WS B - T T T T T T T T = T T T P | 1 t ' I 1 T T
L0 2.5 5 7.5 10 125 15 175 20 min
| VWD1 A, Wavelength=230 nm, TT (MARZO2~1\0308538\538PAH28.D)
| mAU 5 |
; 15+ i
| ]
; 12.5
10
7.5
5
25 ik ﬂ
| |
' |
] |
25— \a |‘ |
_ | L |
| 1
s N M A AN LN~
' T 1 T % T T T 1 T 1 1 T 1 T 1 T — 7
L o 2.5 5 75 10 12.5 15 175 20 mirl
External Standard Report
Sorted By i Signal
Calib. Data Modified : Tuesday, 13 13e May 13e 2008 18:14:44
Multiplier 1.000e-3
Dilution 1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

HPLC 1100 13/05/08 19:11:04 . FUR
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZ0Z2~1\0308538\538PAHZ8.D Sample Name: 101081-2

Signal 1: FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] LU *g [mg/L]
------- R i e e e e e e e e B L s
4.800 = - - Naftaleno@NAFTALE®
6.169 MM 1.12639 3.04890e-3 3.43424e-6 Fluoreno@FLUORE®
6.764 MM 4,.46930 1.5601%e-3 6.97296e-6 Fenantreno@FENANE
7.400 - - = Antraceno@ANTRACE
8.400 - - = Fluoranteno@FLUORANE
9.050 = - = Pireno@PIRENO®
11106 BB 1.21176e4 8.78459%9e-4 1.06448e-2 p-Terfenilo
11.600 - - = Benzo{a)antraceno@BENZANTE
11.900 - - - Criseno@CRISENO@
14.450 = - = Benzo (b) fluoranteno@BENZBFLE
15.300 - - - Benzo (k) fluoranteno@BENZKF@
16.300 = = = Benzo (a)pirenc@BENZOP@
18.400 - = =3 Dibenzo(a,h)antraceno@DIBAANTE
19.300 = - - Benzo(g,h,1)perilenc@BENZPERE
19.900 - - - Indeno{l,2,3-cd)pirenc@IND123CDR@
Totals : 1.06552e~-2

Results obtained with enhanced integrator!

Signal 2: VWDl A, Wavelength=230 nm, TT

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] mAU ¥ [mg/L]

e L e S e i || Sememe——— e B
5200 - - - Acenaftileno@ACENAFTIE
6.000 - - - Acenafteno@ACENFE

Totals : 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) not found

**k Erid of Reporg ***

HPLC 1100 13/05/08 19:11:04 . FUR Page 2 of 2
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LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740

Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabe.com.mx Pagina Web: www labsabc.com.mx

C

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-3 263314 20/05/08
DATOS GENERALES

CLIENTE: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA (PLANTEL IZTAPALAPA) (10283/1)

DIRECCION: |AV. SAN RAFAEL ATLIXCO - 186

VICENTINA

MEXICO , 09340

CONTACTO: |At'n: DRA. PATRICIA RAMIREZ ROMERO

INFORMACION DE MUESTREO

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: |BOJORQUEZ RIO (4)

FECHA ¥ HORA DE MUESTREOQ: 14 de Febrero del 2008 12:06

MUESTREADO POR: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

MUESTREADOR: MA. DEL CARMEN GUZMAN M.

MATRIZ: Aguas Naturales
RESULTADOS DE ANALISIS DE CAMPO:

AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO | D LDM LPC | ANALIZADO

ANALITICO FECHA | AN

OBSERVACIONES DE MUESTREO:

ESTE INFORME DE PRUEBAS SUSTITUYE AL EMITIDO EL DIA 17 DE MARZO DEL 2007 CON No. DE FOLIO 250607.

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacion o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)

Pagina 1 de 4
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F-IPIR1-2

LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-3 263314 ~ 20/05/08
RECEPCION DE LA MUESTRA
FECHA Y HORA: 19 de Febrero del 2008 10:00
No. FRASCOS: 2
PRESERVACION ADECUADA: | Si
OBSERVACIONES DE RECEPCION DE LA MUESTRA:
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO | UNIDADES | RESULTADO D LDM LPC | ANALIZADO
ANALITICO | FECHA| AN
HIDROCARBUROS
POLIAROMATICOS
1.2 |ACENAFTENO (HPA-1) EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 9.10E-6 | 0,000046 |13/03/08 | MEJ
1,2 |ACENAFTILENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 6.80E-6 | 0,000034 |13/03/08 MEJ
1,2 |ANTRACENO EPA 8310-1986 maiL ND 1.0000 | 5.40E-6 | 0,000027 |13/03/08 | MEJ
1,2 | BENZO(A)JANTRACENO (HPA-3) EPA 8310-1986 maiL ND 1.0000 | 9.90E-6 | 0,000050 | 13/03/08 | MEJ
1,2 | BENZO(B)FLUORANTENO (HPA-4) EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 9.30E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 | BENZO(G H I)PERILENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 8.10E-6 | 0,000041 | 13/03/08 MEJ
1,2 | BENZO(K)FLUORANTENO (HPA-5) EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 5.10E-6 | 0,000025 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(A)PIRENO (HPA-2) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 8.40E-6 | 0,000042 | 13/03/08 MEJ
12 |CRISENO (HPA-6) EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 9.50E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 |DIBENZO(A HJANTRACENO EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 7.50E-6 | 0,000037 | 13/03/08 MEJ
1,2 |FENANTRENO EPA 8310-1986 mg/L VER OBS 1.0000 6.70E-6 | 0,000034 | 13/03/08 MEJ
1,2 |FLUORANTENO (HPA-T) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 9.20E-6 | 0,000046 | 13/03/08 MEJ
1 |FLUORENO EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 1.04E-5 | 0,000052 |13/03/08 | MEJ
1,2 |INDENO(1,2,3,C-D)PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 6.20E-6 | 0,000031 |13/03/08 MEJ
1.2 |NAFTALENO (HPA-8) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 5.70E-6 | 0,000029 |13/03/08 MEJ
12 |PIRENO EPA 8310-1986 maglL ND 1.0000 | 6.60E-6 | 0,000033 [13/03/08 | MEJ
EXTRACCION DE HPAS EPA 8310-1986 mg/L REALIZADA NA NA NA 11/03/08 MOM

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)

Pagina 2 de 4
Version 7,6



F-IPIR1-2

LABORATORIOS

- ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

C

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: ||  FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-3 263314 20/05/08
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO 'UNIDADES | RESULTADO LDM | LPC | ANALIZADO
ANALITICO - FECHA | AN

OBSERVACIONES ANALITICAS:

RESULTADOS ESTIMADOS EN mg/L: FENANTRENO 2 93E-6

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
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LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: - No. DE LABORATORIO: FOLIO: | FECHA DE EMISION:
101081 101081-3 263314 I 20/05/08
NOTAS
NE | Analisis No Efectuado AA | Prueba Acreditada o Aprobada (ver Tabla siguiente)
ND | Analito No Detectado AN | Clave del Analista que se realizé la prueba
D | Dilucién efectuada a la Muestra NA | No aplica

Para calcular la Cantidad Minima Detectable en la muestra analizada, se debe multiplicar el LDM por Ia dilucién efectuada (D)

Si el resultado es mayor que el Limite de Deteccién del Método (LDM) y menor que el Limite Practico de Cuantificacién (LPC) debe ser tomado
como estimado

Los valores de las Incertidumbres Expandidas de cada uno de los parametros reportados en este informe se encuentran a su disposicion
previa solicitud a ABC

Este informe de Pruebas no podra ser reproducido parcialmente sin la autorizacién escrita y firmada por la Direccién General de ABC.
Este Informe de Pruebas solo afecta a la muestra sometida a prueba.

ACREDITACIONES Y APROBACIONES

; DITACION/ PRUEBAS ACREDITADAS PARA LA
AA PERPEIENGIA D THRRION Mo S PROBAGION EVALUACION DE LA CONFORMIDAD DE:
Nimero de acreditacion N° AG-096-029/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
# Numero de acreditacion A-027-001/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-14 con vencimiento 2011-09-14.
1 Numero de acreditacion N° AL-0108-007/07. Vigencia de Acreditacién a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
em Numero de acreditacion N° FF-0102-016/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-10-03 con vencimiento 2011-10-03.
etiid s Numero de acreditacion N° R-0091-009/07. Vigencia de Acreditacién a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
o e o Acreditacién otorgada bajo la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 ISO/IEC 17025-2005. Requisitos generales para la competencia

de laboratorios de ensayo y calibracion.

NOM-001 SEMARNAT 1996, Lineamientos de

2 | Comision Nacional del Agua (CNA) CNA-GCA-543 Calidad del Agua de la LFDA, Criterios
Ecolégicos de Calidad del Agua del DOF
3 | Gobierno del Distrito Federal, Gobierno del Estado DF/MEX/QRO/REDLAOBO/ NOM-002 SEMARNAT 1996
de México y Gobierno del Estado de Querétaro AAR/AEA/2008 NOM-085 SEMARNAT 1994

NOM-052-SEMARNAT-2005
NOM-004-SEMARNAT-2002

NOM-039, 040, 043 Y 053-SEMARNAT-1993

4 | Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente EN TRAMITE NOM-085-SEMARNAT-1994

(PROFEPA) DE RENOVACION NOM-097-SEMARNAT-1995
NOM-098-SEMARNAT-2002
NOM-133-SEMARNAT-2000
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003

NOM-010-STPS-1999 (17 Procedimientos)

5 | Secretaria del Trabajo y Prevision Socia| (STPS) LPSTPS-055/07 NOM-011-STPS-2001, NOM-015-STPS-2001
NOM-025-STPS-1999

NOM-201-SSA1-2002, NOM-009-SSA1-1993,
NOM-015-/1-SCFI/SSA-1994,
NOM-127-SSA1-1994, Mod. 2000

EN TRAMITE

6 | Secretaria de Salud (SS) DE RENOVACION

Prueba no acreditaciafa\aproﬁét(a Q\orﬁﬁ\na instjtucion o dependencia

\
Certifico que los resultgdos\de Wmet}a reportadas, fueron realizados con los métodos y procedimientos asentados.
Q. JUAN IGNACIO USTRARAN GERYANTES
DIRECTOR GENERAL
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LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

C

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-10 263321 20/05/08
DATOS GENERALES

CLIENTE: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA (PLANTEL IZTAPALAPA) (10283/1 )

DIRECCION: |AV. SAN RAFAEL ATLIXCO - 186

VICENTINA

MEXICO , 09340

CONTACTO: |At'n: DRA. PATRICIA RAMIREZ ROMERO

INFORMACION DE MUESTREO

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: | PETEMPICH (11)

FECHA Y. HORA DE MUESTREO: 14 de Febrero del 2008 14:28

MUESTREADO POR: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

MUESTREADOR: MA. DEL CARMEN GUZMAN M.

MATRIZ: Aguas Naturales
RESULTADOS DE ANALISIS DE CAMPQO:

AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO | D LDM LPC | ANALIZADO

ANALITICO FECHA | AN

OBSERVACIONES DE MUESTREO:

ESTE INFORME DE PRUEBAS SUSTITUYE AL EMITIDO EL DIA 17 DE MARZO DEL 2007 CON No. DE FOLIO 250614,

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacion o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
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LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-10 263321 20/05/08
RECEPCION DE LA MUESTRA
FECHA Y HORA: 19 de Febrero del 2008 10:00
No. FRASCOS: 2
PRESERVACION ADECUADA: | SI
OBSERVACIONES DE RECEPCION DE LA MUESTRA:
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO| D | LDM LPC | ANALIZADO
ANALITICO FECHA AN
HIDROCARBUROS
POLIAROMATICOS
1,2 | ACENAFTENO (HPA-1) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.10E-6 | 0,000046 |13/03/08 | MEJ
1,2 |ACENAFTILENO EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 | B.80E-6 | 0,000034 |13/03/08 | MEJ
1,2 | ANTRACENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 5.40E-5 | 0,000027 |13/03/08 | MEJ
1,2 | BENZO(AJANTRACENO (HPA-3) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.90E-6 | 0,000050 [13/03/08 | MEJ
1,2 | BENZO(B)FLUORANTENO (HPA-4) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.30E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(G,H,)PERILENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 8.10E-6 | 0,000041 |13/03/08 | MEJ
1.2 | BENZO(K)FLUORANTENO (HPA-5) EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 5.10E-6 | 0,000025 |13/03/08 [ MEJ
1,2 | BENZO(A)PIRENO (HPA-2) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 8.40E-6 | 0,000042 |13/03/08 | MEJ
1,2 | CRISENO (HPA-6) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.50E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 | DIBENZO(A H)ANTRACENO EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 7.50E-6 | 0,000037 |13/03/08 | MEJ
1,2 |FENANTRENO EPA 8310-1986 mg/L VER OBS 1.0000 | 6.70E-6 | 0,000034 |13/03/08 | MEJ
1,2 | FLUORANTENO (HPA-7) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.20E-6 | 0,000046 |13/03/08 | MEJ
1 |FLUORENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 1.04E-5 | 0,000052 |13/03/08 | MEJ
1,2 |INDENO(1,2,3,C-D)PIRENO EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 6.20E-6 | 0,000031 |13/03/08 | MEJ
1,2 |NAFTALENO (HPA-8) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 5.70E-6 | 0,000029 |13/03/08 | MEJ
1,2 |PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 6.60E-6 | 0,000033 |13/03/08 | MEJ
EXTRACCION DE HPAS EPA B8310-1986 ma/L REALIZADA NA NA NA 11/03/08 | MOM
En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacion o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
Pagina 2 de 4
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LABORATORIOS

- ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

C

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-10 263321 20/05/08
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO | LDM | LPC | ANALIZADO
ANALITICO FECHA | AN
OBSERVACIONES ANALITICAS:
RESULTADOS ESTIMADOS EN mg/L: FENANTRENO 2,95E-6

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacion o dependencia que aprueba el metodo analitico utilizado (ver notas)
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LABORATORIOS *- ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: ' FECHA DE EMISION:
101081 ' 101081-10 263321 20/05/08
NOTAS
NE | Analisis No Efectuado AA | Prueba Acreditada o Aprobada (ver Tabla siguiente)
ND | Analito No Detectado AN | Clave del Analista que se realizé la prueba
D | Dilucién efectuada a la Muestra NA | No aplica

Para calcular la Cantidad Minima Detectable en la muestra analizada, se debe multiplicar el LDM por la dilucion efectuada (D)

Si el resultado es mayor que el Limite de Deteccién del Método (LDM) y menor que el Limite Practico de Cuantificacién (LPC) debe ser tomado
como estimado

Los valores de las Incertidumbres Expandidas de cada uno de los parametros reportados en este informe se encuentran a su disposicion
previa solicitud a ABC

Este informe de Pruebas no podra ser reproducido parcialmente sin la autorizacion escrita y firmada por la Direccién General de ABC.

Este Informe de Pruebas solo afecta a la muestra sometida a prueba.

ACREDITACIONES Y APROBACIONES

No. DE ACREDITACION/ PRUEBAS ACREDITADAS PARA LA

AA DERENDENGY Iiniacion “APROBACION EVALUACION DE LA CONFORMIDAD DE:

Numero de acreditacion N° AG-096-029/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
Numero de acreditacién A-027-001/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-14 con vencimiento 2011-09-14.

. Numero de acreditacién N° AL-0108-007/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-08-05.
eIm Numero de acreditacion N° FF-0102-016/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-10-03 con vencimiento 2011-10-03.
S T Numero de acreditacion N° R-0091-009/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-08-05.
de acreditacion, ac. Acreditacion otorgada bajo la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 ISO/IEC 17025-2005. Requisitos generales para la competencia

de laboratorios de ensayo y calibracion.

NOM-001 SEMARNAT 1996, Lineamientos de

2 | Comision Nacional del Agua (CNA) CNA-GCA-543 Calidad del Agua de la LFDA, Criterios
Ecolégicos de Calidad del Agua del DOF
3 | Gobierno del Distrito Federal, Gobierno del Estado DF/MEX/QRO/REDLADS0/ NOM-002 SEMARNAT 1996
de México y Gobierno del Estado de Querétaro AAR/AEA/2008 NOM-085 SEMARNAT 1994

NOM-052-SEMARNAT-2005
NOM-004-SEMARNAT-2002

NOM-039, 040, 043 Y 053-SEMARNAT-1993

4 | Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente EN TRAMITE NOM-085-SEMARNAT-1994

(PROFEPA) DE RENOVACION NOM-097-SEMARNAT-1995
NOM-098-SEMARNAT-2002
NOM-133-SEMARNAT-2000
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003

) ) NOM-010-STPS-1999 (17 Procedimientos)
5 | Secretaria del Trabajo y Prevision.Social (STPS) LPSTPS-055/07 NOM-011-STPS-2001, NOM-015-STPS-2001
NOM-025-STPS-1999

NOM-201-SSA1-2002, NOM-009-SSA1-1993,
NOM-015-/1-SCFI/SSA-1994,
NOM-127-SSA1-1994, Mod. 2000

EN TRAMITE
DE RENOVACION

ﬁ Secretaria de Salud (SS)

v Prueba no acreditada o aprobada porWna institucion o dependencia

rtifico que los resultado uebay reportadas, fueron realizados con los métodos y procedimientos asentados.

Q. JUAN IGNACIO USTARAN\CERVANTES
DIRECTOR GENERAL
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CROMATOGRAMAS

HIDROCARBUROS POLIAROMATICOS
METODO EPA 8310-1986



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZO2~1\0308538\538PAH36.D

Sample Name: 101081-10

Injection Date : 13/03/08 06:28:42 . Seq. Line 36
Sample Name : 10308110 Location Viial. 8
Acg. Operator : MEJ Inj 1
Acg. Instrument : HPLC 1100 Inj Volume 10 pl
Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\PAH67-AP.M
Last changed : 12/03/08 17:56:06 . by MEJ
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\PARH67-AP.M
Last changed : 13/05/08 18:14:44 . by FUR
(modified after loading)
ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLINUCLEARES - .
FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT (MARZO2~110308538\538PAH36.D) |l
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| VWD1 A, Wavelength=230 nm, TT (MARZO2~110308538\538PAH36.D)
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External Standard Report
Sorted By - Signal
GCalib. Data Modified : Tuesday, 13 13e May 13e 2008 18:14:44
Multiplier 3 1.000e-3
Dilution $ 1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

HPLC 1100 13/05/08 19:23:02 . FUR
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZOZ~1\0308538\538PAH36.D SamplelName: 101081-10

Signal 1: FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] LU *8 [mg/L]
——————— B e B B | e il B e s
4.800 = - = Naftaleno@NAFTALER
64150 e - - Fluoreno@FLUORER
6.778 MM 1.89328 1.56019e-3 2.95388e-6 Fenantreno@FENANE
7.400 = = - Antraceno@ANTRACE
8.400 - - = Fluoranteno@FLUORANA
9.050 = - = Pireno@PIRENOR
11.133 FB 1.12541e4 B8.78B459e-4 9.88B622e-3 p-Terfenilo
11.600 = = = Benzo (a)antracenc@BENZANT@
11.900 - - - Criseno@CRISENCE
14.450 = = = Benzo (b) fluoranteno@BENZBFLE
15.300 - - - Benzo (k) fluoranteno@BENZKF@
16.300 - B - Benzo (a)plirenc@BENZQOEE
18.400 - - - Dibenzo(a,h)antraceno@DIBRANTE
19.300 - - - Benzo(g,h,i)perilenc@BENZPERE
19.500 - - - Indeno (1,2, 3-cd)pirenc@IND123CDE
Totals : 9.88917e-3

Results obtained with enhanced integrator!

Signal 2: VWDl A, Wavelength=230 nm, TT

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] mAl =g [mg/L]
e | [ | e R e S o
52 e - - - Acenaftilenc@ACENAFTIE
6.000 - - - Acenaftenoc@ACENFE
Totals : 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) not found

*h* End ef Report

HPLC 1100 13/05/08 19:23:02 . FUR Page 2 of 2



F-IPIR1-2

LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740

Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabe.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

C

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-11 263322 20/05/08
DATOS GENERALES

CLIENTE: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA (PLANTEL IZTAPALAPA) (10283/1)

DIRECCION: |AV. SAN RAFAEL ATLIXCO - 186

VICENTINA

MEXICO , 09340

CONTACTQ: [At'n: DRA. PATRICIA RAMIREZ ROMERO

INFORMACION DE MUESTREO

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: | MUELLE DE PUERTO MORELOS (12)

FECHA Y. HORA DE MUESTREO: 14 de Febrero del 2008 14:47

MUESTREADO POR: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

MUESTREADOR: MA. DEL CARMEN GUZMAN M.

MATRIZ: Aguas Naturales
RESULTADOS DE ANALISIS DE CAMPO:

AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO| D LDM LPC [ ANALIZADO

ANALITICO FECHA | AN

OBSERVACIONES DE MUESTREO:

ESTE INFORME DE PRUEBAS SUSTITUYE AL EMITIDO EL DIA 17 DE MARZO DEL 2007 CON No. DE FOLIO 250615.

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el metodo analitico utilizado (ver notas)

Pagina 1de 4
Version 7.6



F-IPIR1-2

LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-11 263322 20/05/08
RECEPCION DE LA MUESTRA
FECHA'Y HORA: 19 de Febrero del 2008 10:00
No. FRASCOS: 2
PRESERVACION ADECUADA: | SI
OBSERVACIONES DE RECEPCION DE LA MUESTRA:
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO| D LDM | LPC [ ANALIZADO
e ANALITICO ' FECHA | AN
HIDROCARBUROS
POLIAROMATICOS
1,2 | ACENAFTENO (HPA-1) EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 9.10E-6 | 0,000046 |13/03/08 | MEJ
1,2 |ACENAFTILENO EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 6.80E-6 | 0,000034 |13/03/08 | MEJ
1,2 |ANTRACENO EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 5.40E-6 | 0,000027 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(A)ANTRACENO (HPA-3) EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 | 9.90E-6 | 0,000050 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(B)FLUORANTENO (HPA-4) EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 9.30E-6 | 0,000047 | 13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(G,H,I)PERILENO EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 8.10E-6 | 0,000041 |13/03/08 | MEJ
1.2 |BENZO(K)FLUORANTENO (HPA-5) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 5.10E-6 | 0,000025 | 13/03/08 | MEJ
1,2 | BENZO(A)PIRENO (HPA-2) EPA B310-1986 mag/L ND 1.0000 | 8.40E-6 | 0,000042 |13/03/08 | MEJ
1,2 | CRISENO (HPA-6) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.50E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 | DIBENZO(A H)ANTRACENO EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 | 7.50E-6 | 0,000037 |13/03/08 | MEJ
1,2 |FENANTRENO EPA 8310-1986 mg/L VER OBS 1.0000 | 6.70E-6 | 0,000034 |13/03/08 | MEJ
1,2 | FLUORANTENO (HPA-7) EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 | 9.20E-6 | 0,000046 | 13/03/08 | MEJ
1 |FLUORENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 1.04E-5 | 0,000052 |13/03/08 | MEJ
1,2 | INDENO(1,2,3,C-D)PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 6.20E-6 | 0,000031 |13/03/08 | MEJ
1,2 |NAFTALENO (HPA-8) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 5.70E-6 | 0,000029 |13/03/08 | MEJ
1,2 |PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 6.60E-6 | 0,000033 |13/03/08 | MEJ
EXTRACCION DE HPAS EPA 8310-1986 mg/L REALIZADA NA NA NA 11/03/08 | MOM
En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
Pagina 2 de 4
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F-IPIR1-2

LABORATORIOS

- ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

C

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-11 263322 20/05/08
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO LDM LPC | ANALIZADO
ANALITICO FECHA| AN
OBSERVACIONES ANALITICAS.:
RESULTADOS ESTIMADOS EN ma/L: FENANTRENO 6.64E-6

En I 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)

Pagina 3 de 4
Version 7,6
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LABORATORIOS «- ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL, SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-11 . 263322 . 20/05/08
NOTAS
NE | Analisis No Efectuado AA | Prueba Acreditada o Aprobada (ver Tabla siguiente)
ND | Analito No Detectado AN | Clave del Analista que se realizé la prueba
D | Dilucién efectuada a la Muestra NA | No aplica

Para calcular la Cantidad Minima Detectable en la muestra analizada, se debe multiplicar el LDM por la dilucion efectuada (D)

Si el resultado es mayor que el Limite de Deteccién del Método (LDM) y menor que el Limite Practico de Cuantificacion (LPC) debe ser tomado
como estimado

Los valores de las Incertidumbres Expandidas de cada uno de los parametros reportados en este informe se encuentran a su disposicion
previa solicitud a ABC

Este informe de Pruebas no podra ser reproducido parcialmente sin la autorizacién escrita y firmada por la Direccion General de ABC.
Este Informe de Pruebas solo afecta a la muestra sometida a prueba.

ACREDITACIONES Y APROBACIONES

G No.D PRUEBAS ACREDITADAS PARA LA
AA | DEFEI RN L S IEUCION O DPROBACION " |  EVALUACION DE LA CONFORMIDAD DE:
Nimero de acreditacion N° AG-096-029/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
” Numero de acreditacién A-027-001/07. Vigencia de Acreditacién a partir de 2007-09-14 con vencimiento 2011-09-14.
1 Nimero de acreditacion N° AL-0108-007/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-08-05.
em Numero de acreditacion N° FF-0102-016/07. Vigencia de Acreditacién a partir de 2007-10-03 con vencimiento 2011-10-03.
AT e Numero de acreditacién N° R-0091-008/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.

de acreditacitn, a.c. Acreditacion otorgada bajo la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 ISO/IEC 17025-2005. Requisitos generales para la competencia

de laboratorios de ensayo y calibracion.

NOM-001 SEMARNAT 1996, Lineamientos de

2 | Comision Nacional del Agua (CNA) CNA-GCA-543 Calidad del Agua de la LFDA, Criterios
Ecolégicos de Calidad del Agua del DOF
3 | Gobierno del Distrito Federal, Gobierno del Estado DF/MEX/QRO/REDLAOSO/ NOM-002 SEMARNAT 1996
de México y Gobierno del Estado de Querétaro AAR/AEA/2008 NOM-085 SEMARNAT 1994

NOM-052-SEMARNAT-2005
NOM-004-SEMARNAT-2002

NOM-039, 040, 043 Y 053-SEMARNAT-1993

4 | Procuraduria Federal de Proteccién al Ambiente EN TRAMITE NOM-085-SEMARNAT-1994

(PROFEPA) DE RENOVACION NOM-097-SEMARNAT-1995
NOM-098-SEMARNAT-2002
NOM-133-SEMARNAT-2000
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003

NOM-010-STPS-1999 (17 Procedimientos)

5 | Secretaria del Trabajo y Previgt Somai (STPS) LPSTPS-055/07 NOM-011-STPS-2001, NOM-015-STPS-2001
NOM-025-STPS-1999
NOM-201-SSA1-2002, NOM-009-SSA1-1993,
Secretaria de Salud (SS) \ \ L Ll W NOM-015-/1-SCFI/SSA-1994,
NOM-127-SSA1-1994, Mod. 2000

I
\

Certifico que los resultad \é% p\xeb s reportadas, fueron realizados con los métodos y procedimientos asentados.

Prueba no acredltad?.\aprobada pRr Iguna |nst|tu0|fm o dependencia

Q.VUAN IGNACIO USTARAN CERVANTES

DIRECTOR GENERAL !
N A Pagina 4 de 4
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CROMATOGRAMAS

HIDROCARBUROS POLIAROMATICOS
METODO EPA 8310-1986



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZOZ2~1\0308538\538PAH37.D

Sample Name: 101081-11

Injection Date 13/03/08 06:56:23 Seq. Line 37
Sample Name 181681=11 Location Vial. 22
BAcg. Operator MEJ Inj 1
Acg. Instrument HPLC 1100 Inj Volume 10 ul
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\PARH&7-AP.M
Last changed L2008 75508 by MEJ
Analysis Method C:\HPCHEM\1\METHODS\PAHG7-AP.M
Last changed 13/05/08 18:14:44 by FUR
(modified after loading)
ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLINUCLEARES - B
[ FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT (MARZ02-1\0308538\538PAH37.D)
w1 |
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VWD1 A, Wavelength=230 nm, TT (MARZO2~110308538\538PAH37.D) |
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0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 175 20 min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calibk. Data Modified Tuesday, 13 13e May 13e 2008 18:14:44
Multiplier 1.000e-3
Dilution 1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

HPLC

1100 13/05/08 19:23:41

FUR

Page 1 of 2



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZO2~1\0308538\538PAH37.D Sample Name: 101081=11

Signal 1: FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] LU *s [mg/L]
------- e e e e e e e e e e i B s e B D
4_.800 = ] - Naftaleno@NAFTALER
6.150 - - - Fluoreno@FLUORE®
6.777 MM 4.25629 1.5601%9e-3 6.64062e-6 Fenantrenc@FENAN(E
7.400 i - = Antraceno@ANTRACHE
B.400 = = = Fluorantenc@FLUORANA
9. 050 - - - Pireno@PIRENOE
11.129 PB 1.15453e4 B8.78458%e-4 1.01421e-2 p-Terfenilo
11.600 = = = Benzo (a)antraceno@BENZANTE
11.800 = = = Criseno@CRISENO@
14.450 - - - Benzo (b) fluorantenc@BENZBFLE
15.300 - - - Benzo{k) fluoranteno@BENZKFUM
16.300 - - - Benzo(a)pireno@BENZOPE
18.400 - - = Dibenzo(a,h)antraceno@DIBAANTE
19.300 - - - Benzo(g,h,1)perilenc@BENZPERE
19.900 - - - Indeno(l,2,3-cd)pirenc@IND123CDE
Totals : 1.01487e-2

Results cbtained with enhanced integrator!

Signal 2: VWDl A, Wavelength=230 nm, TT

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] mAU *g [mg/L]

s e [ | e | o e e
5.200 = = = AcenaftilenoRACENAFTIE
6.000 - - - Bcenaftencl@ACENFE@

Totals : 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) not found

#k* End of Report ***

HPLC 1100 13/05/08 19:23:41 . FUR Page 2 of 2
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LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740

Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

C

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-12 263323 20/05/08

DATOS GENERALES

CLIENTE: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA (PLANTEL IZTAPALAPA) (10283/1)

DIRECCION: [AV. SAN RAFAEL ATLIXCO - 186

VICENTINA

MEXICO , 09340

CONTACTO: |At'n: DRA. PATRICIA RAMIREZ ROMERO

INFORMACION DE MUESTREO

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: | MARINA EL CID (13)

FECHA Y. HORA DE MUESTREO: 14 de Febrero del 2008 15:04

MUESTREADO POR: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

MUESTREADOR: MA. DEL CARMEN GUZMAN M.

MATRIZ: Aguas Naturales
RESULTADOS DE ANALISIS DE CAMPO:

AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO | D LDM LPC [ ANALIZADO

ANALITICO FECHA | AN

OBSERVACIONES DE MUESTREO:

ESTE INFORME DE PRUEBAS SUSTITUYE AL EMITIDC EL DIA 17 DE MARZO DEL 2007 CON No. DE FOLIO 250616.

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)

Pagina 1de 4
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F-IPIR1-2

LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels, (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail; lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: ~FOLIO: 'FECHA DE EMISION:
101081 101081-12 263323 ~__ 20/05/08
RECEPCION DE LA MUESTRA
FECHA Y HORA: 19 de Febrero del 2008 10:00
No. FRASCOS: 2
PRESERVACION ADECUADA: | SI
OBSERVACIONES DE RECEPCION DE LA MUESTRA:
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO| D LDM LPC ANALIZADO
ANALITICO ' FECHA | AN
HIDROCARBUROS
POLIAROMATICOS
1,2 |ACENAFTENO (HPA-1) EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 9.10E-6 | 0,000046 |13/03/08 | MEJ
1,2 |ACENAFTILENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 6.80E-6 | 0,000034 |13/03/08 | MEJ
1,2 |ANTRACENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 5.40E-6 | 0,000027 | 13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(A)ANTRACENO (HPA-3) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.90E-6 | 0,000050 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(B)FLUORANTENO (HPA-4) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.30E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(G H,I)PERILENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | B.10E-6 | 0,000041 |13/03/08 | MEJ
1,2 | BENZO(K)FLUORANTENO (HPA-5) EPA 8310-1988 mg/L ND 1.0000 | 5.10E-6 | 0,000025 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(A)PIRENO (HPA-2) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 8.40E-6 | 0,000042 | 13/03/08 | MEJ
1,2 | CRISENO (HPA-6) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.50E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 |DIBENZO(A H)ANTRACENO EPA B310-1986 mg/L ND 1.0000 | 7.50E-6 | 0,000037 [13/03/08 | MEJ
1,2 |FENANTRENO EPA 8310-1986 mg/L VER OBS 1.0000 | 6.70E-6 | 0,000034 [13/03/08 | MEJ
1,2 | FLUORANTENO (HPA-7) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.20E-6 | 0,000046 |13/03/08 | MEJ
1 |FLUORENO EPA 8310-1986 mg/L VER OBS 1.0000 | 1.04E-5 | 0,000052 [13/03/08 | MEJ
1,2 |INDENO(1,2,3,C-D)PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 6.20E-6 | 0,000031 |13/03/08 | MEJ
1,2 |NAFTALENO (HPA-8) EPA 8310-1986 mgiL ND 1.0000 | 5.70E-6 | 0,000029 |13/03/08 | MEJ
1,2 |PIRENO EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 6.60E-6 | 0,000033 |13/03/08 | MEJ
EXTRACCION DE HPAS EPA 8310-1986 mg/L REALIZADA NA NA NA 11/03/08 | MOM

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacion o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
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LABORATORIOS

- ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels, (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www labsabc.com.mx

C

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-12 263323 20/05/08
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO LDM LPC | ANALIZADO
ANALITICO FECHA | AN
OBSERVACIONES ANALITICAS:
RESUILTADOS ESTIMADOS EN mg/L: FLUORENO 2,98E-6 vy FENANTRENO 2,55E-6

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
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LABORATORIOS *« ABC C
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE'E?J_\IS]ON:
101081 101081-12 263323 20/05/08
NOTAS
NE | Analisis No Efectuado AA | Prueba Acreditada o Aprobada (ver Tabla siguiente)
ND | Analito No Detectado AN | Clave del Analista que se realizd la prueba
D | Dilucion efectuada a la Muestra NA | No aplica

Para calcular la Cantidad Minima Detectable en la muestra analizada, se debe multiplicar el LDM por la dilucién efectuada (D)

Si el resultado es mayor que el Limite de Deteccién del Método (LDM) y menor que el Limite Practico de Cuantificacion (LPC) debe ser tomado
como estimado

Los valores de las Incertidumbres Expandidas de cada uno de los parametros reportados en este informe se encuentran a su disposicion
previa solicitud a ABC

Este informe de Pruebas no podra ser reproducido parcialmente sin la autorizacién escrita y firmada por la Direccién General de ABC.
Este Informe de Pruebas solo afecta a la muestra sometida a prueba.

ACREDITACIONES Y APROBACIONES

: CREDITACION/ PRUEBAS ACREDITADAS PARA LA
AA DEPENDENCIA / INSTITUCION No. D ROBACION : EVALUACION DE LA CONFORMIDAD DE:
Numero de acreditacion N° AG-096-029/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-08-05.
* Numero de acreditacion A-027-001/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-14 con vencimiento 2011-09-14,
1 " Nimero de acreditacion N® AL-0108-007/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
em Numero de acreditacion N° FF-0102-016/07. Vigencia de Acreditacién a partir de 2007-10-03 con vencimiento 2011-10-03.
i Numero de acreditacién N° R-0091-008/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
de acreditacitn, a.c. Acreditacion otorgada bajo la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 ISO/IEC 17025-2005. Requisitos generales para la competencia

de laboratorios de ensayo y calibracion.

NOM-001 SEMARNAT 1996, Lineamientos de

2 | Comisién Nacional del Agua (CNA) CNA-GCA-543 Calidad del Agua de la LFDA, Criterios
Ecolégicos de Calidad del Agua del DOF
3 | Gobierno del Distrito Federal, Gobierno del Estado DF/MEX/QRO/REDLAOS0/ NOM-002 SEMARNAT 1996
de México y Gobierno del Estado de Querétaro AAR/AEA/2008 NOM-085 SEMARNAT 1994

NOM-052-SEMARNAT-2005
NOM-004-SEMARNAT-2002

NOM-039, 040, 043 Y 053-SEMARNAT-1993

4 | Procuraduria Federal de Proteccién al Ambiente EN TRAMITE NOM-085-SEMARNAT-1994

(PROFEPA) DE RENOVACION NOM-097-SEMARNAT-1995
NOM-098-SEMARNAT-2002
NOM-133-SEMARNAT-2000
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003

NOM-010-STPS-1999 (17 Procedimientos)

5 | Secretaria del Trabajo y Prevision Social (STPS) LPSTPS-055/07 NOM-011-STPS-2001, NOM-015-STPS-2001
n NOM-025-STPS-1999

NOM-201-SSA1-2002, NOM-009-SSA1-1993,
NOM-015-/1-SCFI/SSA-1994,
NOM-127-SSA1-1994, Mod. 2000

EN TRAMITE

6 | Secretaria de Salud (SS) DE RENOVACION

Prueba no acreditada ?\aprobada po\}alguna institucién o dependencia

ertifico que los resultados.d ebag reportadas, fueron realizados con los métodos y procedimientos asentados.

L] \

UAN IGNACIO USTARAN\CERXVANTES

DIRECTOR GENERAL
\_X Pagina 4 de 4
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CROMATOGRAMAS

HIDROCARBUROS POLIAROMATICOS
METODO EPA 8310-1986



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZOZ~1\0308538\538PAH38.D

HPLC

Injection Date : 13/03/08 07:24:10 . Seg. Line : 38
Sample Name : 101081-12 Location : Vial 33
Acg. Operator : MEJ Lrig 2 1
Acg. Instrument : HPLC 1100 Inj Veolume : 10 pl
Acg. Method ¢+ C:\HPCHEM\1\METHODS\PAH6T7-AP.M

Last changed : 12/03/08 17:56:06 . by MEJ

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\PAH67-AP.M

Last changed : 13/05/08 18:14:44 . by FUR

(modified after loading)
ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLINUCLEARES

Sample Name:

101081-12

FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT (MARZ0O2~1\0308538\538PAH38.D)
L 4 o]
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g 25 5 7.5 10 28 =25 17.5 20 min
VWD1 A, Wavelength=230 nm, TT (MARZ02~110308538\538PAH38.D)
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0 25 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 min
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calik. Data Modified : Tuesday, 13 13e May 13e 2008 18:14:44
Multiplier H 1.000e-3
Dilution : 1.0000
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
1100 13/05/08 19:25:03 . FUR Page 1 of 2



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZOZ2~1\0308538\538PAH38.D

Signal 1:

RetTime

Totals

FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT
Type Area Amt /Area Amount
LU *g [mg/L])
MM 9.7691%e-1 3.048%90e-3 2.97853e-6
MM 1.63709 1.56019e-3 2.55417e-6
FB 1.1764%9e4 B8.78459%e-4 1.03350e-2
1.03405e-2

Results cobtained with enhanced integrator!

Signal 2:

RetTime

Totals

VWDl A, Wavelength=230 nm, TT
Type Area Amt /Area Bmount
mAL Eese [mg/L]

0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

Sample Name:

Naftalenol@NAFTALER
Fluoreno@FLUORE®
Fenantreno@RFENANE
Antraceno@ANTRACH
Fluoranteno@FLUORANE
Pirenco@PIRENO@

p-Terfenilo

Benzo (a)antracenc@BENZANTE
Criseno@CRISENOE

Benzo (b) fluorantenc@BENZBFL@E
Benzo (k) fluoranteno@BENZKFE
Benzo (a)pireno@BENZOPE
Dibenzo({a,h)antracenol@DIBAANTE
Benzo(g,h,i)perilenc@BENZPERE
Indeno(l,2,3-cd)pirenc@IND123CDE

Bcenaftileno@ACENAFTIA
Acenafteno@ACENFE

HPLC 1100 13/05/08 19:25:03

*** Fnd of Report **x*

FUR

101081-12



CROMATOGRAMAS

HIDROCARBUROS POLIAROMATICOS
METODO EPA 8310-1986



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZO2~1\0308538\538PAH29.D Sample Eame: 101081-3

Injection Date : 13/03/08 03:14:58 . Seq. Line : 29
Sample Name : 163081=8 Location : Vial 24
Acg. Operator : MEJ L5 - 1
Acg. Instrument : HPLC 1100 Inj Volume : 10 pl
Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\PAHG7-AP.M

Last changed : 12/03/08 17:56:06 . by MEJ

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\PAH67-AP.M

Last changed : 13/05/08 18:14:44 . by FUR

(modified after loading)
&I‘:I_ALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLINUCLEARES

FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT (MARZO2~1\0308538\538PAH29.D) i .
| w ] 2\
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' VWD1 A, Wavelength=230 nm, TT (MARZO2~-1\03085381538PAH29.D)
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! L —
0 25 5 7.5 10 125 15 175 20 min
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Medified : Tuesday, 13 13e May 13e 2008 18:14:44
Multiplier : 1.000e-3
Dilution : 1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

HPLC 1100 13/05/08 19:13:37 . FUR Page 1 of 2



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZOZ~1\0308538\538PAH2%.D Sample Name: 101081-3

Signal 1: FLDl A, Ex=220, Em=325, TT

RetTime Type Area Bmt/Area Amount Grp Name
[min] LU * [mg/L]
——————— e e P S el = s el W e e e o e e e
4,800 - - - Naftaleno@NAFTALEW
6.150 = = = Fluoreno@FLUORER
6.760 MM 1.87562 1.5601%e-3 2.92633e-6 Fenantreno@FENANE
7.400 = - - Antraceno@ANTRACE
g§.400 - - = Fluoranteno@FLUQORANE
9.050 - - = Pirenc@PIRENO®
11.089 PB 1.19317e4 B8.78459%e-4 1.04815e-2 p-Terfenilo
11.600 - - - Benzo{a)antracenodBENZANTE
11900 - - - Criseno@CRISENO@E
14.450 - - = Benzo (b) fluorantenc@BENZBFLE
15.300 - - - Benzo (k) fluoranteno@BENZKEFE
16.300 - - - Benzo (a)pireno@BENZOP@
18.400 - - - Dibenzo (a,h)antraceno@DIBAANTE
19300 - - - Benzo (g, h,i)perilenc@BENZPERE
1%.900 = = - Indeno(l,2,3-cd)pirenc@IND123CDE
Totals : 1.04844e-2

Results obtained with enhanced integrator!

Signal 2: VWDl A, Wavelength=230 nm, TT

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] mAl e [mg/L]

e A e e e e | s Bl e
5.200 - - - Acenaftileno@ACENAFTIE
6.000 - - - AcenaftenoBACENFE

Totals ; 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) not found

**% End pf Repeort **#

HPLC 1100 13/05/08 19:13:37 . FUR Page 2 of 2



F-IPIR1-2

LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

C

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-4 263315 20/05/08

DATOS GENERALES

CLIENTE: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA (PLANTEL IZTAPALAPA) (10283/1)

DIRECCION: |AV. SAN RAFAEL ATLIXCO - 186

VICENTINA

MEXICO , 09340

CONTACTQ: |At'n: DRA. PATRICIA RAMIREZ ROMERO

INFORMACION DE MUESTREO

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: | NICHUPTE (5)

FECHA Y HORA DE MUESTREO: 14 de Febrero del 2008 12:16

MUESTREADO POR: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

MUESTREADOR: MA. DEL CARMEN GUZMAN M.

MATRIZ: Aguas Naturales
RESULTADOS DE ANALISIS DE CAMPO:

AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO | D LDM LPC | ANALIZADO

ANALITICO FECHA | AN

OBSERVACIONES DE MUESTREO:

ESTE INFORME DE PRUEBAS SUSTITUYE AL EMITIDO EL DIA 17 DE MARZO DEL 2007 CON No. DE FOLIO 250608.

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditaciéon o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)

Pagina 1de 4
Version 7,6



F-IPIR1-2

LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail; lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-4 263315 20/05/08
RECEPCION DE LA MUESTRA
FECHA Y HORA: 19 de Febrero del 2008 10:00
No. FRASCOS: 2
PRESERVACION ADECUADA: | SI
OBSERVACIONES DE RECEPCION DE LA MUESTRA:
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO| D LDM | LPC | ANALIZADO
ANALITICO FECHA | AN
HIDROCARBUROS
POLIAROMATICOS
1,2 |ACENAFTENO (HPA-1) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.10E-6 | 0,000046 |13/03/08 | MEJ
1,2 |ACENAFTILENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 6.80E-6 | 0,000034 |13/03/08 | MEJ
1,2 |ANTRACENO EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 | 5.40E-6 | 0,000027 |13/03/08 | MEJ
1,2 | BENZO(A)ANTRACENO (HPA-3) EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 9.90E-6 | 0,000050 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(B)FLUORANTENO (HPA-4) EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 | 9.30E-6 | 0,000047 | 13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(G,H,)PERILENO EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 8.10E-6 | 0,000041 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(K)FLUORANTENO (HPA-5) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 510E-6 | 0,000025 |13/03/08 | MEJ
1,2 | BENZO(A)PIRENO (HPA-2) EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 | 8.40E-6 | 0,000042 |13/03/08 | MEJ
1,2 |CRISENO (HPA-6) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.50E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 | DIBENZO(A.HJANTRACENO EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 7.50E-6 | 0,000037 |13/03/08 | MEJ
1,2 |FENANTRENO EPA 8310-1986 mg/L VER OBS 1.0000 | 6.70E-6 | 0,000034 |13/03/08 | MEJ
1,2 | FLUORANTENO (HPA-7) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.20E-6 | 0,000046 | 13/03/08 | MEJ
1 |FLUORENO EPA B310-1986 mg/L ND 1.0000 | 1.04E-5 | 0,000052 | 13/03/08 | MEJ
1,2 |INDENO(1,2,3,C-D)PIRENO EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 | 6.20E-6 | 0,000031 |13/03/08 | MEJ
1,2 | NAFTALENO (HPA-8) EPA 8310-1986 mg/L VER OBS 1.0000 | 5.70E-6 | 0,000029 |13/03/08 | MEJ
1,2 |PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 6.60E-6 | 0,000033 | 13/03/08 | MEJ
EXTRACCION DE HPAS EPA 8310-1988 mg/L REALIZADA NA NA NA 11/03/08 | MOM
En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacion o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
Pagina 2 de 4
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F-IPIR1-2

LABORATORIOS

- ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@Ilabsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

C

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-4 263315 20/05/08
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO | LDM | LPC | ANALIZADO
ANALITICO FECHA | AN

OBSERVACIONES ANALITICAS:

RESULTADOS ESTIMADOS EN mg/L: NAFTALENOQ 5 38E-6 y FENANTRENO 6,26E-6

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)

Pagina 3 de 4
Version 7,6



F-IPIR1-2

LABORATORIOS « ABC C
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-4 263315 20/05/08
NOTAS
NE | Analisis No Efectuado AA | Prueba Acreditada o Aprobada (ver Tabla siguiente)
ND | Analito No Detectado AN | Clave del Analista que se realizé la prueba
D | Dilucion efectuada a la Muestra NA | No aplica

Para calcular la Cantidad Minima Detectable en la muestra analizada, se debe multiplicar el LDM por la dilucién efectuada (D)

Si el resultado es mayor que el Limite de Deteccién del Método (LDM) y menor que el Limite Practico de Cuantificacién (LPC) debe ser tomada
como estimado

Los valores de las Incertidumbres Expandidas de cada uno de los parametros reportados en este informe se encuentran a su disposicion
previa solicitud a ABC

Este informe de Pruebas no podra ser reproducido parcialmente sin la autorizacién escrita y firmada por la Direccién General de ABC.
Este Informe de Pruebas solo afecta a la muestra sometida a prueba.

ACREDITACIONES Y APROBACIONES

T PRUEBAS ACREDITADAS PARA LA
A DEPENDENCIA / INSTITUCION No. D RSRAGION V' |  EVALUACION DE LA CONFORMIDAD DE:
Numero de acreditacion N° AG-096-029/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-08-05.
* Numero de acreditacién A-027-001/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-14 con vencimiento 2011-09-14.
1 " Namero de acreditacion N° AL-0108-007/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-08-05.
em Numero de acreditacién N° FF-0102-016/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-10-03 con vencimiento 2011-10-03.
= - Numero de acreditacién N° R-0091-009/07. Vigencia de Acreditacién a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
e eI Acreditacion otorgada bajo la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 ISO/IEC 17025-2005. Requisitos generales para la competencia

de laboratorios de ensayo y calibracion,

NOM-001 SEMARNAT 1996, Lineamientos de

2 | Comision Nacional del Agua (CNA) CNA-GCA-543 Calidad del Agua de la LFDA, Criterios
Ecolégicos de Calidad del Agua del DOF
3 | Gobierno del Distrito Federal, Gobierno del Estado DF/MEX/QRO/REDLAQG0/ NOM-002 SEMARNAT 1996
de México y Gobierno del Estado de Querétaro AAR/AEA/2008 NOM-085 SEMARNAT 1994

NOM-052-SEMARNAT-2005
NOM-004-SEMARNAT-2002

NOM-039, 040, 043 Y 053-SEMARNAT-1993

4 | Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente EN TRAMITE NOM-085-SEMARNAT-1994

(PROFEPA) DE RENOVACION NOM-097-SEMARNAT-1995
NOM-098-SEMARNAT-2002
NOM-133-SEMARNAT-2000
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003

NOM-010-STPS-1999 (17 Procedimientos)

5 | Secretaria del Trabajo y Prews' ocial (STPS) LPSTPS-055/07 NOM-011-STPS-2001, NOM-015-STPS-2001
NOM-025-STPS-1999
NOM-201-SSA1-2002, NOM-009-SSA1-1993,
6 | Secretaria de Salud (SS) \ \ DEE;‘ETNRS\?"AE?ON NOM-015-/1-SCFI/SSA-1994,
NOM-127-SSA1-1994, Mod. 2000

Prueba no acreditada o\ap{,{bada poha una iPSlitucién o dependencia

ertifico que los resultado | ;rXe s reportadas, fueron realizados con los métodos y procedimientos asentados.

. JUAN IGNACIO USTARAN\CERVANTES

DIRECTOR GENERAL
Pagina 4 de 4
Versidn 7,6




CROMATOGRAMAS

HIDROCARBUROS POLIAROMATICOS
METODO EPA 8310-1986



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZ02~1\0308538\538PAH30.D Sample Name: 101081-4
Injection Date 13/03/08 03:42:37 Seg. Line 30
Sample Name 101081-4 Location vial 25
Acg. Operator MEJ Inj =
Acg. Instrument HPLC 1100 Inj Volume 10 pl
Acqg. Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS\PAHG7-AP.M
Last changed 12/03/08 17:56:06 . by MEJ
Analysis Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS\PAHG7-AFP.M
Last changed 13/05/08 18:14:44 by FUR
(modified after loading)
ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLINUCLEARES - o .
[ FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT (MARZ0O2~1\0308538\538PAH30.D)
VR ® 2|
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el B . . B3 10 ’8 18 178 20 __min
VWD1 A, Wavelength=230 nm, TT (MARZO2~1103085381538PAH30.D)
mAU | '
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.25 __ | | ll'lul || || \ ll" |I||
| E [ I | | II I'I \
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1 T T | T T |_I_"[' T T T T T T T | T T T 1 T T | T 1 | 1 T T I T =W ¥
0 25 5 7.5 10 125 15 17.5 20 min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified Tuesday, 13 13e May 13e 2008 18:14:44
Multiplier 1.000e-3
Dilution 1.0000
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
HPLC 1100 13/05/08 19:15:20 FUR Page 1 of 2



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZO2~1\0308538\538PRH30.D SamplezName:_101081—4

Signal 1: FLDl1 A, Ex=220, Em=325, TT

RetTime Type Area Emt /Area Amount Grp Name
[min] LU wig [mg/L]
------- e e e e e | e [ B e e
4.780 MM 3.82928 1.40467e-3 5.37890e-6 Naftaleno@NAFTALE®
6.150 - - - Fluoreno@FLUORE®
6.798 MM 4.01279 1.56019%9e-3 6.26072e-6 Fenantreno@FENANE
7.400 - - - Antracenc@ANTRACE
8.400 - - - Fluoranteno@FLUORANGE
9.050 - - - Pireno@PIRENO@
11.149 PB 1.01519=4 8.78458%e-4 8.91800e-3 p-Terfenilo
11.600 - - - Benzo (a)antracenc@BENZANTE
13l =260 - - - Criseno@CRISENO@
14.450 - - - Benzo (b) fluoranteno@BENZBFLE
15.300 - = - Benzo (k) fluoranteno@BENZKEE
le.300 = = = Benzo (a)plirenoc@BENZOP@E
18.400 = — - Dibenzo(a,h)antraceno@DIBAANTE
19..300 - - - Benzo(g,h,i)perileno@BENZPERE
19.900 - - - Indeno(l,2, 3-cd)pirenc@IND12Z23CD@
Totals : 8.92964e-3

Results obtained with enhanced integrator!

Signal 2: VWDl A, Wavelength=230 nm, TT

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] maU *g [mg/L]

e R i e e | [ —— [ = st e
5.200 = - - Acenaftileno@ACENAFTI@E
6.000 - - - AcenaftenclfACENFEE

Totals 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) not found

*#+t Fnd of Reporf »t**

HPLC 1100 13/05/08 19:15:20 . FUR Page 2 of 2
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LABORATORIOS - ABC

QUIMICA

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

C

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:

101081

101081-5 264240 22/05/08

DATOS GENERALES

CLIENTE: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA (PLANTEL IZTAPALAPA) (10283/1 )
DIRECCION: [AV. SAN RAFAEL ATLIXCO - 186

VICENTINA

MEXICO , 09340
CONTACTO: |At'n: DRA. PATRICIA RAMIREZ ROMERO

INFORMACION DE MUESTREO

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: | NICHUPTE CANAL NORTE (6)

FECHA Y HORA DE MUESTREQ: 14 de Febrero del 2008 12:34

MUESTREADO POR: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

MUESTREADOR: MA. DEL CARMEN GUZMAN M.

MATRIZ: Aguas Naturales
RESULTADOS DE ANALISIS DE CAMPO:

AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO | D LDM LPC [ ANALIZADO

ANALITICO FECHA | AN

OBSERVACIONES DE MUESTREO:

ESTE INFORME DE PRUEBAS SUSTITUYE AL EMITIDO EL DIA 17 DE MARZO DEL 2007 CON No. DE FOLIO 250609.

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacion o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)

Pag
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Version 7.6
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LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740

Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-5 264240 _ 22/05/08 .
RECEPCION DE LA MUESTRA
FECHA Y HORA: 19 de Febrero del 2008 10:00
No. FRASCOS: 2
PRESERVACION ADECUADA: | Sl
OBSERVACIONES DE RECEPCION DE LA MUESTRA:
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO| D Lbm LPC | ANALIZADO
ANALITICO FECHA | AN
HIDROCARBUROS
POLIAROMATICOS
1,2 |ACENAFTENO (HPA-1) EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 9.10E-6 | 0,000046 | 13/03/08 | MEJ
1,2 | ACENAFTILENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 6.80E-6 | 0,000034 |13/03/08 | MEJ
1,2 |ANTRACENO EPA 8310-1986 mg/L VER OBS 1.0000 | 5.40E-6 | 0,000027 |13/03/08 | MEJ
1,2 | BENZO(AJANTRACENO (HPA-3) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.90E-6 | 0,000050 |13/03/08 | MEJ
1,2 | BENZO(B)FLUORANTENO (HPA-4) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.30E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(G H,))PERILENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 8.10E-6 | 0,000041 |13/03/08 | MEJ
1,2 | BENZO(K)FLUORANTENO (HPA-5) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 5.10E-6 | 0,000025 | 13/03/08 [ MEJ
1,2 | BENZO(A)PIRENO (HPA-2) EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 | 8.40E-6 | 0,000042 |13/03/08 | MEJ
1,2 |CRISENO (HPA-6) EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 9.50E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 | DIBENZO(A H)ANTRACENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 7.50E-6 | 0,000037 |13/03/08 | MEJ
1,2 | FENANTRENO EPA 8310-1986 ma/L VER OBS 1.0000 | 6.70E-6 | 0,000034 |13/03/08 |MEJ
1,2 | FLUORANTENO (HPA-7) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.20E-6 | 0,000046 |13/03/08 | MEJ
1 |FLUORENO EPA 8310-1986 ma/L VER OBS 1.0000 | 1.04E-5 | 0,000052 |13/03/08 | MEJ
1,2 |INDENO(1,2,3,C-D)PIRENO EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 | 6.20E-6 | 0,000031 |13/03/08 | MEJ
1,2 |NAFTALENO (HPA-8) EPA 8310-1986 ma/L VER 0BS 1.0000 | 5.70E-6 | 0,000029 |13/03/08 | MEJ
1,2 |PIRENO EPA 8310-1986 mg/L VER OBS 1.0000 | 6.60E-6 | 0,000033 |13/03/08 | MEJ
EXTRACCION DE HPAS EPA 8310-1986 mg/L REALIZADA NA NA NA 11/03/08 | MOM
En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacion o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
Pagina 2 de 4
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LABORATORIOS

- ABC C
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A.de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-5 264240 22/05/08

RESULTADOS ANALITICOS

AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO LDM LPC | ANALIZADO
ANALITICO FECHA | AN

OBSERVACIONES ANALITICAS:

RESULTADOS ESTIMADOS EN mg/L: NAFTALENO 3,36E-6 ; FLUORENO 4.07E-6;, FENANTRENO 9,78E-6; ANTRACENO 7 34E-T y

PIRENO 1,95E-6

En la 12 Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
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LABORATORIOS
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

ABC

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-5 264240 22/05/08
NOTAS
NE | Analisis No Efectuado AA | Prueba Acreditada o Aprobada (ver Tabla siguiente)
ND | Analito No Detectado AN | Clave del Analista que se realizé la prueba
D | Dilucion efectuada a la Muestra NA | No aplica

Para calcular la Cantidad Minima Detectable en la muestra analizada, se debe multiplicar el LDM por la dilucién efectuada (D)

como estimado

Si el resultado es mayor que el Limite de Deteccion del Método (LDM) y menor que el Limite Practico de Cuantificacion (LPC) debe ser tomado

previa solicitud a ABC

Los valores de las Incertidumbres Expandidas de cada uno de los pardmetros reportados en este informe se encuentran a su disposicion

Este informe de Pruebas no podréa ser reproducido parcialmente sin la autorizacién escrita y firmada por la Direccién General de ABC.

Este Informe de Pruebas solo afecta a la muestra sometida a prueba.

ACREDITACIONES Y APROBACIONES

AA

DEPENDENCIA / INSTITUCION

No.

DE ACREDITACION/
APROBACION

PRUEBAS ACREDITADAS PARA LA
EVALUACION DE LA CONFORMIDAD DE:

! AP
e

entidad mexicana
de acreditacién, a.c.

Numero de acreditacion N° AG-096-029/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-08-05 con vencimiento 2011-09-05.
Numero de acreditacion A-027-001/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-14 con vencimiento 2011-09-14.

Numero de acreditacion N® AL-0108-007/07. Vigencia de Acreditacidn a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
Numero de acreditacion N° FF-0102-016/07. Vigencia de Acreditacién a partir de 2007-10-03 con vencimiento 2011-10-03.
Numero de acreditacion N° R-0091-009/07. Vigencia de Acreditacién a partir de 2007-08-05 con vencimiento 2011-08-05.
Acreditacion otorgada bajo la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 ISO/IEC 17025-2005. Requisitos generales para la competencia

de laboratorios de ensayo y calibracion.

NOM-001 SEMARNAT 1996, Lineamientos de

2 | Comision Nacional del Agua (CNA) CNA-GCA-543 Calidad del Agua de la LFDA, Criterios
Ecolégicos de Calidad del Agua del DOF
3 | Gobierno del Distrito Federal, Gobierno del Estado DF/MEX/QRO/REDLADSO/ NOM-002 SEMARNAT 1996
de México y Gobierno del Estado de Querétaro AAR/AEA/2008 NOM-085 SEMARNAT 1994
NOM-052-SEMARNAT-2005
NOM-004-SEMARNAT-2002
4 . . ) NOM-039, 040, 043 Y 053-SEMARNAT-1993
P;;%J;?I::a Federal de Proteccion al Ambiente EN TRAMITE NOM-085-SEMARNAT-1994
( ) DE RENOVACION NOM-097-SEMARNAT-1995

NOM-098-SEMARNAT-2002
NOM-133-SEMARNAT-2000
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003

5 | Secretaria del Trabajo y Prevision ﬁl (STPS)

LPSTPS-055/07

NOM-010-STPS-1999 (17 Procedimientos)
NOM-011-STPS-2001, NOM-015-STPS-2001
NOM-025-STPS-1999

6 | Secretaria de Salud (SS)

EN TRAMITE

DE RENOVACION

NOM-201-SSA1-2002, NOM-009-SSA1-1993,
NOM-015-/1-SCFI/SSA-1994,
NOM-127-SSA1-1994, Mod. 2000

i O . .
Prueba no acredi%dab\:haré& dﬁa[gunﬁstitucidn o dependencia

DIRECTOR GENERAL
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CROMATOGRAMAS

HIDROCARBUROS POLIAROMATICOS
METODO EPA 8310-1986



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZO2~1\0308538\538PAH31.D

Sample Name: 101081-5

Injection Date 13/03/08 04:10:18 Seg. Line 31
Sample Name LELEsT=5 Location Vial 26
Acg. Operator MEJ Imgj 1
Acg. Instrument HPLC 1100 Inj Volume : 10 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS\PAH67-AP.M
Last changed : 12/03/08 17:56:06 by MEJ
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\PAH67-AP.M
Last changed : 13/05/08 18:14:44 by FUR
(modified after loading)
ANALTISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLINUCLEARES -
FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT (MARZ02~1\0308538\538PAH31.D)
L 9 2
] ) ]
157 3 éﬂ 9 ® E‘
' t Yo 39 s
12.5+ z& o Z é @) :
&%= S 5
107 229 ¥ =
3 @ £ 2 o -
75 _M“_’M_/\,\_J\VJ\J 2N 2§ g ® \
] ! = O = o
5 @ g 9 K
] = z i%ﬁﬁqﬁﬁ' @ﬁx \
] & "N ARl &
25 © XNE 4 L D ‘
| ] :éP?h-& g§§
. e R S N
25
P
+ 1 T =t 1 ' | T T T T '| T T T T | T T T T | T 1 T LI 'l_'_l L 'l_ T T T F | T T T T ! T 1 T [
Q 2.5 5 75 10 12.5 15 175 20 min
VWD1 A, Wavelength=230 nm, TT (MARZO2~110308538\538PAH31.D)
mAU A |
15 i
125
10 |
754
I
| ]
| 3
25
] |’I|
0 |
] 3 ﬂ ‘l
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25 Ui I\
| i | i
-5 k _,I k\\/\\_m{_\_f.-mf\/v'\___)ll\\__g\,\_ __,_/\___ _,"I \k_ ool e me e I ——— [—_" | —
' 1 I " 1 T T T A T T T T T T 1 T | T 1 | 1 T | a1 T a7
0 25 5 T 10 12.5 15 175 20 ‘min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Mecdified Tuesday, 13 13e May 13e 2008 18:14:44
Multiplier 1;000e~-3
Dilution 1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

HPLC 1100 13/05/08 19
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZO2~1\0308538\538PAH31.D Sample Name: 101081-5

Signal 1: FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] LU *5 [mg/L]
——————— B e R e e e N B s B e e
4.788 MM 23.92242 1.40467e-3 3.36032e-5 Naftaleno@NAFTALER
6.146 MM 1.33556 3.04890e-3 4.07199%e-6 Fluorenol@FLUOREE
6.802 MM 6.26823 1.56019e-3 9.77962e-6 Fenantreno@FENANE
7.448 MM 1.64911 4.45206e-4 7.34193e-7 Antracenc@ANTRACE
8.400 - - - Fluoranteno@FLUORANGE
9.070 MM 1.78665 1.09020e-3 1.9478le-6 Pireno@PIRENOE
11.191 PB 1.03251e4 8.78458e-4 9.07013e-3 p-Terfenilo
11.600 = = - Benzo (a)antraceno@BENZANTE
1 - 508 e = = Crisenc@CRISENOCE
14.450 R = - Benzo (b) flucrantenc@BENZBFLE
1.8 S0 = - - Benzo (k) fluoranteno@BENZKFE
16.300 = - = Benzo(a)plirenco@BENZOPE
18.400 - - = Dibenzo{a,h)antraceno@DIBARNTA
19.300 - - - Benzo(g,h,i)perileno@BRENZPERE
19.900 - - - Indeno (1,2, 3-cd)pirenc@IND123CD@
Totals : 9.12027e-3

Results obtained with enhanced integrator!

Signal 2: VWDl A, Wavelength=230 nm, TT

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] mAY *5 [mg/L]

e e B B S k=mmsmmm [ Wl B e e
5.200 = = = Acenaftileno@ACENAFTIE
6.000 - - - Acenafteno@ACENE@

Totals : 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) not found

**% FEnd of Report ***

HPLC 1100 13/05/08 19:17:13 . FUR Page af 2
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LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740

Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

C

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-6 263317 20/05/08

DATOS GENERALES

CLIENTE: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA (PLANTEL IZTAPALAPA) (10283/1)

DIRECCION: |AV. SAN RAFAEL ATLIXCO - 186

VICENTINA

MEXICO , 09340

CONTACTO: |At'n: DRA. PATRICIA RAMIREZ ROMERO

INFORMACION DE MUESTREO

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: [ ENSENADA SUR (7)

FECHA Y HORA DE MUESTREO: 14 de Febrero del 2008 12:48

MUESTREADO POR: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

MUESTREADOR: MA. DEL CARMEN GUZMAN M.

MATRIZ: Aguas Naturales
RESULTADOS DE ANALISIS DE CAMPO:

AA PARAMETRO METODO UNIDADES [ RESULTADO D LDM LPC | ANALIZADO

ANALITICO FECHA | AN

OBSERVACIONES DE MUESTREO:

ESTE INFORME DE PRUEBAS SUSTITUYE AL EMITIDO EL DIA 17 DE MARZO DEL 2007 CON No. DE FOLIO 250610,

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)

Pagina 1de 4
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LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG, ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-6 263317 ~ 20/05/08
RECEPCION DE LA MUESTRA
FECHA Y HORA: 19 de Febrero del 2008 10:00
No. FRASCOS: 2
PRESERVACION ADECUADA: | SI
OBSERVACIONES DE RECEPCION DE LA MUESTRA:
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO| D LDM LPC | ANALIZADO
ANALITICO FECHA | AN
HIDROCARBUROS
POLIAROMATICOS
1,2 | ACENAFTENO (HPA-1) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.10E-6 | 0,000046 | 13/03/08 | MEJ
1,2 |ACENAFTILENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 6.80E-6 | 0,000034 |13/03/08 [ MEJ
1,2 |ANTRACENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 5.40E-6 | 0,000027 |13/03/08 [ MEJ
1,2 |BENZO(A)ANTRACENO (HPA-3) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.90E-6 | 0,000050 | 13/03/08 [ MEJ
1,2 |BENZO(B)FLUORANTENO (HPA-4) EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 | 9.30E-6 | 0,000047 | 13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(G H,)PERILENO EPA 8310-1986 ma/L ND 1,0000 | 8.10E-6 | 0,000041 | 13/03/08 | MEJ
1,2 | BENZO(K)FLUORANTENO (HPA-5) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 5.10E-6 | 0,000025 | 13/03/08 | MEJ
1,2 | BENZO(A)PIRENO (HPA-2) EPA 8310-1986 mg/L ND 1,0000 | 8.40E-6 | 0,000042 |13/03/08 | MEJ
1,2 | CRISENO (HPA-6) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.50E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 | DIBENZO(A H)ANTRACENO EPA 8310-1986 ma/L ND 1,0000 | 7.50E-6 | 0,000037 |13/03/08 | MEJ
1,2 |FENANTRENO EPA 8310-1986 mg/L VER OBS 1.0000 | 6.70E-6 | 0,000034 |13/03/08 | MEJ
1,2 | FLUORANTENO (HPA-7) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.20E-6 | 0,000046 |13/03/08 | MEJ
1 |FLUORENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 1.04E-5 | 0,000052 |13/03/08 | MEJ
1,2 |INDENO(1,2,3,C-D)PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 6.20E-6 | 0,000031 |13/03/08 | MEJ
1.2 | NAFTALENO (HPA-8) EPA 8310-1986 mg/L VER OBS 1,0000 | 5.70E-6 | 0,000029 |13/03/08 | MEJ
1,2 |PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 6.60E-6 | 0,000033 |13/03/08 | MEJ
EXTRACCION DE HPAS EPA 8310-1986 mg/L REALIZADA NA NA NA 11/03/08 | MOM
En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
Pagina 2 de 4
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C

LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-6 263317 20/05/08
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO D LDM LPC | ANALIZADO
ANALITICO FECHA | AN

OBSERVACIONES ANALITICAS:

RESULTADOS ESTIMADOS EN mg/L: NAFTALENQ 1,94E-5 y FENANTRENO 2 87E-6

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
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LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F, 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-6 263317 20/05/08
NOTAS
NE | Analisis No Efectuado AA | Prueba Acreditada o Aprobada (ver Tabla siguiente)
ND | Analito No Detectado AN | Clave del Analista que se realizé la prueba
D | Dilucion efectuada a la Muestra NA | No aplica

Para calcular la Cantidad Minima Detectable en la muestra analizada, se debe multiplicar el LDM por la dilucién efectuada (D)

Si el resultado es mayor que el Limite de Deteccion del Método (LDM) y menor que el Limite Practico de Cuantificacion (LPC) debe ser tomada
como estimado

Los valores de las Incertidumbres Expandidas de cada uno de los parametros reportados en este informe se encuentran a su disposicién
previa solicitud a ABC

Este informe de Pruebas no podra ser reproducido parcialmente sin la autorizacién escrita y firmada por la Direccién General de ABC.

Este Informe de Pruebas solo afecta a la muestra sometida a prueba.

ACREDITACIONES Y APROBACIONES

No. REDITACIONI PRUEBAS ACREDITADAS PARA LA
AA DFPENOENGIAVINGIRUGION DEAGREDITA EVALUACION DE LA CONFORMIDAD DE:
Numero de acreditacion N° AG-096-029/07. Vlgenma de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05
# Numero de acreditacién A-027-001/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-14 con vencimiento 2011-09-14.
1 . Numero de acreditacion N* AL-0108-007/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-08-05.
eIm Numero de acreditacion N° FF-0102-016/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-10-03 con vencimiento 2011-10-03.
A e e Numero de acreditacién N° R-0091-009/07. Vigencia de Acreditacién a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
e ceaiiioiilin. e, Acreditacién otorgada bajo la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 ISO/IEC 17025-2005. Requisitos generales para la competencia
de laboratorios de ensayo y calibracion.
NOM-001 SEMARNAT 1996, Lineamientos de
2 | Comision Nacional del Agua (CNA) CNA-GCA-543 Calidad del Agua de la LFDA, Criterios
Ecologicos de Calidad del Agua del DOF
3 | Gobierno del Distrito Federal, Gobierno del Estado DF/MEX/QRO/REDLAOGO/ NOM-002 SEMARNAT 1996
de México y Gobierno del Estado de Querétaro AAR/AEA/2008 NOM-085 SEMARNAT 1994
NOM-052-SEMARNAT-2005
NOM-004-SEMARNAT-2002
4 ) - ) NOM-039, 040, 043 Y 053-SEMARNAT-1993
Procuraduria Federal de Proteccién al Ambiente EN TRAMITE NOM-085-SEMARNAT-1994
(PROFERA) DE RENOVACION NOM-097-SEMARNAT-1995
NOM-098-SEMARNAT-2002
NOM-133-SEMARNAT-2000
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003
NOM-010-STPS-1999 (17 Procedimientos)
S | Secretaria del Trabajo y Prevision Social (STPS) LPSTPS-055/07 NOM-011-STPS-2001, NOM-015-STPS-2001
NOM-025-STPS-1999
NOM-201-SSA1-2002, NOM-009-SSA1-1993,
6 | Secretaria de Salud (SS) DEE:ELRQ\';';:EFON NOM-015-/1-SCFI/SSA-1994,
n NOM-127-SSA1-1994, Mod. 2000
Prueba no acreditada o rob?\a po na |n5t|tucton o dependencia
ertifico que los resultadads de| uebas portadas, fueron realizados con los métodos y procedimientos asentados.

-

. JUAN IGNACIO USTARAN QERYANTES
DIRECTOR GENERAL
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CROMATOGRAMAS

HIDROCARBUROS POLIAROMATICOS
METODO EPA 8310-1986



Data File C:\HPCHEM\1\

DATA\MARZO2~1\0308538\538PAH32.D

Sample Name: TOTHE =k

13/03/08 04:38:01

Injection Date Seg. Line 32
Sample Name 101081-6 Location Vial 27
Acg. Operator MEJ Inj 1
Acg. Instrument HPLC 1100 Inj Volume 10 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\PAH6T-AP.M
Last changed 12/03/ 08 12756506 by MEJ
Analysis Method C:\HPCHEM\1\METHODS\PAHG67-AP.M
Last changed 13/05/08 18:14:44 by FUR
(modified after loading)
ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLINUCLEARES ) -
| FLD1A, Ex=220, Em=325, TT (MARZO2~1\0308538\538PAH32.D)
LG o ® 2
15 H %
] = ® s
] w o Z F
12:5— g ‘bb' 42( o
e [
10 2 ??"N Uw@ > |
7 ﬂ H o <] .éi
] f\ ] i
L T NN W mvﬁ’ﬁ £ |
7 = (1]
g 7 @
~ . &
2.5 N iy
: = |
0- Lh/Aw“ﬁLamww“A%&Jﬁxﬁf-Hh___f"“““—ﬂ”_—”ﬁfu -
25
5
I R S T i T T e e e B e P g T —]
o 25 5 75 0 125 15 175 20 min
VWD1 A, Wavelength=230 nm, TT (MARZ0O2~110308538\538PAH32.D) |
. mAU i i
! 15{
i 12,5 -
i 10;
7.5 q
] i
5- |
255
] | ‘l
1 | |‘, |
25 L\” }ll
.5__ k F.'I L } l'L L e
0L P+ " 5 S e, e I e — i R
0 25 5 7.5 10 12.5 15 175 20 min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified Tuesday, 13 13e May 13e 2008 18:14:44
Multiplier 1.000e-3
Dilution 1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

HPLC 1100 13/05/08 19:

igxad . EUR
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Data File C:\HPCHEMA\1\DATA\MARZ02~1\0308538\538PRH32.D Sample Name: 101081-6

Signal 1: FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] LU B [mg/L]
——————— e R el e e B e e e L R S e
4.795 MM 13.84313 1.40467e-3 1.9%4451e-5 Naftaleno@NAFTALER®
6150 - - - Fluoreno@FLUORER
6.824 MM 1.83654 1.56019e-3 2.86535e-6 Fenantreno@FENANE
7.400 - - = Antracenc@ANTRACE
8.400 - - - Fluoranteno@FLUORANE
9.050 - - - Pireno@PIRENO@
11 180 ‘BB 8647.99609 B.7845%9e-4 7.59691e-3 p-Terfenilo
g PRS0 (8 - - - Benzo (a)antracenol@BENZANTA
11.900 = = = Criseno@CRISENOE
14.450 - - - Benzo (b) fluoranteno@BENZBFLE
15.300 - - - Benzo (k) fluorantenolfBENZKFE
16.300 - - - Benzo (a)pirenc@BENZOPE
18.400 - - = Dibenzo(a,h)antraceno@DIBAANTE
19.300 - - - Benzo(g,h,i)perilenc@BENZPERE
19.900 = . = Indeno(l,2,3-cd)pirenc@IND123CDR
Totals : 7.61922e-3

Results obtained with enhanced integrator!

Signal 2: VWDl A, Wavelength=230 nm, TT

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] mAU  *s [mg/L]

) e e e e e S [ Bt e Nl R
5,200 - - - Acenaftileno@ACENAFTI®@
6.000 - - = BcenaftenolRACENFE

Totals : 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

**x%* End of RHeport "k

HPLC 1100 13/05/08 19:19:24 . FUR Page 2 of 2



F-IPIR1-2

LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740

Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

C

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-7 263318 20/05/08

DATOS GENERALES

CLIENTE: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA (PLANTEL IZTAPALAPA) (10283/1)

DIRECCION: [AV. SAN RAFAEL ATLIXCO - 186

VICENTINA

MEXICQO , 09340

CONTACTO: |Atn: DRA. PATRICIA RAMIREZ ROMERO

INFORMACION DE MUESTREO

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: | BOCA SUR PUNTA NIZUC (8)

FECHA Y. HORA DE MUESTREO: 14 de Febrero del 2008 13:09

MUESTREADO POR: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

MUESTREADOR: MA. DEL CARMEN GUZMAN M.

MATRIZ: Aguas Naturales
RESULTADOS DE ANALISIS DE CAMPO:

AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO | D LDM LPC [ ANALIZADO

ANALITICO FECHA | AN

OBSERVACIONES DE MUESTREO:

ESTE INFORME DE PRUEBAS SUSTITUYE AL EMITIDO EL DIA 17 DE MARZO DEL 2007 CON No. DE FOLIO 250611.

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacion o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)

Pagina 1 de 4
Version 7,6



F-IPIR1-2

LABORATORIOS «- ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

FOLIO:
263318

No. DE ORDEN:
101081

No. DE LABORATORIO:

FECHA DE EMISION:
101081-7 20/05/08 .

RECEPCION DE LA MUESTRA

FECHA Y HORA: 19 de Febrero del 2008 10:00
No. FRASCOS: 2
PRESERVACION ADECUADA: | SI

OBSERVACIONES DE RECEPCION DE LA MUESTRA:

RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO D LDM | LPC | ANALIZADO
ANALITICO . FECHA | AN
HIDROCARBUROS
POLIAROMATICOS

1,2 | ACENAFTENQ (HPA-1) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.10E-6 | 0,000046 | 13/03/08 | MEJ
1,2 |ACENAFTILENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 6.80E-6 | 0,000034 |13/03/08 | MEJ
1,2 |ANTRACENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 5.40E-6 | 0,000027 |13/03/08 | MEJ
1,2 | BENZO(A)ANTRACENO (HPA-3) EPA 8310-1986 mal/L ND 1.0000 | 9.90E-6 | 0,000050 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(B)FLUORANTENO (HPA-4) | EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.30E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(GH,I)PERILENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 8.10E-6 | 0,000041 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(K)FLUORANTENO (HPA-5) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 5.10E-6 | 0,000025 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(A)PIRENO (HPA-2) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 8.40E-6 | 0,000042 | 13/03/08 | MEJ
1,2 |CRISENO (HPA-B) EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 9.50E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 |DIBENZO(A HIANTRACENO EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 | 7.50E-8 | 0,000037 |[13/03/08 | MEJ
1,2 | FENANTRENO EPA 8310-1986 mg/L VER OBS 1.0000 | 6.70E-6 | 0,000034 |13/03/08 | MEJ
1,2 |FLUORANTENO (HPA-7) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.20E-6 | 0,000046 | 13/03/08 | MEJ
1 |FLUORENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 1.04E-5 | 0,000052 |13/03/08 | MEJ
1,2 |INDENO(1,2,3,C-D)PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 6.20E-6 | 0,000031 |13/03/08 | MEJ
1,2 |NAFTALENO (HPA-8) EPA 8310-1986 mg/L VER OBS 1.0000 | 5.70E-6 | 0,000029 |13/03/08 | MEJ
1,2 |PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 6.60E-6 | 0,000033 |13/03/08 | MEJ
EXTRACCION DE HPAS EPA 8310-1986 mg/L | REALIZADA NA NA NA  [11/03/08 | MOM

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)

Pagina 2 de 4
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F-IPIR1-2

LABORATORIOS

- ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www labsabc.com.mx

C

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-7 263318 20/05/08
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO LDM LPC ANALIZADO
ANALITICO FECHA [ AN

OBSERVACIONES ANALITICAS:

RESULTADOS ESTIMADOS EN mg/L: NAFTALENQ 1,84E-6 y FENANTRENO 4,58E-6

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)

Pagina 3 de 4
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F-IPIR1-2

LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO:; FOLIO: _ FECHA DE EMISION:
101081 101081-7 . 263318 . 20/05/08
NOTAS
NE | Analisis No Efectuado AA | Prueba Acreditada o Aprobada (ver Tabla siguiente)
ND | Analito No Detectado AN | Clave del Analista que se realizd la prueba
D | Dilucién efectuada a la Muestra NA | No aplica

Para calcular la Cantidad Minima Detectable en la muestra analizada, se debe multiplicar el LDM por la dilucién efectuada (D)

Si el resultado es mayor que el Limite de Deteccién del Método (LDM) y menor que el Limite Practico de Cuantificacion (LPC) debe ser tomado
como estimado

Los valores de las Incertidumbres Expandidas de cada uno de los parametros reportados en este informe se encuentran a su disposicion
previa solicitud a ABC

Este informe de Pruebas no podra ser reproducido parcialmente sin la autorizacién escrita y firmada por la Direccién General de ABC.
Este Informe de Pruebas solo afecta a la muestra sometida a prueba.

ACREDITACIONES Y APROBACIONES

No. DE ACREDITACION/ PRUEBAS ACREDITADAS PARA LA
AA : DEREMIERLIA LR TUCION APROBACION _ EVALUACION DE LA CONFORMIDAD DE:

Nimero de acreditacion N° AG-096-029/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
# Numero de acreditacién A-027-001/07. Vigencia de Acreditacién a partir de 2007-09-14 con vencimiento 2011-09-14,
. Nimero de acreditacion N° AL-0108-007/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
e Numero de acreditacion N° FF-0102-016/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-10-03 con vencimiento 2011-10-03.
P Numero de acreditacion N° R-0091-009/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
o Acreditacién otorgada bajo la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 ISO/IEC 17025-2005. Requisitos generales para la competencia
de laboratorios de ensayo y calibracion.

NOM-001 SEMARNAT 1996, Lineamientos de

2 | Comisién Nacional del Agua (CNA) CNA-GCA-543 Calidad del Agua de la LFDA, Criterios
Ecoldgicos de Calidad del Agua del DOF
3 | Gobierno del Distrito Federal, Gobierno del Estado DF/MEX/QRO/REDLAOBD/ NOM-002 SEMARNAT 1996
de México y Gobierno del Estado de Querétaro AAR/AEA/2008 NOM-085 SEMARNAT 1994

NOM-052-SEMARNAT-2005
NOM-004-SEMARNAT-2002

NOM-039, 040, 043 Y 053-SEMARNAT-1993

4 | Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente EN TRAMITE NOM-085-SEMARNAT-1994

(FROFERA) DE RENOVACION NOM-097-SEMARNAT-1995
NOM-098-SEMARNAT-2002
NOM-133-SEMARNAT-2000

~ NOM-138-SEMARNAT/SS-2003
, _ N NOM-010-STPS-1999 (17 Procedimientos)
5 | Secretaria del Trabajo y Previsién Scial (STPS) LPSTPS-055/07 NOM-011-STPS-2001, NOM-015-STPS-2001

NOM-025-STPS-1999

\ NOM-201-SSA1-2002, NOM-009-SSA1-1993,
DEE:ELRS‘\';’:ZFON NOM-015-/1-SCFI/SSA-1994,
NOM-127-SSA1-1994, Mod. 2000

0\ N
Prueba no acreditada o aMﬁé\p&\#gu\a iﬁ{‘itucién o dependencia
A"

Certifico que los resultadas de ruebag reportadas, fueron realizados con los métodos y procedimientos asentados.

6 | Secretaria de Salud (SS)

Q. JUAN IGNACIO USTARAN C ANTES
IRECTOR GENERAL
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CROMATOGRAMAS

HIDROCARBUROS POLIAROMATICOS
METODO EPA 8310-1986



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZOZ2~1\0308538\538PAH33.D Sample Name: 101081-7
Injection Date 13/03:/08 05:05438 . Seq. Line 338
Sample Names 101081-7 Location Vial 28
Acg. Operator MEJ Inj 1
Acg. Instrument HPLC 1100 Inj Volume 10 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS\FAHG7-AP.M
Last changed 12/03/08 17:56:06 by MEJ
Analysis Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS\PRH&7-AP.M
Last changed 13/05/08 18:14:44 by FUR
(modified after loading)
ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLINUCLEARES )
r FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT (MARZ02~10308538\538PAH33.D)
w4 @ 2|
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VWD1 A, Wavelength=230 nm, TT (MARZ0O2~110308538\538PAH33.D)
mAU
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0 #5 5 7.5 10 12.5 15 175 20 _min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified Tuesday, 13 13e May 13e 2008 18:14:44
Multiplier 1.000e-3
Dilution : 1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

HPLC 1100 13/05/08 19:20:12 FUR

Page 1 of 2



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZO2~1\0308538\538PAH33.D Sample Name: 101081-7

Signal 1: FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT

RetTime Type Area Bmt/Area Amount Grp Name
[min] LU R [mg/L]
——————— |=emmnsrrrararmas rrrs—mmeres | rsommmses | me essn e ssememns
4.808 MM 1.31145 1.40467e-3 1.84216e-6 Naftaleno@NAFTALER
6.150 - - - Fluoreno@FLUORER
6.820 MM 2.93233 1.5601%9e-3 4.57500e-6 Fenantreno@FENANE
7.400 - - - Antraceno@ANTRACE
8.400 - - = Fluoranteno@FLUORANGE
9.050 - = - Pireno@PIRENO@
11.187 PB 1.04647e4 8.78459e-4 9.,19284e-3 p-Terfenilo
11.600 - = = Benzo(a)antraceno@BENZANTA
11.900 - = - Crisenc@CRISENOE
14.450 - = = Benzo (b) fluoranteno@BENZBFL{E
15.300 = = = Benzo (k) fluoranteno@BENZKF@
le.300 - - - Benzo (a)pireno@BENZOPR
18.400 - - - Dibenzo(a,h)antracenoc@DIBAANTE
1% . 300 - - - Benzo(g,h,i)perilenoc@BENZPERE
19.900 = = = Indeno (1,2, 3-cd)pirenc@IND1Z23CD@
Totals : 9.19926e-3

Results obtained with enhanced integrator!

Signal 2: VWDl A, Wavelength=230 nm, TT

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] mAY &y [mg/L]

e | R | === [ | s == e —semmes
5200 2 = - Acenaftileno@ACENAFTIE
6.000 - - - Acenaftenc@ACENF@E

Totals 3 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) not found

*** Fnd of Report ***

HPLC 1100 13/05/08 19:20:12 . FUR Page 2 of 2



F-IPIR1-2

LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740

Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@Ilabsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

C

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-8 263319 20/05/08
DATOS GENERALES

CLIENTE: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA (PLANTEL IZTAPALAPA) (10283/1)

DIRECCION: |AV. SAN RAFAEL ATLIXCO - 186

VICENTINA

MEXICO , 09340

CONTACTO: |At'n: DRA. PATRICIA RAMIREZ ROMERO

INFORMACION DE MUESTREO

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: MOON PALACE (9)
FECHA ¥ HORA DE MUESTREDO: 14 de Febrero del 2008 13:30
MUESTREADO POR: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
MUESTREADOR: MA. DEL CARMEN GUZMAN M,
MATRIZ: Aguas Naturales
RESULTADOS DE ANALISIS DE CAMPO:
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO D LDM LPC | ANALIZADO
ANALITICO FECHA | AN

OBSERVACIONES DE MUESTREO:

ESTE INFORME DE PRUEBAS SUSTITUYE AL EMITIDO EL DIA 17 DE MARZO DEL 2007 CON No. DE FOLIO 250612,

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacion o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)

Pagina 1 de 4
Veersion 7,6



F-IPIR1-2

LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN:
101081

__ BOLIO:

~ FECHA DE EMISION:
263319 20/05/08 '

No. DE LABORATORIO:
101081-8

RECEPCION DE LA MUESTRA

FECHA Y HORA: 19 de Febrero del 2008 10:00
No. FRASCOS:; 2
PRESERVACION ADECUADA: | S

OBSERVACIONES DE RECEPCION DE LA MUESTRA:

RESULTADOS ANALITICOS

AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO | D LDM LPC | ANALIZADO
ANALITICO FECHA | AN

HIDROCARBUROS

POLIAROMATICOS
1,2 |ACENAFTENO (HPA-1) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 9.10E-6 | 0,000046 |13/03/08 | MEJ
1,2 |ACENAFTILENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 6.80E-6 | 0,000034 | 13/03/08 | MEJ
12 |ANTRACENO EPA 8310-1986 ma/L ND 1.0000 | 540E-6 | 0,000027 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO{A)ANTRACENO (HPA-3) EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 9.90E-6 | 0,000050 | 13/03/08 | MEJ
12 |BENZO(B)FLUORANTENO (HPA-4) | EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 9.30E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1.2 | BENZO(G,H.)PERILENO EPA 8310-1986 mgiL ND 1.0000 | 8.10E-6 | 0,000041 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(K)FLUORANTENO (HPA-5) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 5.10E-6 | 0,000025 | 13/03/08 | MEJ
12 |BENZO(A)PIRENO (HPA-2) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 | 8.40E-6 | 0,000042 |13/03/08 | MEJ
1,2 | CRISENO (HPA-6) EPA 8310-1986 mgiL ND 1.0000 | 9.50E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 | DIBENZO(A HJANTRACENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 7.50E-6 | 0,000037 |13/03/08 | MEJ
1,2 | FENANTRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 6.70E-6 | 0,000034 |13/03/08 | MEJ
1,2 |FLUORANTENO (HPA-T) EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 9.20E-6 | 0,000046 | 13/03/08 | MEJ
1 |FLUORENO EPA 8310-1986 mgiL ND 1.0000 | 1.04E-5 | 0,000052 |13/03/08 | MEJ
1.2 |INDENO(1,2,3,C-D)PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 6.20E-6 | 0,000031 |13/03/08 | MEJ
1,2 |NAFTALENO (HPA-8) EPA 8310-1986 mg/L VEROBS | 1.0000 | 570E-6 | 0.000029 |13/03/08 | MEJ
1,2 |PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 6.60E-6 | 0,000033 |13/03/08 | MEJ
EXTRACCION DE HPAS EPA 8310-1986 mg/l | REALIZADA NA NA NA  [11/0308 | MOM

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
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F-IPIR1-2

LABORATORIOS

- ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail; lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

C

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-8 263319 20/05/08
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO LDM LPC ANALIZADO
ANALITICO FECHA | AN

OBSERVACIONES ANALITICAS:

RESULTADOS ESTIMADOS EN mg/L: NAFTALENO 8,42E-68

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
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F-IPIR1-2

LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: . FOLIO: . FECHA DE EMISION:
101081 101081-8 . 283319 - 20/05/08
NOTAS
NE | Analisis No Efectuado AA | Prueba Acreditada o Aprobada (ver Tabla siguiente)
ND | Analito No Detectado AN | Clave del Analista que se realizo la prueba
D | Dilucién efectuada a la Muestra NA | No aplica

Para calcular la Cantidad Minima Detectable en la muestra analizada, se debe multiplicar el LDM por la dilucién efectuada (D)

Si el resultado es mayor que el Limite de Deteccién del Método (LDM) y menor que el Limite Practico de Cuantificacion (LPC) debe ser tomadg
como estimado

Los valores de las Incertidumbres Expandidas de cada uno de los parametros reportados en este informe se encuentran a su disposicion
previa solicitud a ABC

Este informe de Pruebas no podra ser reproducido parcialmente sin la autorizacion escrita y firmada por la Direccién General de ABC.
Este Informe de Pruebas solo afecta a la muestra sometida a prueba.

ACREDITACIONES Y APROBACIONES

No. DE ACREDITACION/ PRUE! ACREDITADAS PARA LA
AA e ol APROBACION ~ EVALUACION DE LA CONFORMIDAD DE:
Numero de acreditacién N° AG-096-029/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
” Numero de acreditacién A-027-001/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-14 con vencimiento 2011-09-14.
1 . Numero de acreditacion N° AL-0108-007/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-08-05.
e Niimero de acreditacién N* FF-0102-016/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-10-03 con vencimiento 2011-10-03.
SRS e Numero de acreditacion N° R-0091-009/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
o e, 5.t Acreditacion otorgada bajo la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 ISO/IEC 17025-2005. Requisitos generales para la competencia
de laboratorios de ensayo y calibracion.
NOM-001 SEMARNAT 1996, Lineamientos de
2 | Comision Nacional del Agua (CNA) CNA-GCA-543 Calidad del Agua de la LFDA, Criterios
Ecolégicos de Calidad del Agua del DOF
3 | Gobierno del Distrito Federal, Gobierno del Estado DF/MEX/QRO/REDLAOB0/ NOM-002 SEMARNAT 1996
de México y Gobierno del Estado de Querétaro AAR/AEA/2008 NOM-085 SEMARNAT 1994
NOM-052-SEMARNAT-2005
NOM-004-SEMARNAT-2002
) B . NOM-039, 040, 043 Y 053-SEMARNAT-1993
4 | Procuraduria Federal de Proteccién al Ambiente EN TRAMITE NOM-085-SEMARNAT-1994
(FREFERN DE RENOVACION NOM-097-SEMARNAT-1995
NOM-098-SEMARNAT-2002
NOM-133-SEMARNAT-2000
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003
; y o ) NOM-010-STPS-1999 (17 Procedimientos)
5 | Secretaria del Trabajo y Previsidn Sogial (STPS) LPSTPS-055/07 NOM-011-STPS-2001, NOM-015-STPS-2001
NOM-025-STPS-1999
EN TRAMITE NOM-201-SSA1-2002, NOM-009-SSA1-1993,
6 | Secretaria de Salud (SS) DE RENOVACION NOM-015-/1-SCFI/SSA-1994,
NOM-127-SSA1-1994, Mod. 2000
Proeh : s :
rueba no acredltadaro\apl?\bad?\ K)fa una institucién o dependencia

Certifico que los resultado | \A prue\n s reportadas, fueron realizados con los métodos y procedimientos asentados.

*

\Q. JUAN IGNACIO USTARA ERVANTES
DIRECTOR GENERAL
\)( Pagina 4 de 4
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CROMATOGRAMAS

HIDROCARBUROS POLIAROMATICOS
METODO EPA 8310-1986



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZOZ2~1\0308538\538PAH34.D Sample Name: 101081-8
Injection Date 13/03/08 05:33:18 Seq Line 34
Sample Name 101081-8 Location Vial 29
Acg. Operator MEJ Inj 1
Acg. Instrument HPLC 1100 Inj Volume 10 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\PAH67-AP.M
Last changed 12/03/08 17:56:06 by MEJ
Analysis Method C:\HPCHEM\1\METHODS\PAH67-AP.M
Last changed 13/05/08 18:14:44 . by FUR
(modified after loading)
ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLINUCLEARES S
FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT (MARZ02-1\0308538\538PAH34.D) ]|
W ® “—2 :
w =4
15 2 (2 ;
] E =$' |
12.5 = |
] = A ' .
] ® (§? = 5
10 g o = | |
E " é
75 g ,\,M._.—J\“ﬂ—ﬂ_h—«/‘—/\ﬁgm ‘ I
5] 2 I
~ |
< |
254 |
) !
04 OV S B e ey TAUCRE o S --ll
259 i
.5 ]
S e e R e S P e T R S Rl e s B (T T
o 25 5 7.5 10 - 125 15 175 20 min
VWD1 A, Wavelength=230 nm, TT (MARZO2~1\0308538\538PAH34.D)
mAU ] | |
15 | i
12.5
10+
7.5
5
2.5 ”
0] | ﬂ
| ] J
| =25 B | | i [ \
1 A\
. Ju o
i '\_ F_,J"M_—-x_,_/\_,/\_ d_ﬂ_/ ~— -
i ' d ¥ i I i y i 4 | ¥ 1 ¥ ¥ i
0 2 e 7.5 12.5 15 175 20 min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified Tuesday, 13 13e May 13e 2008 18:14:44
Multiplier 1.000e-3
Dilution 1.0000

De not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

HPLC 1100 13/05/08 19:21:00

FUR
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZO2~1\0308538\538PAH34.D

HPLC

Signal 1:

RetTime
[min]

Type

PBE

FLD1 A, Ex=220,

Em=325, TT

Area Amt/Area Amount

5.99957 1.40467e-3 8.42745e-6

9532.35449 8.7845%e-4 B.37378e-3

B.38221e-3

Results obtained with enhanced integrator!

Signal 2: VWDl A,

RetTime

Totals

Type

Wavelength=230 nm, TT
Area Amt /Area Bmount
mAY = [mg/L]
0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning

Calibrated compound(s)

not found

1100 13/05/08 19:21:00

wxd Erid of Report ks

FUR

Sample Name:

Naftaleno@NAFTALE@
Fluoreno@FLUORE®
Fenantreno@FENANE@
Antraceno@ANTRACE
Fluoranteno@FLUORANE
Pireno@PIRENO@

p-Terfenilo
Benzo(a)antracenol@BENZANTE
Criseno@CRISENO@®

Benzo(b) fluorantenc@BENZBFLE
Benzo (k) fluoranteno@BENZKFE
Benzo(a)plireno@BENZOPE
Dibenzo(a,h)antracenc@DIBAANTE
Benzo(g,h, i) perilenc@BENZPERGE
Indeno(l,2,3-cd)pirenc@IND123CD@

Acenaftileno@ACENAFTI@
Acenafteno@ACENFE®

Page 2
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F-IPIR1-2

LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICQ D.F. 01740

Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

C

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-9 263320 20/05/08

DATOS GENERALES

CLIENTE: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA (PLANTEL IZTAPALAPA) (10283/1)

DIRECCION: |AV. SAN RAFAEL ATLIXCO - 186

VICENTINA

MEXICO , 09340

CONTACTOQ: |At'n: DRA. PATRICIA RAMIREZ ROMERO

INFORMACION DE MUESTREO

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: | PUNTA TACHACTE (10)

FECHA ¥ HORA DE MUESTREO: 14 de Febrero del 2008 13:55

MUESTREADO POR: UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

MUESTREADOR: MA. DEL CARMEN GUZMAN M.

MATRIZ: Aguas Naturales
RESULTADOS DE ANALISIS DE CAMPO:

AA PARAMETRO METODO UNIDADES | REsULTADO | D LDM LPC | ANALIZADO

ANALITICO FECHA [ AN

OBSERVACIONES DE MUESTREO:

ESTE INFORME DE PRUEBAS SUSTITUYE AL EMITIDO EL DIA 17 DE MARZO DEL 2007 CON No. DE FOLIO 250613.

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
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F-IPIR1-2

LABORATORIOS - ABC
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-9 263320 20/05/08
RECEPCION DE LA MUESTRA
FECHA 'Y HORA: 19 de Febrero del 2008 10:00
No. FRASCOS: 2
PRESERVACION ADECUADA: | SI
OBSERVACIONES DE RECEPCION DE LA MUESTRA.
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO D LDM LPC | ANALIZADO
ANALITICO FECHA | AN
HIDROCARBUROS
POLIAROMATICOS
1,2 | ACENAFTENO (HPA-1) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 9.10E-6 | 0,000046 |13/03/08 MEJ
1.2 |ACENAFTILENO EPA B310-1986 ma/L ND 1.0000 | 6.80E-6 | 0,000034 |13/03/08 | MEJ
1,2 |ANTRACENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 540E-6 | 0,000027 | 13/03/08 MEJ
1,2 | BENZO(A)ANTRACENO (HPA-3) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 9.90E-6 | 0,000050 |13/03/08 MEJ
1,2 | BENZO(B)FLUORANTENO (HPA-4) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 9.30E-6 | 0,000047 |13/03/08 | MEJ
1,2 |BENZO(G H I)PERILENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 8.10E-6 | 0,000041 | 13/03/08 MEJ
1,2 |BENZO(KJFLUORANTENOC (HPA-5) EPA 8310-1986 mgIL ND 1.0000 5.10E-6 0,000025 | 13/03/08 MEJ
1,2 |BENZO(A)PIRENO (HPA-2) EPA B8310-1986 mg/L ND 1.0000 8.40E-6 | 0,000042 | 13/03/08 MEJ
1,2 |CRISENO (HPA-8) EPA 8310-1986 mag/L ND 1.0000 9.50E-6 | 0.000047 | 13/03/08 MEJ
1,2 | DIBENZO(A H)ANTRACENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 7.50E-6 | 0,000037 | 13/03/08 MEJ
1,2 |FENANTRENO EPA B310-1986 ma/L VER OBS 1.0000 | 6.70E-6 | 0,000034 |13/03/08 | MEJ
1,2 |FLUORANTENO (HPA-T) EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 9.20E-6 | 0,000046 | 13/03/08 MEJ
1 FLUORENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 1.04E-5 | 0,000052 |13/03/08 MEJ
1,2 |INDENO(1,2,3,C-D)PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 6.20E-6 | 0,000031 |13/03/08 MEJ
1,2 | NAFTALENO (HPA-8) EPA 8310-1986 mg/L VER OBS 1.0000 5.70E-6 | 0,000029 |13/03/08 MEJ
1,2 |PIRENO EPA 8310-1986 mg/L ND 1.0000 6.60E-6 | 0,000033 |13/03/08 MEJ
EXTRACCION DE HPAS EPA 8310-1986 mg/L REALIZADA NA NA NA 11/03/08 | MOM

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacion o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
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F-IPIR1-2

LABORATORIOS

- ABC C
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISION:
101081 101081-9 263320 20/05/08 '
RESULTADOS ANALITICOS
AA PARAMETRO METODO UNIDADES | RESULTADO LDM LPC | ANALIZADO _
ANALITICO ' FECHA | AN
OBSERVACIONES ANALITICAS:
RESULTADOS ESTIMADOS EN ma/L: NAFTALENO 6.73E-6 y FENANTRENO 2 49E-6

En la 1a Columna se indica la clave del organismo de acreditacién o dependencia que aprueba el método analitico utilizado (ver notas)
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LABORATORIOS * ABC C
QUIMICA INVESTIGACION Y ANALISIS S.A. de C.V.

JACARANDAS No. 19, COL. SAN CLEMENTE, DELEG. ALVARO OBREGON, MEXICO D.F. 01740
Tels. (55) 53-371160 CON 15 LINEAS Fax (55)56-358487 e-mail: lababc@labsabc.com.mx Pagina Web: www.labsabc.com.mx

INFORME DE PRUEBAS

No. DE ORDEN: No. DE LABORATORIO: FOLIO: FECHA DE EMISIQN:
101081 - 101081-9 263320 20/05/08 2
NOTAS
NE | Analisis No Efectuado AA | Prueba Acreditada o Aprobada (ver Tabla siguiente)
ND | Analito No Detectado AN | Clave del Analista que se realizo la prueba
D | Dilucién efectuada a la Muestra NA | No aplica

Para calcular la Cantidad Minima Detectable en la muestra analizada, se debe multiplicar el LDM por la dilucién efectuada (D)

Si el resultado es mayor que el Limite de Deteccién del Método (LDM) y menor que el Limite Practico de Cuantificacion (LPC) debe ser tomado
como estimado

Los valores de las Incertidumbres Expandidas de cada uno de los parametros reportados en este informe se encuentran a su disposicion
previa solicitud a ABC

Este informe de Pruebas no podra ser reproducido parcialmente sin la autorizacion escrita y firmada por la Direccién General de ABC.

Este Informe de Pruebas solo afecta a la muestra sometida a prueba.

ACREDITACIONES Y APROBACIONES

No. DE ACREDITACION/

PRUEBAS ACREDITADAS PARA LA

Secretaria del Trabajo y Prevision Sgcial (E\I'PS)

AA - DEPENDENCIAT INgIREDS APROBACION EVALUACION DE LA CONFORMIDAD DE:
Numero de acreditacion N° AG 096-029/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05,
# Numero de acreditacién A-027-001/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-14 con vencimiento 2011-09-14.
1 . Numero de acreditacion N° AL-0108-007/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
em Numero de acreditacion N° FF-0102-016/07. Vigencia de Acreditacion a partir de 2007-10-03 con vencimiento 2011-10-03.
P - Numero de acreditacién N° R-0091-009/07. Vigencia de Acreditacién a partir de 2007-09-05 con vencimiento 2011-09-05.
dea i, ac. Acreditacién otorgada bajo la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 ISO/IEC 17025-2005. Requisitos generales para la competencia
de laboratorios de ensayo y calibracion.
NOM-001 SEMARNAT 1996, Lineamientos de
2 | Comision Nacional del Agua (CNA) CNA-GCA-543 Calidad del Agua de la LFDA, Criterios
Ecolégicos de Calidad del Agua del DOF
3 | Gobierno del Distrito Federal, Gobierno del Estado DF/MEX/QRO/REDLADBD/ NOM-002 SEMARNAT 1996
de México y Gobierno del Estado de Querétaro AAR/AEA/2008 NOM-085 SEMARNAT 1994
NOM-052-SEMARNAT-2005
NOM-004-SEMARNAT-2002
) » ) NOM-039, 040, 043 Y 053-SEMARNAT-1993
4 | Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente EN TRAMITE NOM-085-SEMARNAT-1994
(PROFEPA) DE RENOVACION NOM-097-SEMARNAT-1995
NOM-098-SEMARNAT-2002
NOM-133-SEMARNAT-2000
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003
5 NOM-010-STPS-1999 (17 Procedimientos)

LPSTPS-055/07

NOM-011-STPS-2001, NOM-015-STPS-2001
NOM-025-STPS-1999

"‘6

Secretaria de Salud (SS)

o™\

EN TRAMITE
DE RENOVACION

NOM-201-SSA1-2002, NOM-009-SSA1-1993,
NOM-015-/1-SCFI/SSA-1994,
NOM-127-SSA1-1994, Mod. 2000

Prueba no acreditada o a

b dés@\r%]gun\in?mucién o dependencia

). JUAN IGNACIO USTARAN C
DIRECTOR GENERAL

Certifico que los resultadas de
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CROMATOGRAMAS

HIDROCARBUROS POLIAROMATICOS
METODO EPA 8310-1986



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZO2~1\0308538\538PAH35.D Sample Name: 101081-9

Injection Date : 13/03/08 06:01:03 . Seg. Line : 35
Sample Name : 101081-9 Location : Vial 30
Acg. Operator : MEJ I & 1
Acqg. Instrument : HPLC 1100 Inj Volume : 10 ul
Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\PAHG7-AP.M

Last changed  : 12/03/08 17:56:06 . by MEJ

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\PAHG6T7-AP.M

Last changed : 13/05/08 18:14:44 . by FUR

(modified after loading)
ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLINUCLEARES

FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT (MARZ02~-1\0308538\538PAH35.D)
BN @ 2|
4 (11 c
15 2 <
. n ) [ |
12,5 £ g 12 |
10 - g & 0 g |
] o2 e ® |
7.5 ol £ I |
] - w | |
R T Y SR L £ | |
_ - c |
. N & & H
25- ? g
57 2 4 ‘ \
1 o N [ —
0 e e TR T AT T e e
25
-5
g 1 w1 1 1 | 1 T 1 1 | 1 L} 1 1 | T T T T | T T T T |_ T T T T | 1 |_|_|ﬁ__T__l_ T '[ T T T 1
e 7.5 g .. 428 15 = 175 20 min
D1 A, Wavelength=230 nm, TT (MARZ0O2~110308538\538PAH35.D) |
mAU ;
16 i
12.5
10
7.5
: i
f 55
25
04 ﬂ ﬁ
25~ | H| |
J LI‘ J | \ m_
-9 _J\_ r oL S~ e i e
T 1 I 1 1 Ll 1 T | T T | T T T 1 _r_l—l_ T T T 1 T |—|—r T T T I T 1 1
, 0 25 5 7.5 10 12.5 15 175 20 min
External Standard Report
Sorted By i Signal
Calib. Data Modified Tuesday, 13 13e May 13e 2008 18:14:44
Multiplier : 1.000e-3
Dilution : 1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

HPLC 1100 13/05/08 19:21:51 . FUR Page 1 of 2



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MARZO2~1\0308538\538PAH35.D

Sample Name: 101081-9

Signal 1: FLD1 A, Ex=220, Em=325, TT
RetTime Type Area Bmt /Area Amount Grp Name
[min] LU *x [mg/L]
——————— R B e e e R e N e N e e e e
4.773 MM 4.79375 1.40467e-3 6.73365e-6 Naftaleno@NAFTALER
6.150 = - - Fluoreno@FLUCRER
6.780 MP 1.59832 1.5601%e-3 2.49368e-6 Fenantreno@FENANE
7.400 = = e Antraceno@ANTRACE
8.400 - - - Fluoranteno@FLUORANE
9.050 - - - Pirenc@PIRENOE
11.165 PB 1.00965e4 8.78459%=-4 8.86940e-3 p-Terfenilo
11.600 - - - Benzo(a)antraceno@BENZANT@
3 E T A - - - Crisenc@CRISENO@
14.450 - - - Benzo (b) fluorantenc@BENZBFLE
15.300 - - - Benzo (k) fluoranteno@BENZKFE
16.300 - - = Benzo(a)pireno@BENZOPE
18.400 - - - Dibenzo(a,h)antraceno@DIBAANTE
19.300 - - - Benzo(g,h,i)perilenoc@BENZPERE
156.500 - - - Indeno (1,2, 3-cd)pirenc@IND123CDE
Totals 8.87863e-3
Results obtained with enhanced integrator!
Signal 2: VWDl A, Wavelength=230 nm, TT
RetTime Type Area Emt /Area Amount Grp Name
[min] mAY *g [mg/L]
s | e | [ e | == e
5.200 = - = Acenaftileno@ACENAFTIE@
6.000 = = - AcenaftenofACENF@
Totals 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning Calibrated compound(s) not found

*+* Fnd of Report

* k&

HELC 1100 13/05/08 19:22:51 FUR
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Photoinduced toxicity of the polycyclic aromatic
hydrocarbon, fluoranthene, on the coral, Porites divaricata

MARIA DEL CARMEN GUZMAN MARTINEZ!, PATRICIA RAMIREZ ROMERO!
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The synergistic effect of ultraviolet radiation (UVR) and a polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) was tested on the coral Porites
divaricata. Small branches were incubated in different concentrations of fluoranthene followed by exposure to ecologically relevant
levels of natural solar radiation, with and without UVR. Exposure to the highest concentration of fluoranthene (60 g L") resulted
in decreased photochemical efficiency of corals exposed concomitantly to UVR but not in corals exposed to 60 g L~! fluoranthene
without UVR. After 6 days, most coral samples that were exposed to fluoranthene and UVR bleached or died (78%) on the upper side
of the branches. At 60 ug L~! fluoranthene with UVR, 11 out of 12 samples died and the remaining sample bleached, much greater
than the number of samples that bleached in manipulation or solvent controls. On the under side of the same samples, where the coral
polyps are naturally protected from UVR, 11 out of 12 samples remained healthy and intact. The high UVR doses that shallow water
dwelling corals receive combined with the results of this study show that photoinduced toxicity of PAHs is a stress factor that needs
to be studied in more detail in coral reef ecosystems.

Keywords: Phototoxicity, PAH, Photochemical efficiency, UVR, Ultraviolet radiation, Coral reefs, Corals, Chlorophyll fluorescence,

Coral bleaching, Symbiotic dinoflagellates

Introduction

The photochemical conversion of polycyclic aromatic hy-
drocarbons (PAHs) in the presence of ultraviolet radiation
(UVR, 280 to 400 nm) enhances the toxicity of PAHs, such
that the same effects are produced by concentrations on
the order of parts per million (ppm) as the combination of
UVR with concentrations of PAHs on the order of parts
per billion (ppb).I"? The enhanced toxicity may be a result
of the increased solubility in water of the converted PAH
thereby increasing its bioavailability!®! or due to the for-
mation of triplet states and the subsequent transfer of the
energy to molecular oxygen with the formation of the very
reactive and toxic singlet oxygen molecules, hydroxyl rad-
icals and peroxides!*~"! that lead to membrane damage.!®!
A multitude of studies on freshwater organisms have
demonstrated effects that are dependent of the PAH con-
centration used and on the spectral quality and UVR

Address correspondence to Anastazia T. Banaszak, Unidad
Académica Puerto Morelos, ICMyL-UNAM, Apartado
Postal 1152, Cancln, Quintana Roo, 77500, Mexico. E-mail:
banaszak@mar.icmyl.unam.mx

doses received in many species of juvenile fish,[-°~13 frog
larvae,['Y tadpoles,'>] mosquito larvae [Ucrustaceans,!'®
annelids,!' and algae,['¥ such that it is now widely accepted
that phototoxicity should be taken into account when as-
sessing the potential risk of PAHs in freshwater environ-
ments. This has not been the case for marine environments
because few studies exist that show a linkage between PAH
exposure and UVR-enhanced effects on marine organisms.
The effect of PAHs in marine systems has been largely ig-
nored except for early studies on cultured Artemia salina,*”’
and the only studies in which phototoxic effects in marine
systems have been conducted are on various species of crab
larvae®”! and of organisms, including some species of coral,
associated with coral reef flats in Hawai‘i.>!2%!
Environmentally relevant ultraviolet radiation (UVR,
280 to 400 nm) is an important abiotic stressor that has
affected the structure and distribution of coral reef com-
munities over evolutionary time scales.”*~2°’l Many coral
species live in the shallow waters of tropical reefs and are
potentially exposed to high UVR doses and dose rates
due to the low solar zenith angles, the natural thinness of
the ozone layer over tropical latitudes, as well as the high
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transparency of the water column.’®2”l UVR can pene-
trate to 25 m in coral reef environments!>>?®! although this
value can change dramatically depending on the composi-
tion of the water column.?®27 This means that much of the
coral reef environment, including the Caribbean region, al-
ready affected by bleaching events (the loss of the symbiotic
algae or their photosynthetic pigments)**~3! and disease
outbreaks,3>34 is exposed to solar UV dose rates known
to be responsible for PAH photoinduced toxicity.

The tourism industry in the wider Caribbean has accel-
erated over the last 50 years and since the 1960s has become
the leading economic sector in many parts of the Caribbean
with most tourism related to diving, fishing and boating.1**!
The extended fringing reefs (sensu Jordan-Dahlgren and
Rodriguez-Martinez3?), characteristic of the northern sec-
tor of the Mesoamerican Barrier Reef System, are increas-
ingly exposed to petroleum-based and raw sewage as well as
over-exploitation and increased recreational activities due
to their proximity to the coast. The coral reef system off
Puerto Morelos has a shallow lagoon system (3 to 4 m
depth), which means that it is under the direct influence
of UVR and, as a result of the increase in boating and
personal watercraft activities, it is also potentially exposed
to PAHs. No studies to date have been published on the
effect of PAHs in Caribbean corals. In Hawai’ian corals,
the effect of the PAH, pyrene, was species dependent, rang-
ing from 100% mortality at concentrations of 48 ug L~!
on larvae of the oval mushroom coral Fungia scutaria to
no visible effects on the finger coral Porites compressa.l*!]
Bleaching was observed in the rice coral Montipora verru-
cosa (=capitata) at all concentrations of pyrene, whereas
in the lace coral Pocillopora damicornis, bleaching was only
observed at the highest concentration used (48 ug L=!). The
species-dependent responses were postulated to be a result
of differing abilities to metabolize PAHs or could possibly
be due to varying concentrations of MAAs that attenuate
UVR in Hawai’ian coral species.[*”!

The objective of this study is to present findings on the
effect of the PAH, fluoranthene, in the presence of natural
solar radiation on the common, shallow-water dwelling,
thin finger coral Porites divaricata Le Sueur 1821 in the
Mexican Caribbean.

Materials and methods

Collection and maintenance of samples

Samples of Porites divaricata were collected from a shallow
lagoon (approximately 1 m depth) at “El Islote” reef adja-
cent to Petem Pich, Quintana Roo on the northeast coast
of the Yucatan Peninsula, Mexico (20°56'N, 86°50'W). The
samples were transported in sea water, covered to prevent
over-exposure to solar radiation and to maintain the tem-
perature relatively constant at 28°C and brought to the
laboratory within 30 minutes of collection. On arrival, the
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samples were kept in a covered aquarium fitted with flow-
ing seawater and processed within 36 hours. P. divaricata
is a shallow-dwelling, branching species with, under some
conditions, live tissue limited to the growing tip, which al-
lows for many small pieces (2 to 3 cm long) to be trimmed
without damaging the live tissue.

Experimental procedure

To determine the effect of fluoranthene on the coral P. divar-
icata in the presence of UVR, 120 branches (1-2 cm long)
were anchored individually into Plasticine on glass slides
(4 per slide), which facilitated the movement of branches,
without undue stress. The branches were divided into 10,
3-L glass aquaria. Fluoranthene (HPLC Grade, Sigma,
USA), dissolved in acetone in 2 L of 0.45 um Millipore fil-
tered sea water (FSW), was added to six of the aquaria, with
two aquaria each receiving 15, 30 or 60 g L~'nominal con-
centrations of fluoranthene. Two other aquaria were used
as solvent controls with acetone in FSW added at an equiv-
alent volume to that used to dissolve the fluoranthene. The
last two aquaria were used as manipulation controls in FSW
without the addition of PAH or acetone. The coral samples
were maintained in the glass aquaria to allow for the up-
take of fluoranthene over a 4.5 h period (07:00 to 11:30
am). At the end of the incubation period the fluoranthene
enriched sea water was removed and replaced with fresh
filtered sea water and the glass slides were placed in their
appropriate groups in an outdoor seawater table within a
fiber glass tank (0.7 x 2.0 x 0.6 m) equipped with flowing
seawater to maintain the tanks at ambient seawater temper-
ature, between 28°C at night and 31°C during the day. One
group of each of the five different treatments was covered
with a sheet of 6 mm thick Plexiglas G UVT acrylic (50%
half width maximum at 282 nm), which transmitted UVR
and photosynthetically active radiation (PAR, 400 to 700
nm). The UVT acrylic transmitted 92% of the ambient so-
lar radiation (Fig. 1). The other 5 groups were covered by a
4 mm thick Plexiglas G UF-3 acrylic sheet (50% half width
maximum at 390 nm), which transmits 91% of the PAR and
a small fraction of UVR (>380 nm, Fig. 1).

Fluorescence measurements were taken to serve as in-
dicators of the physiological status of the photosynthetic
endosymbionts. In situ chlorophyll fluorescence measure-
ments were recorded at solar noon and after sunset using
a pulse amplitude modulated fluorometer (Diving-PAM,
Walz, Germany) with the following parameters chosen af-
ter optimization for this species of coral: measuring inten-
sity = 8, saturation width = 0.8, damping = 2, gain = 9.
Measurements of day-time and night-time photochemical
efficiencies (AF/Fm’ and Fv/Fm, respectively) were taken
over a 6 day period. After six days, the experiment was ter-
minated and the corals were observed for signs of bleaching
(live coral polyps without algae) or mortality (as evidenced
by tissue sloughing or lack of polyps). Using the mortal-
ities registered for the upper and the lower sides of the
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Fig. 1. Spectra of solar radiation in the water column as received
by the coral samples covered with a sheet of either 6 mm thick
UVT-transmitting acrylic (Plexiglas G UVT acrylic) or a 4 mm
thick Plexiglas G UF-3 acrylic sheet. The UVT acrylic transmit-
ted 92% of the ambient solar radiation whereas the UF-3 acrylic
transmitted 91%.

colony branches (Table 1), medium lethal concentrations
(LCsp) were calculated with the Multi-Method LC50 Pro-
gram and the PROBIT method. Statistical analyses were
conducted using JMP statistical discovery software (SAS
Institute) and Statistica 6.0 (Statsoft).

Solar radiation measurements

Surface PAR measurements were made using the cosine-
corrected PAR sensor attached to the Diving-PAM and
calibrated with a LICOR cosine-corrected sensor. The
Diving-PAM sensor was also used to make measurements
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underwater to determine the PAR values reaching the
corals. UVR and PAR measurements (280 to 700 nm) were
made with an Ocean Optics 2000 spectrometer both at the
surface using a 2 m fiber optic cable and underwater using
a 30 m submersible fiber optic cable.

Results and discussion

The results of this study show that the shallow water coral,
Porites divaricata suffers from diminished photochemical
efficiency leading to bleaching and mortality within 3 to 6
days when exposed to the PAH, fluoranthene, in the pres-
ence of ecologically relevant levels of UVR. Fluoranthene
toxicity has been shown to be a function of PAH dose
and light intensity, with UVR enhancing significantly the
toxic effect in the oligochaete Lumbriculus variegatus,') the
crustaceans Hyalella azteca and Daphnia magna,*® crab
larvae,?% larvae and juveniles of the bivalve Mulinia later-
alis and of the mysid shrimp Mysidopsis bahia,’”! and larvae
of the frog Rana pipiens'¥ as well as phytoplankton assem-
blages from Lake Erie.’]

The time allowed for the accumulation of fluoranthene,
in this experiment, was relatively short (4.5 h) compared
to some other studies, where aquatic organisms may be
allowed to accumulate PAHs for up to 96 h.3¥1 Despite the
short bioaccumulation period, fluoranthene at the highest
concentration of 60 ug L™! and in the presence of UVR
had a lethal effect on the upper sides of 11 of the 12 samples
of the coral P. divaricata with the remaining sample having
bleached, an event that preceded mortality in the other
11 samples (P < 0.00001). The data in Table 1 register
the bleaching and mortality patterns as analyzed on the
6th day (at the termination of the experiment), however,
bleaching was noted within 72 hours of the initiation of

Table 1. The number of samples, exposed to different nominal concentrations of fluoranthene for 4.5 h and subsequently to ambient
solar radiation with or without UVR for six days, of the thin finger coral Porites divaricata that were normal in coloration and
appearance (normal), with coral polyps extended and no visual evidence of symbionts (bleached) or with no evidence of polyp
extension and evidence of tissue sloughing (dead)

Upper side of sample Under side of sample

Treatment Normal Bleached Dead Normal Bleached Dead
Without UVR

Manipulation control 6 5 1 12

Solvent control 11 1 12

15 ug L~! fluoranthene 7 2 3 12

30 ug L~! fluoranthene 12 12

60 g L~! fluoranthene 11 1 12
With UVR

Manipulation control 9 3 12

Solvent control 8 2 2 12

15 ug L' fluoranthene 4 6 2 12

30 ug L~! fluoranthene 4 4 4 11 1

60 g L~! fluoranthene 1 11 11 1
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the experiment in the UVR and fluoranthene treatment.
The LCsq value for the upper side of the colony branch in
the presence of fluoranthene and UVR was calculated to
be 31.4 g L=! (95% confidence intervals range from 22.4
to 44.9) As a comparison, LCs values calculated for other
coral reef dwelling organisms from Puerto Morelos using
fluoranthene and ambient summertime solar radiation are
16 ug L~! for larvae of the queen conch Strombus gigas
(0.5 h exposure), 23.7 ug L~'for the copepod Arcatia
esspinata (0.5 h exposure), 67.5 ug L~! for the brine shrimp
Artemia franciscana (0.5 h exposure) and 60 g L~! for the
Sargassum shrimp Leander tenuicornis and for the grapsid
crab Pachygrapsus gracilis (both with 1-hour exposures)
(Guzman-Martinez and Ramirez-Romero, unpublished
data). The only published LCs value for fluoranthene and
ambient solar radiation is 25.1 ug L™! for larvae of the
blue crab Callinectes sapidus using a 4 hour exposure.!*"]
In contrast to the upper sides, the LCs, value for the un-
der sides of the same P. divaricata branches was calculated
to be 435.1 ug L' (95% confidence intervals range from
74.2 to infinity). The under sides of the branches do not re-
ceive direct solar radiation and are shaded and, even though
the branches were exposed to the same concentrations
of fluoranthene, the LCsy value was orders of magnitude
higher than that for the upper sides of the same branches.
In almost all of the treatments there were a few repli-
cates that bleached or died most likely due to problems with
manipulation or due to differences in the doses of UVR
and PAR received, even though the light field was main-
tained as uniform as possible throughout the experiment.
For example, in the UVR solvent control treatment (no flu-
oranthene added), one colony was bleached by day 3 and
2 colonies were more pale than normal. In the UVR ma-
nipulation control treatment 1 sample died and 5 bleached.
Some bleaching (6 out of 60 samples) and death (1 out of 60
samples) also occurred in the presence of fluoranthene with-
out UVR treatment in the manipulation and solvent con-
trols as well as in the 15 ug L™! fluoranthene treatment with
2 colonies bleached and 3 dead. One also has to consider
that some UVA wavelengths were not removed because the
UV opaque acrylic does not cutoff at 400 nm but rather at
approximately 380 nm (Fig. 1). Fluoranthene does not ab-
sorb at these wavelengths™ so these should not have caused
a PAH-induced phototoxic effect but the presence of these
wavelengths could induce the production of reactive oxygen
species that account for some of the bleaching and deaths.
Bleaching can result from the expulsion of symbiotic al-
gae from the host, loss of algal photosynthetic pigments, or
by direct damage to host tissue.l?*—31-40-43 However bleach-
ing occurs, it results in the loss of the normal pigmentation
of coral tissue and generally, the white calcium carbonate
skeleton of the coral is visible through the transparent
host tissue. The morphology of the coral skeleton plays
an important role in the amplification of the internal light
field of the coral and effectively increases the number of
photons delivered to the resident symbiont population. 4
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In the absence of the symbionts when the colony bleaches,
the porous nature of the Porites divaricata skeleton allows
photons to reach the symbiont population on the underside
of the coral branches. On the lower sides of the branches,
all of the samples appeared normal both in coloration
(Table 1) and polyp extension, with the exception of 2
samples that died in the presence of fluoranthene and
UVR.

There are also inherent differences in the shading
patterns of the coral branches. Shade has been shown to
be an important refuge for reef-dwelling motile animals
such as fish and larvae®!! and in this study shade is also
a very important refuge for corals. The upper and under
sides of the branches received significantly different doses
throughout the day such that the underside of the branch
can act as a shade refuge for the symbionts under high levels
of excitation pressure on photosystem II due to high light
conditions. There were very obvious differences in the night-
time photochemical efficiency of coral branches taken
directly from the field exposed directly to solar radiation
(upper side) versus those that were in shade (under side).
Values for the upper side and the lower side of the colonies
differed by 16%, being 0.541 + 0.057 (Average £+ SD, n =
43) for the upper side of the branches and 0.644 + 0.030
(Average + SD, n = 43) for the underside of the branches.

The reduction in the photochemical efficiency on the
upper sides of the colony could be an indication of
photoacclimation rather than photoinhibition. This has
also been noted between colonies of M. alcicornis naturally
growing in high light versus low light conditions?*!! where
the nighttime photochemical efficiency was reduced in the
high light colony in comparison to the low light colony
by 37%. Maximizing the photochemical efficiency by the
high light colony, or in this case, by the upper side of
the P. divaricata branches, implies an additional cost of
recovery, which is unnecessary under high light exposure
and indicates photoacclimation to high light exposure in
P, divaricata colonies.

In addition, on the upper side, the morphological irregu-
larities in the structure of the branch resulted in variable
exposure along the branch with some patches receiving
less light than others. These slight differences in shading
result in refuges for the symbiotic algae as noted by the
variable photochemical efficiencies in shaded versus non-
shaded parts of the same side of branches with uneven mor-
phology (data not shown).

In vivo chlorophyll a fluorescence, as measured by the
quantum yield of charge separation of electrons at pho-
tosystem II (also known as photochemical efficiency), was
found to be a good bioindicator of the effect of fluoranthene
on the physiological status of the dinoflagellate endosym-
bionts of corals. Despite the high variability as indicated by
large standard deviations (not shown), there were signifi-
cant differences between the fluoranthene samples that were
subsequently exposed to UVR and PAR in comparison to
those that were exposed to PAR without UVR. Figure 2A



Downloaded By: [Banaszak, Anastazia T.] At: 20:59 14 August 2007

Phototoxicity in corals

A

160
140 1
120
100
80 1
60 -
40 -
20 1

0

% Change between
UVR and no UVR treated samples

160
140 1
120 1
100 1
80 1
60 1
40

% Change between
UVR and no UVR treated samples

3 4 5 6 7

Time (days)

Fig. 2. Percent change in photochemical efficiencies for UVR and
PAR treated samples relative to PAR only (no UVR) treated sam-
ples at solar noon (A) and after sunset (B) for the scleractinian
coral, Porites divaricata. The samples were exposed to differ-
ent nominal concentrations of fluoranthene for 4.5 h and sub-
sequently to ambient UVR and PAR or to PAR only over a six
day period. Symbols are ® = manipulation control, o = solvent
(acetone) control, V = 15 pugL~! fluoranthene, A = 30 ugL~!
fluoranthene and m 60 1g L~" fluoranthene. The high photochem-
ical efficiencies for the night time values for the samples exposed
to 60 ug L~! fluoranthene are probably an artifact and the more
likely values are indicated by a dashed line.

and B shows the percent change in photochemical
efficiencies of the coral samples exposed to UVR and PAR
relative to samples that were exposed in the absence of PAR.

Exposure to the highest concentration of fluoranthene
(60 g L") resulted in a significant decrease in photochem-
ical efficiency within 24 hours (P < 0.0001) for the values
determined at solar noon (Fig. 2A) and in the evening
(Fig. 2B) and these same samples showed signs of bleaching
and tissue sloughing on the upper sides of the branches
within 3 days. On the third evening, the photochemical effi-
ciencies of these samples began to increase although during
the day the yields were extremely low (Fig. 2A). These
high nighttime readings are believed to be an artifact. The
skeleton of Porites is porous (hence the name). It is very
likely that the actinic pulse generated by the fluorometer
that is used to measure the maximal fluorescence, one of
the parameters with which the photochemical efficiency is
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calculated, reaches the underside of the coral branch and
the high efficiencies are due to the signal from the algae
underneath the branch as the topsides of these samples con-
tained no visually detectable algae, or even coral polyps as
indicated by the lack of polyp extension and by the presence
of tissue sloughing. The symbiotic algae could also have
died, or perhaps, were expelled due to the tissue sloughing.
Another possibility is that the algae migrated to the under
side of the colony to protect themselves from the high light
conditions.

In the manipulation control exposed to UVR, the
noon-time photochemical efficiency values (AF/Fm’)
decreased initially and then increased to normal levels by
the 4th day similar to those obtained prior to exposure to
fluoranthene indicating that there was no lasting physio-
logical effect, at least on endosymbiont photochemistry.
There were significantly lower readings for these samples
when exposed to UVR and PAR versus PAR only during
the first day (P = 0.044) and night (P = 0.006). Our data
also indicate that UVR does not have long-term damaging
effects on the coral P. divaricata because there were no
significant differences between the samples during the day
or at night after the first day indicating that the samples had
recovered by the evening after exposure to UVR without
fluoranthene. In the UVR control, three colonies had lower
photochemical efficiencies, which increased the variability
of the quantum yields in the control treatment and were
the same 3 colonies that showed signs of bleaching at the
end of the experiment (Table 1).

In the solvent control exposed to UVR, 1 colony was
shaded by a wall of the glass aquarium during the fluoran-
thene incubation period and this colony had consistently
higher readings throughout the 6-day experiment that also
affected the standard deviations. Subsequent experiments
have been designed to time the PAH accumulation period
during non-daylight hours to reduce the problems associ-
ated with the shading by the walls of the aquaria. There were
significant differences between the solvent control samples
exposed to UVR and PAR versus no UVR on the first night
(P =0.0019) and second day (P = 0.0469) and again on day
4 (P = 0.0397), night 4 (P = 0.0248), day 5 (P = 0.0013)
and again on night 6 (P = 0.0161). Of the solvent control
samples exposed to UVR and PAR, after 6 days, 2 bleached
and 2 died whereas in the samples exposed to PAR only 1
bleached and none died suggesting that UVR alone had a
significant effect on the samples but that most, but not all,
were able to recover. The same is true for the samples treated
with 15 g L~! and 30 ug L~! fluoranthene when exposed
to UVR and PAR versus PAR only. There were intermittent
times when there were significant differences found (night
1 and day 3 for the lower concentration and days 1, 3 and
5 for the higher concentration) but in all cases most of the
samples appeared to recover photochemical efficiency. By
the end of the experiment there were more samples that
had bleached or died in the UV treated versus the non-UV
treated samples exposed to fluoranthene (Table 1).
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Particularly at night the values of photochemical
efficiency were very variable in the 60 and 30 pug L~!
treatments with UVR suggesting that the symbiotic algae
had variable recovery rates during the night from the UVR
stress incurred during the daylight hours. In subsequent
experiments this problem has been reduced by taking the
night-time measurements prior to sunrise rather than at
sunset. The opportunity to recover during the evening
lessens the variability in these measurements (Banaszak
and Guzman-Martinez, unpublished data).

Photochemical efficiency has been used previously as a
potential bioindicator of PAH stress in aquatic plantsi*>—47]
and in natural samples of phytoplankton from Lake
Erie.’7# The natural freshwater phytoplankton assem-
blages that were exposed to anthracene under natural solar
radiation conditions exhibited concentration-dependent
decreases in photosystem II (PSII) photochemical
efficiency®®! but only at concentrations (mg L~!) that
are orders of magnitude greater than those occurring
in surface waters.*’! Similar results have been found for
the effects of anthracene on Lemna gibba™®! and for the
effects of creosote on the aquatic plants Myriophyllum
spicatum and Lemna gibbal*®*"! and of various PAHs on
phytoplankton.’”l PAHs have been shown to accumulate
preferentially in the thylakoids of the aquatic plant Lemna
gibba thus chloroplast membranes appear to be the most
at risk from PAH damage.’% At these concentrations, the
photochemical conversion of anthracene possibly inhibits
electron transport at or near photosystem I (PSI) followed
by inhibition of PSII.[*3]

Photochemical efficiency has also been used successfully
to test a variety of stressors on symbiotic corals including
thermal stress,[*!=#1 UVl and PAR.P"52 While the
mechanisms causing bleaching have not been completely
elucidated, there are a number of hypotheses as to how
bleaching is initiated. Studies of symbiotic dinoflagellates
in culturel®®33 and in hospite*!) have suggested that dam-
age to PSII may lead to bleaching as a result of exposure
to elevated temperatures or high levels of solar radiation.
Damage has been shown to specifically occur at the D1 pro-
tein of PSII*1#2 and to the primary carboxylating enzyme,
RUBISCO.® Measurements of quantum yield of charge
separation at PSII are therefore useful for the detection of
changes in the physiological status of the symbiotic algae of
corals. Our data indicate that photoinduced PAH toxicity
affects the efficiency of photosystem II electron transport in
the symbiotic algae of the coral P. divaricata, which in turn
leads to bleaching and in high concentrations, fluoranthene
in concert with UVR has lethal effects on corals.

Conclusion
Worldwide coral reef ecosystems are suffering from degra-

dation due to coral bleaching.**-3 Although most coral
bleaching events have been related to sea water temperature
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increases, some events cannot be directly related to thermal
stress but to higher UVR and PAR doses!>>3" a situation
that could exacerbate the phototoxic effect of PAHs. UVR
has been a forcing function over evolutionary time and
corals have adapted to the high levels of UVR in the
tropics with photoprotectants such as mycosporine-like
amino acids?®>** and the host-derived green fluorescent
proteins,’>% however, PAH input to aquatic environments
is a relatively new stressor. The data presented here show
that shallow water corals, such as Porites divaricata are
likely to be affected by the presence of PAHs as corals in
their natural UVR environment exposed to PAHs, bleach
or die within 3 to 6 days. PAH contamination therefore
needs to be considered as a risk factor in the susceptibility
of corals to bleaching. In this experiment, the time allowed
for the accumulation of the PAH was relatively short
and fluoranthene is not as potent as other PAHs such as
anthracene and pyrene.’¥! The high UVR doses that coral
reefs receive combined with the results of this study show
that photoinduced toxicity of marine pollutants such as
PAHs is a factor that needs to be studied in more detail in
coral reef ecosystems such as those found in the Mexican
Caribbean because the accelerated economic development
of the area signifies that higher quantities of PAHs can
enter this UVR-rich marine environment.
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