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EL cientifico que queria "arreglar” el mundo

Un cientifico, que vivia preocupado con los problemas del mundo, estaba
resuelto a encontrar los medios para aminorarlos. Pasaba dias en su laboratorio en
busca de respuestas para sus dudas. Cierto dia, su hijo de 7 afios invadio su santuario
decidido a ayudarlo a trabajar. El cientifico, nervioso por la interrupcién, le pidio al
nifio que fuese a jugar a otro lado. Viendo que era imposible sacarlo, el padre pensé en
algo que pudiese darle con el objetivo de distraer su atencion. De repente se encontrd
con una revista, en donde habia un mapa con el mundo, justo lo que precisaba. Con
unas tijeras recortd el mapa en varios pedazos y junto con un rollo de cinta se lo

entregd a su hijo diciendo:

- "Como te gustan los rompecabezas, te voy a dar el mundo todo roto para que lo
repares sin ayuda de nadie". Entonces calculd que al pequefio le [levaria 10 dias
componer el mapa, pero no fue asi. Pasadas algunas horas, escuchd la voz del nifio que
lo llamaba calmadamente. - "Papd, papd, ya hice todo, consegui terminarlo" Al
principio el padre no creyo en el nifio. Pensé que seria imposible que a su edad haya
conseguido recomponer un mapa que jamds habia visto antes. Desconfiado, el
cientifico levantd la vista de sus anotaciones con la certeza de que veria el trabajo
digno de un nifio. Para su sotpresa, el mapa estaba completo. Todos los pedazos
habian sido colocados en sus debidos lugares. ;Como era posible? ;Como el nifio habia
sido capaz de hacerlo? De esta manera el padre prequntd con asombro a su hijo:

- "Hijito, tu no sabias como era el mundo, ;como lo lograste?

- Papa, respondié el nifio, yo no sabia como era el mundo, pero cuando sacaste el mapa

de la revista para recortarlo vi que del otro lado estaba la figura de un hombre.
Asi que di vuelta los recortes y comencé a recomponer al hombre, que si sabia como era.

Cuando consequi arreglar al hombre, di vuelta la hoja y vi que habia arreglado al

mundo.

Gabriel Garcia Mdrquez
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RESUMEN

Los compuestos organicos persistentes (COPs) como los pesticidas
organoclorados, bifenilos policlorados (PCBs) y los hidrocarburos policiclicos
aromaticos (PAHSs) son sustancias de caracteristicas hidrofobicas, es decir, poco
solubles en medios acuosos.  Ademas, presentan gran resistencia quimica y
bioldgica y, cuando son liberados al medio ambiente, tienden a ingresar a la
cadena trofica y, en consecuencia, se magnifican y acumulan en diversos
ecosistemas. Los materiales de caracteristicas lipidicas son fuentes de
acumulacién de estos compuestos organicos. Diversos estudios de estas sustancias
en alimentos y seres humanos comprueban su acumulacion y muy lenta
eliminacién. Muchas de estas sustancias demostraron ser carcindgenas Yy

neurotoxicas.

Con la finalidad de demostrar la dindmica de circulacién y acumulacion de
algunos de estos compuestos, como los hidrocarburos policiclicos aromaéticos, se
realizaron estudios en este trabajo en muestras de aguas y suelos. De acuerdo a las
propiedades que presentan estos compuestos, se acumulan en zonas remotas frias,
como la Cordillera Central de los Andes Peruanos, por ejemplo en Ticlio. En este
lugar se pudo comprobar que la presencia de algunos PAHs en aguas disminuye
conforme aumenta el caracter hidrofébico, y aumenta en suelos, debido a sus
caracteristicas quimicas, esto también relacionado con la altitud, comprobando asi

la teoria del transporte translatitudinal o efecto de condensacion fria.

Este trabajo también implementé una metodologia para el estudio de los
hidrocarburos policiclicos aromaticos en muestras de aguas y suelos, basada en la
extraccion con solventes por separacion cromatografica (HPLC con arreglo de
diodos), utilizando estdndares certificados para la evaluacion de algunos
parametros de calidad analitica y la calibracion.
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ABREVIATURAS
a Pendiente de la curva de calibracion
ATSDR Agency for Toxic Substances and Disease Registry
b’ Ordenada en el origen de la curva de calibracion
%CV Coeficiente de variacion
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PCBs Bifenilos policlorados
PCA Analisis de componentes principales
PMio Material particulado menor a 10 um
PUF Espuma de poliuretano
Q: Primer cuartil

Xii
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Q3 Tercer cuartil

o Desviacion estandar

Sa Desviacion estandar de la pendiente en la curva de
calibracion

Sp’ Desviacion estandar de la ordenada en el origen de la curva

de calibracién

Sh Desviacion estandar de la respuesta a concentracion cero
Sm Desviacion estandar de la pendiente

Syix Desviacion de la calibracion o regresion

u Valor medio esperado

Xi Variable

X Media de los datos

Yy Respuesta de la ecuacion de la recta a concentracion cero

respuesta de la ecuacion de la recta

Variable normalizada

Xiil
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1. FUNDAMENTO TEORICO

Desde el siglo XX se viene dando un acelerado crecimiento industrial con el
objetivo de mejorar nuestra calidad de vida y facilitar los medios de produccion.
En consecuencia, hay efectos positivos y negativos, como el progreso y el
incremento de las concentraciones de diversos contaminantes en el medio

ambiente, respectivamente.

Entre las posibles fuentes de contaminacion natural se encuentran los derivados
del petréleo, que constituyen la fuente de produccion mas importante de
hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHs). Otras fuentes de contaminacion
antropogénicas son la produccién y el uso de contaminantes organicos para la
practica agricola (pesticidas) y diversas actividades industriales, como la
fabricacion de aceites dieléctricos, los cuales son responsables de la produccion de
bifenilos policlorados (PCBs). Estos compuestos organicos tienen gran
implicancia, debido a los efectos nocivos que ocasionan sobre el ambiente y la

salud humana, causando desde ligeros mareos hasta dafios genéticos y cancer™?=.

Se han realizado distintos estudios para la determinacion de compuestos organicos
persistentes en zonas remotas o alejadas de la influencia antrépica. Se realizan en
estas zonas debido a las caracteristicas fisicoquimicas de estas sustancias, a su
persistencia y a los puntos de acumulacion de estos compuestos. Asi, el desafio a
escala mundial es evaluar estos contaminantes en zonas alejadas de los focos de
contaminacion antropogeénicas de acuerdo a la hipétesis del transporte de estos

compuestos organicos™*.

Con el fin de identificar los mecanismos de transporte y tomar decisiones a futuro,

4,56

en Canada se trabaja arduamente™” en fendmenos de transporte global de estos

compuestos organicos hacia las zonas frias como son los casquetes polares.

En el &ambito sudamericano, en diciembre de 2002 se present6 un informe regional
sobre la evaluacion de sustancias toxicas persistentes al Programa de las Naciones

Unidas para el Medio Ambiente?, donde la informacién que proporcioné el Per(
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fue escasa. En el 2007 se puso en marcha el “Plan Nacional de Implementacion
del Convenio de Estocolmo sobre Contaminantes Organicos Persistentes (COPs)

en el Per”.

1.1 Compuestos Organicos Persistentes (COPs)

Los COPs’ son aquellas sustancias de alta toxicidad causantes de efectos
negativos sobre los seres humanos y el ambiente. Poseen caracteristicas que los
hacen persistentes, como la resistencia a las degradaciones fotolitica, quimica y
bioldgica, su baja solubilidad en agua y alta en lipidos. Por esta ultima propiedad
son bioacumulables en los tejidos adiposos® de los organismos vivos. Debido a su
semivolatilidad, pueden transportarse en concentraciones bajas en los cuerpos de
aguas y en la atmosfera y se depositan en regiones muy distantes de la fuente

originaria, dando lugar a una amplia distribucion en todo el planeta.

1.1.1 Clasificacién

Los COPs se pueden diferenciar en tres grandes grupos™®%**:

a) Plaguicidas o pesticidas organoclorados®

Entre 1950 y 1960 se origind la mayor demanda por plaguicidas organoclorados a
nivel mundial. Muchos de los plaguicidas son venenosos no sélo para las plagas
para las cuales fueron disefiados sino, también, para otras formas de vida, lo que
incluye a los seres humanos. Entre estos compuestos estan aldrin, clordano,
dicloro  difenil  tricloroetano (DDT), dieldrin, endrin, heptacloro,
hexaclorobenceno (HCB), mirex y toxafeno, cuyas estructuras se muestran en la

figura1.1.
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Figura 1.1 Estructuras quimicas de plaguicidas organoclorados

Algunos plaguicidas, como los insecticidas organofosforados, se desintegran con

facilidad en el suelo por la accion del calor y la luz solar. En cambio, otros

plaguicidas como los organoclorados y aquellos que contienen metales pesados,

son resistentes en el ambiente por largo tiempo (mas de un afo) o se desintegran

en sustancias mas persistentes aun. Un ejemplo del proceso de degradacion para

el DDT se muestra en la figura 1.2. En el ambiente, este se acumula en los

tejidos adiposos de los organismos vivos, debido a lo cual ha causado graves

problemas ecotoxicoldgicos, toxicoldgicos y se ha prohibido su proposito

agricola.
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Cl Cl
cl Cl
p,p-DDT
Degradacion microbiana Hidrolisis en medio acuatico
anaerobica
Degradacion bioldgica: peces,
fitoplancton y aves
Cl Cl CIT]/U
cl cl cl I I cl
p,p'-DDD p,p’-DDE

Figura 1.2 Estructura del DDT y sus compuestos de degradacion®.

En el Pert desde el afio 1991 existen normas de caracter general que prohiben el
uso y comercializacion de algunos plaguicidas; asi, el decreto supremo N° 037-
91-AG(12.09.91) manifiesta, “Prohibicion total de Aldrin, Endrin, Dieldrin,
BCH/HCH, Heptacloro, Canfecloro/toxafeno, 2,4,5-T y DDT asi como los
derivados y compuestos que con ellos se pueden formular. Restriccion de los
plaguicidas arsenicales s6lo para ser usados en los cultivos de algodén”.

b) Productos quimicos industriales

Los COPs utilizados en la industria como insumos quimicos son los PCBs.
Constituyen una de las familias de hidrocarburos clorados y se fabrican
comercialmente mediante la cloracién progresiva del difenilo® (figura 1.3), en
presencia de un catalizador apropiado. Estos compuestos son utilizados en el

comercio desde 1930, en termocambiadores, capacitores, transmisor hidraulico,
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como liquidos de transferencia de calor, como adhesivos de pinturas, en papel de
copia sin carbén y plésticos™®.

Tienen distintos nombres comerciales como: Aroclor (EU), Phenochlor (Francia),
Kanechlor (Japon). Su gran aplicabilidad industrial es debida a su inactividad
quimica, termorresistencia, incombustibilidad, baja presion de vapor (sobre todo,
en los mas clorados) y su elevada constante dieléctrica. Asimismo, cada fabricante
tiene su propio sistema de identificacion del compuesto. Por ejemplo, en la serie
Aroclor, Aroclor 1260, indica que se trata de un bifenilo con doce atomos de
carbono y con un contenido de cloro de un 60% La cloracion del difenilo puede
producir la sustitucion hasta de 10 4&tomos de hidrégeno por atomos de cloro. Se
ha calculado que es posible producir 210 difenilos diferentes con distinto

contenido de cloro.

Clx Cly

bifenilos policlorados

Figura 1.3 Estructura quimica de PCBs

c) Subproductos de otros procesos

Las sustancias que no se producen intencionalmente son consideradas

subproductos indeseables como las dioxinas, los furanos y los PAHS.

Algunas sustancias, como las policlorodibenzo-p-dioxinas (PCDD) y los
policlorodibenzofuranos (PCDF), se generan de forma no intencional por la
combustion incompleta de materiales clorados como el policloruro de vinilo
(PVC), asi como durante la fabricacion de algunos plaguicidas y otros productos
quimicos. Las fuentes son la quema de residuos solidos en las areas urbanas y
rurales, las quemas a cielo abierto en botaderos de basura, los incendios forestales,

la fabricacion de papel, plastico, vidrios y las plantas térmicas.

Los PAHs forman un amplio grupo de compuestos organicos caracterizados por

dos o mas anillos bencénicos acoplados entre si 0 junto a otros ciclos no
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aromaticos con los que comparten dos atomos de carbono. Algunos compuestos
tipicos son fluoreno, naftaleno y antraceno.

Estos PAHs provienen de la combustion incompleta de ciertos compuestos
organicos, asi como por la biosintesis promovida en algunas bacterias, algas e
incluso plantas superiores. Suelen ser poco solubles en aguas y se acumulan
principalmente en arcillas, sedimentos del fondo del agua y suelos. Algunos de
estos compuestos son®’ naftaleno, antraceno, acenaftaleno, fluoreno, fenantreno,
fluoranteno, benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno, benzo[a]pireno,
benzo[a,h]antraceno,  benzo[g,h,i]piroleno, acenafteno, pireno,  criseno,
benzo[k]fluoranteno, indeno[1,2,3-c,d]pireno.  Sus estructuras quimicas se

muestran en la figura 1.4.

naftaleno antraceno fenantreno acenaftaleno
94
O“O O“Q OOQO OQOQO
fluoranteno benzo[a]fluoranreno benzo[a]antraceno benzol[a]pireno
OO‘% OOO‘ OO‘ -
L
benzolK]fluoranteno dibenzo[a,h]antraceno criseno fluoreno
L (1
& 0‘0 4eap
J
acenafteno pireno

o indeno[1,2,3-c,d]pireno
benzo[g,h,i]piroleno

Figura 1.4 Estructuras quimicas de PAHs
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1.1.2 Caracteristicas y propiedades

Una vez liberados al ambiente, los PAHs no se descomponen con facilidad y
pueden permanecer por largos periodos, ya que pueden circular facilmente en el
aire, agua y suelo'®*?. Por ejemplo, los PCBs podrian ingresar al aire por
evaporacion desde agua y suelo. Cuando se encuentran en el aire pueden
transportarse a distancias lejanas, asi se les puede encontrar en nieve, agua y
suelos de areas muy lejanas de donde se vertieron. Estudios recientes los reportan

en los Alpes europeos®, las montafias del oeste de Canada™ y el artico®.

Pero, ¢como relacionar las caracteristicas quimicas de estos compuestos y el
transporte global y la acumulacion de los mismos en zonas de climas frios?
Wania y Mackay® (1996) establecieron ciertos criterios. Uno de los criterios a
tomar en cuenta es la presion de vapor de estos compuestos a 25 °C. Esta presion
de vapor describe la tendencia que tienen los liquidos y solidos para pasar a fase
gas, es decir, los liquidos por evaporacion y los sélidos por sublimacion. Otro
criterio es el coeficiente de reparto octanol-aire, Koa, definido como la relacion
de concentracion de cierta sustancia que se distribuye entre octanol y aire, al
establecerse un equilibrio entre estas dos fases. Ademas, tomaron en cuenta la
temperatura de condensacion de estos compuestos.  Las caracteristicas para

algunos compuestos organicos persistentes se presentan en la tabla 1.1.

Al tomar en cuenta estos criterios se puede distinguir cuatro grandes grupos
divididos segun sus presiones de vapor. El primer grupo se caracteriza por una
presion de vapor mayor a 1 Pa. Estos compuestos muestran poca tendencia a
condensar a temperaturas ambientales. Compuestos con presion de vapor de 1 -
0,01 Pa condensan a temperaturas cercanas a —30 °C, es decir, generalmente se
depositan en las zonas polares. EIl otro grupo tiene una presion de vapor entre
0,01 y 0,0001 Pa, los compuestos condensan a temperaturas superiores a 0 °C 'y
tienden a depositarse en latitudes medias. Por ultimo, se tiene a los de baja

volatilidad que poseen una presion de vapor liquida menor que 0,0001 Pa; estos

7
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no se evaporan 0 Se evaporan muy poco Yy generalmente se depositan en zonas

cercanas a la fuente de emision.

Tabla 1.1 Valores de presidn de vapor P,, coeficiente de particion octanol-aire Koa y
temperatura de condensacion T, de COPs’

COMPUESTO logPy, (Pa) logKoa Tc(°C)

naftaleno 1,6 51
antraceno -1,1 7,3 -33
pireno -1,9 8,6 -15
fluoranteno 2,1 8,6 -10
criseno -4.0 10,4

PAHs benzo[a]antraceno -3,2 9,5 12
benzo[a]pireno 4,7 10,8 47
2,4,4°-C3B(# 28) -1,5 7,8 -22
2,2°,5,5°-C,B(# 52) -1,8 7,9 -15
2,2°,4,5,5°-CsB(# 101) -2,5 8,3 -2

. 2,2°,4,4°,5,5°-C¢B(# 153) -3,2 8,5 10
2,233’ 4,4°,6-C,B(#171) -3,7 9,5 20
2,2°,3,3°,4,4°,5,5-CsB(#
104) -4,7 10,5 37
a-HCH -0,7 6,9 -40
y-HCH -1,2 7,7 -30
p.p-DDT -3.3 8,7 13
p,p -DDE -2,5 8,4 -2
p,p’-DDD -3,0 8,9 7

Pesticidas cis-clorano -2,3 8,7 -6

trans-clorano -2,2 8,5 -9
dieldrin -2,0 74 -11

Wania y Mackay® (1996) también establecieron otro criterio a utilizar, Koa ya
que representa el potencial de suelos y vegetaciones para retener los compuestos
quimicos debido a la correlacion que se puede establecer con las interacciones
octanol- aire y aire-agua, que se obtienen a partir de la relacion Ko, , coeficiente
de reparto octanol-agua, y Kaw , coeficiente de reparto aire-agua. Asi se llega a

establecer que aquellos compuestos que posean Koa entre 10° — 10° poseen una
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movilidad alta, y los compuestos con Koa entre 10° — 10™ poseen una movilidad
baja.

Los autores demostraron también que el coeficiente de reparto octanol-aire, Koa
estd altamente correlacionado con la presion de vapor debido a que Kaw
(coeficiente de reparto aire- agua) es una funcion de la presion de vapor. Se dice
que el mejor criterio para determinar la tendencia de reparticion de los compuestos
quimicos en los océanos es el Kaw. Para determinar la reparticién de los

compuestos quimicos en el ambiente continental, el mejor criterio es el Koa.

Las estructuras son también determinantes en el transporte de estas sustancias.
Wania, Mackay* y Muir®® concluyeron que, por ejemplo, PAHs con tres anillos
tienden a depositarse en altitudes altas y PAHs con cuatro anillos tienden a
depositarse a temperaturas por encima de los 0 °C. Seguln estas consideraciones,
presentaron la siguiente Tabla 1.2.

Tabla 1.2 Clasificacion de los contaminantes de acuerdo a la movilidad en el
ambiente global basada en P, , Koa Yy Tc de contaminantes especificos *.

Movilidad MO.V'I'dad Mo_vmdad Alto grado de
- relativamente relativamente -
baja ’ movilidad
media alta
Comportamiento Rapida Deposicion
global de deposicion .y posicl . .
Deposicion y preferencial y Dispersion
transporte y 9 S e
o7 acumulacién en acumulacién | atmosférica, no hay
retencion : ) ; L
g latitudes medias en latitudes deposicion
e e polares
logKoa < 10 8 6 _—
logPy (Pa) < -4 -2 _ 0 —>
Tc(°C) +«—— +30 — 10 — 50 —
Clorobencenos - - 5a6Cl 0a4cCl
PCBs 8a9Cl 4a8Cl la4cCl 0alcCl
PCDD/PCDFs 4a8Cl 2a4Cl 0alcCl -
PAHSs >4 anillos 4 anillos 3 anillos 1-2 anillos
Ejem. Plaguicidas mirex DDTs HCE_S, H(_:Hs, i
organoclorados dieldrin

logP\(Pa) : Presion de vapor en Pascal del liquido subenfriado
Tc(°C): Temperatura de condensacion en grados Celsius
HCH: Hexaclorociclohexano (a,B,y isomeros)

HCB: Hexaclorobenceno
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1.1.3 Distribucién

La prediccion del desplazamiento y de la distribucion de los COPs en el ambiente
es importante para determinar su impacto. Diversos autores®® presentan
evidencias de que estos compuestos son lo suficientemente volatiles como para
evaporarse y depositarse a temperaturas ambientales normales. Las temperaturas
altas de regiones sub-tropicales o tropicales favorecen su evaporacion a la
atmosfera y su posterior deposicion sobre suelo, agua y material bioldgico en
zonas remotas es favorecida por las bajas temperaturas en estos lugares. Debido a
ello, los COPs pueden migrar hacia altas latitudes, donde la temperatura es
realmente baja, favoreciendo su deposicion posterior en cualquier superficie. Las
bajas temperaturas también favorecen la adsorcion de estos compuestos en el
material particulado atmosférico, cuando se depositan en la superficie. Ademas,
debido a las temperaturas bajas, la degradacion de estos compuestos quimicos es

minima, por lo tanto, son mas persistentes.

High latitudes

Deposition > evaperabiona

Global distillation

with fractionation
according 1o global mobility

Long-range
oCoanit
tramsport

Low latitudes

Evaporation > deposdtion

"Grasshopping”

Image source: Stodcholm Environment Institute-York
(http://www.york.ac.uk/inst/sei/pops/pops.html) ;
adapted from Wania, F and D. Mackay, (1996) Tracking

POP migration processes e e e & Tachoud, 32, 200-33¢.

Figura 1.5 Proceso de deposicion global segun F. Wania'y D. Mackay .
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El modelo propuesto es que los COPs pueden migrar a zonas remotas frias lejanas
por una serie o relaciones de pequefios saltos para lo cual algunos autores®® suelen
usar el término “‘saltamontes” o “efecto de condensacion fria global” o también

“hipétesis de fraccionamiento global” (figura 1.5.)

Este modelo se sustenta en tres hipétesis: la primera toma en cuenta que las
concentraciones de COPs mdviles en suelos, agua, y otras superficies no gaseosas
aumenta en un gradiente a partir de puntos calientes de liberacion en el ambiente a
puntos frios de migracion. En realidad, se tienen bajas concentraciones en
regiones tropicales y altas concentraciones en regiones polares. Segundo, la
mezcla de contaminantes puede cambiar en composicion: cuanto mas
constituyentes volatiles, mas prevalecen a altas latitudes. Tercero, si durante una
temporada hay un pulso de liberacion en los tropicos, estos compuestos se

moveran hacia los polos®.

1.2. Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos (PAHS)

1.2.1 Clasificacion

Los PAHs pueden ser clasificados como alternantes y no alternantes®. Los PAHs
alternantes contienen solamente anillos de seis miembros; por el contrario, los no
alternantes poseen anillos de diferentes tamafios, inclusive de seis dtomos. Por
otro lado, si la union de los anillos bencénicos es lineal, el hidrocarburo es un
aceno; por ejemplo, antraceno, tetraceno, etc. Si la unién de los anillos bencénicos
es angular, los hidrocarburos son denominados feno, por ejemplo, pentafeno, tal

como se puede observar en la figura 1.6.

De acuerdo a su toxicidad, facilidad de obtencidn, exposicion a estos compuestos
a lo largo de la historia y su frecuente aparicion en diversos ambientes, la US EPA
ha creido conveniente clasificar a 16, de los mas de 100 PAHSs que existen, como
contaminantes prioritarios.  Estos compuestos son: naftaleno, antraceno,
acenaftaleno, fluoreno, fenantreno, fluoranteno, benzo[a]antraceno,

benzo[b]fluoranteno, benzo[a]pireno, benzo[a,h]antraceno, benzo[g,h,i]piroleno,
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acenafteno, pireno, criseno, benzo[k]fluoranteno, indeno[1,2,3-c,d]pireno; sus
estructuras quimicas se muestran en la figura 1.4.
PAHs alternados

antraceno e
pentafeno

PAHSs no alternados

azuleno acenaftileno

Figura 1.6 clasificacion de PAHs como alternados y no alternados™®

1.2.2 Propiedades fisicas y quimicas

La familia de los PAHs estd ampliamente distribuida en el ambiente; se
caracterizan por contener dos o mas anillos bencénicos unidos entre si. La
mayoria tiene estructuras polinucleares del tipo aromatico y solo contienen
atomos de carbono e hidrdgeno. Estas sustancias son lipofilicas; esta caracteristica
aumenta con el peso molecular. Ademas, presentan cierta inestabilidad
fotoquimica, de acuerdo a diversos estudios de degradacion fotoquimica

realizados por Albers®” % |

Como caracteristica quimica de estos compuestos se puede mencionar el caracter

neutro y apolar que produce gran dificultad en su degradacion. En condiciones
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normales, son sélidos cristalinos de cierto color, presentan altos puntos de fusion
y bajas presiones de vapor. La solubilidad en agua de estas sustancias disminuye
al aumentar el peso molecular. Ademas, los compuestos con anillos aromaticos
fusionados en disposicion lineal, como naftaleno y antraceno, son normalmente
menos solubles que otros con estructuras angulares, como el criseno o fenantreno.
Debemos tener en cuenta que, al aumentar la temperatura, aumenta también la

solubilidad de estas sustancias®.

A medida que aumenta el nimero de anillos aumenta también la estabilidad de
estas sustancias. La reaccion foto-oxidativa se presenta tanto en medio acuoso
como atmosférico en presencia de luz y oxigeno. Los resultados de esta
degradacion son la ruptura de anillos y la desalquilacion. Tienen gran afinidad a
adsorberse en superficies, por lo que diversos estudios se centran en su

determinacién en material particulado en aire y agua®.

Entre las reacciones quimicas, ocurren reacciones de sustitucién y adicién en estos
compuestos, generalmente sustitucion del hidrogeno o por adicion al producirse la
saturacion, conservandose el sistema de anillos. Como estos compuestos se
degradan por foto-oxidacion®®, se menciona que la reaccién de foto-oxidacion mas
frecuente es la formacién de endoperdxidos, que pueden convertirse en quinonas.
Estos compuestos también reaccionan con acido nitrico. Un caso es la oxidacion
del antraceno hasta antraquinona que puede dar, también, un derivado nitrogenado
por sustitucion con NO,. De igual forma, el benzo[a]antraceno, que se encuentra
en el alquitran de hulla, en el humo de cigarrillo y en las fabricas de gas, es una
sustancia carcindgena débil pero sus derivados como el 6-, 7-, 8- y 12-
metilbenzo[a]antraceno y algunos de sus derivados dimetilados son sustancias con
un potencial carcinégeno®® mucho mayor. En la tabla 1.3 se presentan valores
para algunas propiedades fisicas y quimicas de dieciséis hidrocarburos registrados
por la ATSR.

Por lo expuesto en los parrafos anteriores, podremos decir que la toxicidad de
estos compuestos aumenta®’ con el peso molecular y el carécter lipofilico del

compuesto.
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Tabla 1.3 Propiedades fisicas y quimicas de 16 PAH?

PM . PE Solubilidad

PAHSs (g/mol) PF (°C) (°C) (mg/L) P, (Pa) log Kow log Koa
naftaleno 128,19 80,5 218 1,93 36,81 3,37 5,13
acenafteno 154,21 96,2 | 2775 3,93 1,52 3,92 6,23
acenaftileno 150,2 2 | 2 0,76 4,14 4 6,47
fluoreno 166,2 116 295 1,01 0,72-0,79 4,18 6,68
fenantreno 178,2 101 339 2,3x10° 0,11- 0,06 4,57 7,45
antraceno 178,2 216,2 340 0,0012 7,78 x1072 4,54 7,34
pireno 202,3 156 360 7,6 x 10™ (25°C) 5,18 8,61
fluoranteno 202,3 111 375 2,6 x 10™ (25°C) 8,72x107 5,22 8,60
criseno 228,3 255 448 5x10* 1,07x10™ 5,86 10,44
benzo[a]antraceno 228,3 160 435 5x10 6,06 x 10 5,91 9,54
benzo[a]pireno 252,3 175 495 0,26 2,13x 10° 6,04 10,77
benzo[b]fluoranteno 252,3 168 481 1,98 - 5,8 -
benzo[K]fluoranteno 252,3 217 481 0,062 4,12 x 10° 6 11,19
benzo[ghi]perileno 268,36 277 - 0,00003 2,25 x 10°® 6,5 11,02
dibenzo[a,h]antraceno 300,4 >350 525 1,20 - 6,75 -

PM: peso molecular, PF: punto de fusién, PE: punto de ebullicion: P,: presién de vapor
Kow:coeficiente de particion octanol-agua
K,a:coeficiente de particion octanol-aire
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1.2.3 Fuentes de PAHSs en el ambiente

Muchas veces se indica que el petréleo contiene PAHs de manera natural, con
concentraciones de alrededor del 1%>'. Por ello, se sefiala al crudo como el
material de mayor contenido de PAHs y lo que resulta preocupante es que se
originan PAHs en mayor cantidad a partir de la pirolisis y la combustion

incompleta de muchos materiales que contienen carbono e hidrogeno.

Asi como el tipo de combustible, la temperatura y el tiempo de residencia a altas
temperaturas determinan también la composicién de los productos de la
pirosintesis. Segln Zamora y Tarquino®, los combustibles que producen PAHs
son metano, hidratos de carbono, ligninas, péptidos, entre otros. En la zona de
combustion se liberan PAHSs y, debido a sus bajas presiones de vapor, la mayoria
de PAHs se condensan sobre particulas de hollin o forman particulas muy
pequefias. Estos PAHs también pueden ser arrastrados hacia zonas de latitudes

altas, de acuerdo a lo explicado anteriormente.

Son fuentes puntuales de PAHs?, los automdviles, aviones, barcos, plantas
generadoras de energia eléctrica, incineradores de residuos, sistemas de
calefaccion, incendios forestales, humo de tabaco, alimentos ahumados, por
ejemplo, a la parrilla. También los incendios forestales y las erupciones
volcanicas aportan naturalmente. Algunos habitos como el consumo del tabaco y
alimentos expuestos a fuego directo o demasiado fritos suelen exponer a la
poblacién a dosis superiores a las recomendadas por los expertos sanitarios®’
como se muestra en la tabla 1.6

Debido a la gran variabilidad de los PAHs en el ambiente, su origen es bastante
diverso. Segin Garcia®, estas fuentes se pueden diferenciar en cuatro: por
pirolisis de la materia organica a altas temperaturas, de origen petrogénico, por
diagénesis de la materia organica sedimentaria a bajas y moderadas temperaturas
para formar los combustibles fdsiles, y por biosintesis directa por

microorganismos y plantas.
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a) Origen pirolitico

Son aquellos PAHs procedentes de la combustién incompleta?** de la materia
orgénica, reciente o fosil, a altas temperaturas; por causas naturales, como
incendios de bosques o tierras de cultivos, erupcion de volcanes, etc., y por causas
antropogeénicas, como la utilizacion de combustibles fdsiles, incineracion de
residuos, sistemas de calefaccion, emisiones de vehiculos, humo del tabaco,
procesos industriales de gasificacion, licuefaccion del carbon, craqueo del

petroleo, etc.

b) Origen petrogénico

Se produce por vertidos accidentales o intencionados de petréleo o sus
derivados?®*°. Generalmente se caracterizan por ser mezclas complejas formadas
por compuestos con cadenas alquilicas de hasta cinco o seis atomos de carbono
que predominan sobre sus homélogos no sustituidos. Segun estudios anteriores®,
se dice que los océanos reciben anualmente 0,25% de la produccion mundial de
petréleo; por esto, se puede esperar que sea una gran fuente de entrada de estos

contaminantes al medio ambiente.

c) Origen diagenético

Se pueden obtener a partir de materia orgéanica sedimentaria®®*

que sufre una
serie de procesos geoquimicos naturales, como son la descarboxilacién,
aromatizacion, desfuncionalizacion, etc., para convertirse en PAHs de origen
natural. Segiin Zamora y Tarquino®® los mas comunes son los derivados del
criseno y del pireno, asi como del reteno y el perileno, teniendo en cuenta que

estos dos ultimos también pueden tener origen pirolitico.

Cada tipo de fuente proporciona una distribucion de PAHSs caracteristica, y esta
informacidn se utiliza cominmente para evaluar las influencias posibles de estos
compuestos en el ambiente. Asi, los PAHs son buenos indicadores generalmente
de las aportaciones piroliticas o petrogénicas.
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d) Origen por microorganismos y plantas superiores

La biosintesis de PAHs se atribuye a las bacterias, hongos y plantas
superiores?®®*. La biosintesis directa de PAHs no esta totalmente demostrada,
pero cabe sefialar que los productos obtenidos a partir de estos procesos son
compuestos sustituidos por oxigeno, nitrogeno y azufre (como los pigmentos
quinodnicos del hongo diendrina concéntrica, figura 1,7). Estas quinonas son
reducidas a hidroquinonas y mediante una nueva reduccion dan paso a PAHs en
medios o superficies adecuadas como son los suelos y sedimentos de agua
altamente anaerdbicos. Por ejemplo, diversos estudios reportan concentraciones

altas de perileno en lagos continentales andxicos y sedimentos marinos®.

HO OH

Figura 1.7 Estructura de 4,9- dihidroxiperileno-3,10- quinona.

1.2.4 Presencia de PAHSs en el ambiente

Ingresan a aguas superficiales principalmente por medio de la atmoésfera y
vertidos directos. Algunos estudios demuestran la presencia de PAHs en aguas
freaticas®® como resultado de una contaminacién de aguas superficiales o suelos
contaminados. Estos PAHs en medios acuaticos son mucho mas persistentes que

en el aire si llegan a encontrarse en sedimentos andxicos.

Algunos PAHSs se evaporan a la atmdsfera desde las aguas de superficie, pero la
mayoria se adhiere a particulas solidas y se depositan en el fondo de rios o lagos
en los sedimentos, debido a su baja solubilidad en el medio acuoso. El equilibrio
de distribucion en el aire y en el agua puede ser expresado mediante la constante

de la ley de Henry, que usa el coeficiente de reparto como una medida de la
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volatilizacion de los PAHs. Esta constante varia entre 10 - 10~ para PAHSs de
bajo peso molecular y entre 10° a 10 para los PAHs de alto peso molecular; en
este Ultimo grupo se considera a los que no se volatilizaron en grandes

proporciones.

Los PAHs presentes en materiales organicos como inorganicos (carbén, material
calcareo, silice, lodo, etc.), que forman parte de los sedimentos marinos, sufren
procesos de lixiviacion en el fondo acuatico. Esto, sumado a procesos como la
actividad bioldgica, provoca que una pequefia porcion de PAHs pase al medio
acuatico, y que otra parte pase inmediatamente a la fauna marina, y que el resto

27,30

quede en los sedimentos. Debido a ello, importantes estudios="*" se centran en la

determinacioén del contenido de PAHSs en sedimentos.

En el medio acuético, los PAHSs sufren diversas reacciones de degradaciéon como
fotooxidaciones, oxidacién quimica y biodegradacién de la fauna marina presente;
como productos de estas reacciones estan los peroxidos, quinonas y dionas. La
fotodegradacion ocurre fotoinducida por agentes oxidantes como el oxigeno,
ozono o radicales ‘OH. La oxidacion quimica, donde la cloracion y ozonizacion de
las aguas para la destruccion de agentes patdgenos da lugar también a la oxidacion
de compuestos organicos como los PAHs. Reacciones de transformacion
biologica, se considera que algunos microorganismos oxidan directamente los
PAHs a CO, y H,0, mientras que otros han desarrollado rutas alternativas como
los mamiferos acuaticos que metabolizan los PAHs mediante el citocromo-P450

implicado en la funcién oxidasa.

Para los PAHs que se encuentran en el aire o material particulado, se considera un
tiempo de residencia, segun Garcia*® este periodo es de 30 dias y pueden sufrir
reacciones de oxidacién fotoquimica con el ozono, 6xidos de nitrogeno, didxido
de azufre y ser transformados probablemente en dionas, nitro y dinitro derivados y
acidos sulfonicos. Son reconocidos los fenoles, quinonas y dihidrodioles como
productos de oxidacion fotoquimica de PAHSs; estos productos son también
mutagénicos. A continuacion, se presentan los procesos fisico-quimicos que

pueden sufrir los PAHSs en la atmésfera segin Nikolau®, tabla 1.4.
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Tabla 1.4 Mecanismos de dispersion de los PAHs en la atmdsfera
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Mecanismo Proceso

Transporte El agente de transporte mas importante de los PAHs en la
atmosfera es el viento, llegandose a encontrar PAHs en
Alaska y la Antértica.

Transformacién fisica Los PAHs emitidos en estado gaseoso a la atmosfera se
agrupan entre ellos y con otros contaminantes, mediante
aerosoles y particulas en suspension, o bien el proceso
contrario. Cuanto mayor es la masa molecular del
hidrocarburo mayor es su tendencia a la adsorcion sobre
particulas. En realidad se da un equilibrio entre los PAHs
en estado gaseoso, y adsorbidos sobre las particulas en
suspension.

Deposicion Conjunto de mecanismos por los cuales los PAHs
absorbidos sobre la materia en suspensién se depositan
sobre la superficie terrestre:

e Deposicion seca (sedimentacion): caida de las
particulas en suspension sobre la superficie
terrestre.

e Deposicion himeda: mediante precipitaciones.

Procesos quimicos de Conjunto de reacciones con otros contaminantes en
descomposicion presencia de radiacion solar. En ausencia de radiacion
solar, durante la noche, estos procesos se ven favorecidos

por altas temperaturas.

En los suelos, los PAHs estan adheridos firmemente a las particulas. Algunos
PAHs se evaporan al aire desde la superficie de los suelos y otros pasan a las
aguas subterraneas. En los suelos, los PAHs también sufren reacciones de
oxidacién quimica, fotoxidacién y degradacion por parte de microorganismos. La
mayor parte de transformaciones estd relacionada con microorganismos; esta
biotranformacion depende de un namero de factores como temperatura, pH del
suelo, suficiente oxigeno, concentracién y propiedades de los PAHs y la
composicion del suelo. Segtin Dabestani®, en los suelos las bacterias transforman
los PAHSs en cis-dihidrodioles con un intermediario dioxoetano, mientras que los
hongos los transforman en trans-dihidrodioles con la intervencion de un

intermediario 6xido de areno.
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En las plantas y los animales el contenido de PAHs puede ser, muchas veces, mas
alto que en el suelo o en el agua. Los animales pueden absorber los PAHs por
inhalacion, contacto dérmico y, muy pocas veces, por ingestion; y las plantas
pueden absorberlos por las raices. Se absorben rapidamente los PAHs de menor

peso molecular.

Muchas veces las caracteristicas del medio favorecen la adsorcion o absorcion del
PAH. Por ejemplo, en los suelos, la adsorcion de PAHs es directamente
proporcional al contenido de materia organica y al mayor peso molecular del
PAH, e inversamente proporcional al tamafio de las particulas de suelo. Ademas,
en el agua, los PAHSs crecen en toxicidad segun incrementa su peso molecular y la

bioacumulacion tiende a ser més répida.

Segln 1. Vives®, la concentracion de PAHs no parece incrementar a medida que
se sube en una cadena trofica, por lo tanto, no sufren el fendmeno de
biomagnificacion (debido a la capacidad metabolizadora de los depredadores
superiores). Lo que si produce preocupacion es su caracter lipofilico, es decir, se
puede bioconcentrar en los tejidos vivos en especial aquellos ricos en grasas.
Diversos estudios presentados por la autora permiten evaluar la concentracion de
PAHSs en alimentos (tabla 1.5.). Se debe destacar que son los alimentos ahumados
los que presentan mayor contenido de benzo[a]pireno y entre los alimentos no
ahumados son los de mayor contenido en grasas los que presentan mayor
contenido de benzo[a]pireno.

Tabla 1.5 Concentraciones de benzo[a]pireno en diferentes alimentos (basado en datos
de Fretheim, 1976; Promvanit et al. 1985; Alongue, 1988; Dennis et al. 1991; Akpan et
al., 1996 y 1999) %/
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Benzo[a]pireno Benzo[a]pireno

Alimento Alimento

(Ha/kg) (Ma/kg)

tocino 0,011 salchichas espafiolas de carne ND-0,051

ahumada
chorizo 0,12 -0,34 pescado ahumado tailandés ND-1220
jamoén 0,009 carne ahumada nigeriana 10,5-66,9
atun 0,023 pescado ahumado nigeriano 35,5-139
salmon 0,04 aceite crudo de colza 2,46
trucha 0,057 aceite refinado de colza 1,83
sardina 2,46 aceite crudo de soja 1,13
bacalao 0,018 aceite refinado de soja 2,18
arenque 0,04 otros aceites refinados (coco, 1,91

girasol, oliva)
ND: valores por debajo del LDD.
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1.2.5 Aplicaciones de PAHSs en la industria

Muchos de los productos elaborados por la industria, como insecticidas, acaricidas
o0 rodenticidas, contienen PAHs. Cabe remarcar que el naftaleno es un PAH y su
empleo como antipolillas estd muy extendido. Las fuentes mas comunes de PAH
como el alquitran, petréleo crudo y creosota se usan en construccion de carreteras
y el alquitran para techado. Actualmente son muy pocos los PAHs que se usan
en medicamentos o para fabricar tinturas, pesticidas y plasticos. Otros PAHSs
también son usados para la produccién de aluminio, de hierro y acero en féabricas
y fundiciones; la calefaccion, centrales de energia y residencias, Estas
generalemnte son consideradas como fuentes directas de PAHs donde los
principales componentes que se emiten son fenantreno, fluoranteno, pireno y

criseno.

En las zonas donde predomina el uso de lefia en las viviendas, la mayor
proporcion de PAHs puede derivarse de esta fuente, especialmente en invierno,
hecho contrario a la creencia comun del fendmeno urbano asociado con los

vehiculos y las industrias.

En zonas rurales, las fuentes generadoras de PAHSs son atribuidas al trafico de
vehiculos de motor que liberan compuestos de gasolina principalmente el
fluoranteno y el pireno, mientras que en los gases de escape de los vehiculos de

motor diesel abundan el naftaleno y el acenafteno®.

El antraceno se utiliza en la produccion de antraquinona, materia prima para la
fabricacion de colorantes rapidos asi también como diluyente para conservantes
de madera y en la produccion de fibras sintéticas, plasticos y monocristales e
insecticidas. El fenantreno se utiliza en la fabricacion de colorantes y explosivos,
en la investigacion clinica y la sintesis de farmacos. El benzofurano se utiliza en la
fabricacion de resinas de cumaronaindeno. El fluoranteno también se utiliza como
material de revestimiento del interior de las tuberias de agua potable de acero y

hierro dctil y los tanques de almacenamiento®.
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1.2.6 Toxicidad de los PAHSs y sus efectos sobre la salud

Todos los PAHs son liposolubles, absorbiéndose a través de los pulmones e
intestinos de mamiferos, por lo que se acumulan en la sangre e higado y, en
general, en los tejidos grasos del organismo. Aqui sufren una oxidacion
enzimética o una hidroxilacion. Los epdxidos y fenoles generados pueden unirse
al glutation en cierto porcentaje, siendo destoxificados, o también ser
biotransformados en dihidrodioles lo que representa otra via de destoxificacion de
los PAHs ingeridos. Por otro lado, pueden formar epdxidos de diol de gran

potencial cancerigeno.

Los seres humanos estan expuestos directamente a los PAHSs respirando aire o a
través del contacto con agua y suelos contaminados, asi también con la ingesta de
ciertos alimentos como carnes a la parrilla o ahumadas, cereales, hortalizas,
frutas, leche de vaca, grasas y aceites’. Segun los estudios ecotoxicolégicos de
Kalf en 1997, los limites maximos permisibles para algunos PAHs fueron

determinados y se muestran en la tabla 1.6.

Tabla 1.6 Concentraciones maximos permisibles de PAHs"

PAHSs Sistemas acuaticos Suelos/Sedimentos Concentracién
(mg/L) (ma/kg) Critica en aire g/m’
naftaleno ik ? 0,14 1,4 x 10
antraceno 0,07 0,12 8,6 x10°
fenantreno 0,3 0,51 3,3x10°
fluoranteno 0,3 2,6 1,3x10°
benzo[a]antraceno 0,01 0,36 2,2x107
Criseno - 10,7 1,3x10°
benzo[k]fluoranteno 0,04 2,4 2,4x107
benzo[a]pireno 0,05 2,7 32x10°8
34,35,36

Los diversos estudios realizados a trabajadores expuestos directamente a los
PAHs demuestran la correlacion con enfermedades como cancer al pulmon o piel
desarrollado principalmente por inhalacion o contacto con estos PAHSs.
Grimmer realizé estudios en animales y concluyé que la administracién oral de

benzo[a]pireno y dibenzo[a,h]antraceno inicid un proceso cancerigeno.
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Con estos indicios, la EPA™ desarrollo una lista (tabla 1.7) con el poder
carcindgeno de estos PAHs con respecto al benzo[a]pireno. Segun Juergen®® los
PAHSs con més de tres anillos son generalmente agentes carcinégenos. Dabestani®®
uso el factor de toxicidad equivalente como un método para calcular la capacidad

carcindgena de una mezcla de PAHSs con respecto al benzo[a]pireno, tabla 1.8.

Tabla 1.7 Potencial carcinégeno relativo al benzo[a]pireno *

PAH Potencial carcindgeno
benzo[a]pireno 1,000
benzo[a]antraceno 0,145
benzo[b]fluoranteno 0,167
benzo[Kk]fluoranteno 0,020
criseno 0,0044
dibenzo[a,h]antraceno 1,11

Tabla 1.8 Factor de toxicidad equivalente relativo del benzo[a]pireno *

Factor de
PAH toxicidad
equivalente

acenafteno 0,001
acenaftileno 0,001
antraceno 0,010
benzo[a]antraceno 0,100
benzo[a]pireno 1,000
benzo[b]fluoranteno 0,100
benzo[k]fluoranteno 0,100
benzo[g,h,i]perileno 0,010
criseno 0,010
dibenzo[a,h]antraceno 5,000
fluoranteno 0,001
fluoreno 0,001
indeno[1,2,3-c,d]pireno 0,100
fenantreno 0,001
pireno 0,001

La entidad encargada de catalogar las sustancias segun su conocimiento de
carcinogenicidad es la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC),
dependiente de la Organizacion Mundial de Salud (OMS). Son cuatro grupos en

los que se puede clasificar estas sustancias quimicas - ver anexo2.
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Las propiedades carcindgenas y mutagénicas dependen de su estructura quimica,
la que ha sido asociada con el grado de no-planaridad. Por ejemplo: el
benzo[a]pireno es un potente agente cancerigeno; su isdbmero, el benzo[e]pireno,
es completamente inocuo. Por lo general, segin Garcia®®, los PAHs planares son

mas estables, menos reactivos y bioldgicamente menos toxicos.

La actividad carcindgena de los PAHSs, segiin Garcia®, se expresa por medio de la
biotransformacidn de estos compuestos a reactivos intermedios capaces de enlazar
covalentemente con el ADN, incluso forzando la ruptura de sus cadenas
mutéandolo e iniciando asf la formacién de tumores. Garcia*® también explica que
cuando una sustancia externa ingresa al organismo, este trata de eliminarla
disolviéndola, pero los PAHSs, al ser poco solubles, se transforman en derivados
hidrosolubles, (que para estos compuestos serian los Oxidos de areno
correspondientes) los cuales se hidratan en presencia de agua formando dioles.
Estas sustancias se pueden excretar facilmente como también sufrir una segunda
epoxidacion, dando lugar a diolepoxidos, los cuales son verdaderos agentes
cancerigenos ya que, en presencia de ADN, el grupo -NH; de la base nitrogenada
produce un ataque nucleofilico sobre el epdxido. De esta forma, la unién entre el
hidrocarburo y la base nitrogenada no permite que esta se acople adecuadamente a
la doble hélice del ADN, impidiendo la formacion de puentes hidrdégeno con la
base nitrogenada conjugada de la hebra opuesta, lo cual permitird diferentes

mutaciones de la molécula.
1.3. Muestreo Ambiental

La toma de muestras en un lugar potencialmente contaminado por sustancias
organicas persistentes proporciona informacion sobre la contaminacion de dichas
sustancias en agua y suelo, las cuales son matrices de interés para el presente

trabajo. La importancia de un correcto y adecuado muestreo*®2%:%°

radica en que
la informacion que proporcione sea significativa y muy confiable con el fin de
poder alcanzar los objetivos planteados. Cada lugar posee caracteristicas

ambientales peculiares, para lo cual se debera adecuar un tipo de muestreo porque
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la incertidumbre estadistica para cada presencia de contaminante reflejara con

mayor o0 menor precision el valor real.

Algunas organizaciones, como la EPA, consideran cuestiones muy detalladas
sobre procedimientos de muestreo. Asi también se considera la abundante
informacién que presenta Larry Keith”.

Los contaminantes suelen distribuirse segun las caracteristicas de cada lugar
(clima, tipo de suelo, pendiente, etc.) y la anisotropia de la matriz asi como la

naturaleza y el niUmero de contaminantes.

Para realizar un buen disefio de muestreo es necesario un conocimiento a priori de
la distribucion espacial (homogénea o heterogénea) de los contaminantes, tanto en
forma horizontal como en profundidad, estableciendo asi el procedimiento de

toma de muestra mas adecuado.

En el disefio de muestreo se deben considerar dos procedimientos: orientado y
aleatorio. En el muestreo orientado, o “a juicio del experto”, el evaluador realiza
el muestreo en base a su experiencia y conocimiento. EI muestreo aleatorio
obedece a normas estrictas basadas en la teoria de la probabilidad y existen varios
procedimientos cuya adecuacion esta en funcion del tipo de distribucion espacial
de los contaminantes. Asi, podemos distinguir distintos tipos de muestreos

aleatorios, como se describen a continuacion.
1.3.1 Muestreo aleatorio simple

Debe ser aplicado cuando la distribucion espacial de contaminantes en un sitio
potencialmente contaminado presenta homogeneidad. Este tipo de muestreo se
caracteriza porque cualquier punto de muestreo presenta la misma probabilidad de
ser seleccionado que los restantes puntos de muestreo. EI nimero de muestras que
se tomara en cada sitio puede ser determinado estadisticamente en funcion a la

precision requerida en cuanto a error de muestreo.
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1.3.2 Muestreo aleatorio estratificado

Debe aplicarse para el muestreo de lugares en los que se sabe que la distribucion
espacial de contaminantes no es homogénea, debido a la variabilidad en los
factores influyentes en la distribucion de contaminantes (por ejemplo, suelo,
pendiente, vegetacion, etc.). Esa variabilidad debe ser reconocida mediante la
delimitacion de zonas en las que la distribucion de las sustancias es homogénea, a
estas zonas se denominan estratos, que constituyen subpoblaciones de muestreo
dentro de una misma zona. El nimero de muestras a tomar en cada estrato estara

influenciado estadisticamente por la precision requerida en el error de muestreo.

1.3.3 Muestreo aleatorio sistematico

Con este procedimiento, los puntos de muestreo son localizados a una distancia
fija de un primer punto de muestreo aleatorio. Por tanto, Unicamente ese primer
punto de muestreo es aleatorio y todos los demas son localizados a partir de este.
Este tipo de muestreo se aplica cuando no se tiene evidencia previa sobre la

distribucion espacial de los contaminantes.

1.3.4 Muestreo aleatorio compuesto

Este procedimiento consiste en tomar varias muestras y mezclarlas para obtener
una muestra compuesta, de la cual se determina la concentracion de las sustancias
contaminantes. Se asume que el valor que se obtiene de la muestra compuesta es
una estimacion valida de la media de los resultados de las muestras que la

componen.

1.4. Analisis de PAHs

Para determinar PAHs en aguas la EPA'* sugiere los métodos 610, 625, 3510,

8100 y 8310. De igual forma para la determinacion de PAHs en suelos la EPA

recomienda los métodos 3550, 8100, 8270 y 8310. En cuanto a la extraccion de

PAHs en aguas se puede considerar los métodos 3510, 3520 y 3535; para
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muestras de suelos se recomiendan los métodos 3550, 3540, 3541, 3545, 3560 y
3561 y, para muestras de aire, el método 3542 es el més recomendado. Los
métodos de analisis constan de dos partes fundamentales, la extraccion del analito

de la matriz y su determinacion.

El proceso de extraccion puede contemplar algan tipo de purificacién o limpieza,
con el objetivo de eliminar algin compuesto que pueda interferir con la
determinacion. A continuacion detallamos algunas cuestiones del proceso de

extraccion y purificacion.

14.1 Métodos de extraccion para muestras ambientales

Se considera la metodologia EPA 610, la cual involucra la extraccién liquida para
muestras de agua. Esta metodologia recomienda el uso de los equipos Kuderna-
Danish para concentrar los extractos, el cual puede ser reemplazado por un
destilador simple. Ambos tienen el mismo principio, sélo se necesita mayor
habilidad al trabajar con un destiador simple para no perder muestra y evaporar

totalmente el solvente ademas de mantener la temperatura establecida.

Para las muestras de suelo, se recomienda el método EPA 3540. Este método
considera una extraccién del tipo Soxhlet. El proceso de extraccion fue
modificado para nuestro caso, utilizando una mezcla de diclorometano:metanol
2:1 ( 450 mL), la cual después de realizar varias pruebas de porcentaje de
recuperacion® resulté siendo la mejor mezcla de extraccion. El tiempo de

extraccién fue de 48 horas.

Estas modificaciones muestran ya un encarecimento del proceso y un problema
ambiental adicional por las grandes cantidades de solvente utilizado, pero se
recomienda no eliminar estos solventes sino destilarlos y utilizarlos para otros
analisis que no requieran tanta pureza. Existe una alternativa para estos problemas
como la extraccion por ultrasonido. Estos procedimientos presentan la ventaja de
utilizar una minima cantidad de solventes para la extraccion, y los tiempos son

mucho mas cortos en comparacion con la extraccion Soxhlet.
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1.4.2 Tecnicas de purificacion y limpieza del extracto de PAHs

Las técnicas de purificacion reducen los compuestos interferentes presentes en el
extracto de los analitos antes del anélisis, ya que por lo general las muestras
medioambientales son matrices extraordinariamente complejas para alcanzar los
limites de deteccidon de los métodos. La mayoria de los limites de deteccion se
obtienen de matrices muy simples dopadas con el analito. Es alli donde radica la

importancia de la purificacion cuando se analizan muestras reales.

La mayoria de los procedimientos de purificacion se basan en el uso de la
extraccion solido-liquido en columna, los sorbentes solidos son muy diversos en
funcion de la naturaleza quimica de las sustancias que se desea purificar, los
diversos métodos de purificacion para extractos COPs son presentados por los
métodos EPA 3611, 3630, 3640; de los cuales el método EPA3630C es el méas

recomendado para extractos de PAHSs.

El método 3630C considera una columna de silica gel para purificar sustancias no
polares, como hidrocarburos del petroleo, PCB, PHA. La silica gel es la forma
precipitada del acido silicico (H3SiO3) formandose por adicion de acido sulfurico
al silicato sodico. Forma puentes de hidrogeno muy fuertes con los materiales
polares y puede ocasionar la descomposicion de los analitos. EI material es algo
soluble en metanol, que nunca debe usarse como disolvente de elucién. La silica
gel permite eliminar cuantitativamente sustancias ligeramente polares de
disoluciones de hexano y sirve para aislar los hidrocarburos del petréleo de sus
interferencias. El procedimiento puede también aplicarse en el andlisis de fenoles

derivatizados.

1.5 Cromatografia liquida

Existen diversas técnicas aplicadas a la determinacion de PAHs en distintas
matrices, como la fluorescencia, la fosforimetria inducida con laser y la
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier. Las técnicas mas

utilizadas y que brindan siempre mejores resultados son las técnicas
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cromatograficas, entre ellas, la cromatografia liquida de alta resolucion en fase

reversa y la cromatografia de gases.

Después de la extraccion y previo a la determinacion de la muestra extraida, es
necesario cambiar el disolvente en el cual se encuentran los PAHSs en el extracto
por uno mas adecuado (los disolventes polares se deberian eliminar), luego
reducir el volumen en el extracto de analisis. Para cromatografia liquida se suele
emplear acetonitrilo, mientras que en cromatografia de gases, tolueno e iso-

octano.

1.5.1 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La técnica cromatografica de alta resolucion, en comparacion con la
cromatografia de gases, tiene una gran ventaja ya que las muestras no
necesariamente tienen que ser térmicamente estables y faciles de volatilizar.
Algunas muestras no volatiles pueden analizarse, siempre y cuando hayan

aumentado su volatilidad mediante las derivaciones quimicas adecuadas.

En HPLC, una muestra liquida o sélida, disuelta en un disolvente adecuado, se
eluye en una columna cromatografica junto con una fase movil liquida adecuada.
La separacion se efectla por las interacciones de las fases soluble y estacionaria,
tales como la adsorcion liquido—solido y el reparto liquido-liquido, el intercambio
de iones, la exclusion de tamafios y por las interacciones entre las fases soluto y

movil.

1.5.2 Fase movil y fase estacionaria

La cromatografia HPLC en fase normal se ha venido aplicando principalmente
con fines preparativos, ya que no proporciona una resolucion adecuada para fines
cuantitativos. Una aplicacion exitosa para la separaciéon de PAHSs en cualquier

tipo de matriz, es la cromatografia liquida en fase reversa.
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En este caso, la fase estacionaria se caracteriza por ser un material quimicamente
enlazado, especialmente el octadecilsilano (ODS), lo que ha contribuido a la
diversificacion de esta técnica como un buen método para la determinacion de
PAHs. Uno de los solventes mas utilizados es la mezcla acetonitrilo/agua
(ACN/H0).

En cuanto a las metodologias estas suelen diferenciarse segun el tipo de gradiente
utilizado o tipo de columna utilizada. Estas diferencias se pueden apreciar en la
tabla 1.9.
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FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL

Relleno Longitud (cm) InEaIr?]r:e(g\?n) P;‘;T Slgo(gfn) Composicién (mFleJrJnC: n) T(°C)
Separon SGH Cyg 15 3,3 10 ACN (isocrético)
Baker Cyg silice 25 4,6 5 ACN/H,0 (gradiente) 1,3 2,3
Bakerbond wide — Pore PAH 25 4,6 5 ACN/H,0 (gradiente)
Bakerbond PAH 16+ 25 3 5 ACN/H,0 (gradiente) 0,5 25-30
Bakerbond PAH 16+ 25 3 5 MeOH (gradiente) 0,5 30
Cynkotec Intersil ODS Il 25 4,6 5 ACN/H,0 (gradiente) 0,9 35
Lichrospher PAH 25 3 5 MeOH/H,0 (gradiente)
Lichrospher PAH 25 4-7 3,5 ACN/H,0 (gradiente) 05-1 28
Supelcosil LC-PAH 15 4,6 5 ACN/H,0 (gradiente) 1-15
Hypersil Green PAH 10 4,6 5 ACN/H,0 (gradiente) 15 30
Vydac TRPR 15 5 -
Vydac 201TP 10-25 2,1-4,6 2 ACN/H,0 (gradiente) 0,46 -1,5 27
ChomSpher PAH 10 3 - ACN/H,0 (gradiente) 1
Cyg Ultrasep ES PAH 25 4 - ACN/H,0 (gradiente) 1
0oDS 25 4,6 5 ACN/H,0 (gradiente) 1
HC-ODS Sil-X 25 2,6 5 ACN/H,0 (gradiente) 0,5
Tracer-Sphrisorb ODS 24,3 4 5 ACN/H,0 (gradiente) 1
Nucleosil 5PAH 25 4 5 MeOH/THF/H,0 (isocrético)
Agilent Tech. 799 18 PAH-584 25 4,6 5 ACN/H,0 (gradiente) 15 35
Phenomex Envirosep — PP 12,5 3,2 - H,O/ACN/THF (gradiente) 1
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En cuanto a las columnas, estas generalmente se presentan con una longitud de 15

- 25 cm, rellenas con particulas de 5 um de octadecilsilano. Los diferentes
fabricantes utilizan rellenos de columna muy parecidos, pero con diferentes

nombres comerciales.

Las fases mdviles més utilizadas son mezclas acetonitrilo/agua en modo gradiente.
Se inicia el proceso con grandes proporciones de agua para terminar con
acetonitrilo como Unico constituyente de la fase mévil. También son utilizadas las
mezclas metanol/agua y se inicia de igual forma que en el caso anterior. Es

necesario mantener la temperatura de la columna cromatografica entre 10 - 30 °C.

Hadjmohammadi** presenté estudios realizados con HPLC en fase reversa usando
fases mdviles micelares en una columna Waters (15 cm x 3,9 mm de diametro
interno) de silice Cys y un detector por fluorescencia. Por otro lado, Kayali*
reporta estudios utilizando una fase mévil micelar (SDS) con mejores resultados
con fases enlazadas de cadena corta y n-propanol en la fase movil que con fases

enlazadas de cadena larga como el octadecilsilano.

1.5.3 Detectores

Debido a las propiedades fluorescentes de los PAHSs, el detector por fluorescencia
resulta muy adecuado y da buenos resultados*#?**. Pero el detector de absorcién
UV también presenta resultados comparables con aquellos obtenidos usando el
detector por fluorescencia. Los detectores por fluorescencia poseen mayor
sensibilidad debido a que se puede trabajar con longitudes de onda de emision y
excitacion fijas durante todo el desarrollo cromatografico o variando estas a lo
largo del mismo, con el objeto de excitar lo maximo posible cada compuesto

eluido, y registrar su fluorescencia a la longitud de onda donde esta es mayor.

Los detectores ultravioletas permiten registrar el cromatograma a una sola
longitud de onda, por lo general 254 nm. La variacion en este detector son las

filas de diodos, cominmente utilizados en la determinacion de PAHSs, que
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presenta la ventaja de obtener el espectro ultravioleta completo de cada analito
eluido, permitiendo la identificacion de los analitos, no s6lo en base al tiempo de
retencion sino también en base al espectro ultravioleta comparando con una

biblioteca de espectros.

Claessens® propone utilizar los dos detectores en serie para obtener una mayor

informacion de la muestra. Otros autores***°

presentan otros tipos de detectores
con ciertas ventajas y desventajas, como el amperométrico, sistemas
electroquimicos, detector por indice de refraccion y, quizas el mas importante por
las grandes ventajas que presenta, el detector por fluorescencia multidimensional,
capaz de proporcionar un espectro tridimensional del analito. Cuando se utiliza un
detector de fluorescencia normal, la sefial puede ser incrementada gracias a un
fotomultiplicador. Este sistema no es compatible con el detector de fluorescencia
multidimensional.  Para una matriz donde los niveles de PAHs son de ultra-
trazas, se recomienda el detector de fluorescencia multidimensional, en base a los
tiempos de vida de los estados excitados de las moléculas fluorescentes

extremadamente cortos, segun Garcia®®.

Una de las técnicas mas recientes para la determinacion de PAHs en muestras
medioambientales es el uso de la cromatografia liquida de alta resolucién
acoplada con espectrometria de masas. La gran ventaja estd en la asignacion
correcta de los picos cromatograficos del analito, y no es necesaria su

volatilizacion.
1.6 Estandarizacion o validacion de métodos cromatograficos

Con la validacion se puede obtener un método analitico suficientemente confiable
como para producir el resultado previsto dentro de intervalos definidos. Esta
estandarizacion posee caracteristicas fundamentales de confiabilidad como
linealidad, precision, exactitud, sensibilidad y selectividad. La validacion, en
muchos casos, es necesaria porque proporciona un alto grado de confianza y
seguridad en el método analitico y en la calidad de resultados y, ademas, permite

un conocimiento profundo de sus caracteristicas de funcionamiento.
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1.6.1 Caracteristicas fundamentales de los procesos de validacion

La fiabilidad, la idoneidad y lo facil o practico que es un procedimiento se
consideran como caracteristicas fundamentales de los procesos de validacion. Los
pardmetros que expresan la confiabilidad de los métodos analiticos’®, también
denominados parametros de validacion, son: linealidad, precision, exactitud,

sensibilidad y selectividad.

Se entiende como linealidad™ la capacidad del método analitico para obtener
resultados linealmente proporcionales a la concentracion de analito en la muestra,
dentro de un intervalo determinado. Debe definirse la linealidad para
concentraciones que cubran el &mbito total de interés. EI ambito dinamico lineal
(Linear Dynamic Range) es el intervalo de sensibilidad del sistema instrumental

de medida.

La determinacion de la linealidad se realiza mediante la curva de calibracién que
relaciona las respuestas (areas, alturas, absorbancias) con concentraciones o
cantidades de analito. Generalmente, se pretende obtener una recta de calibracién

determinandose los parametros de la recta por minimos cuadrados.

La precision’ indica la distribucién de los valores analiticos alrededor de su
media 0, expresada de otra forma, es la estimacion de la variabilidad de las
mediciones. Dentro del término precision del método se pueden distinguir tres

tipos de estudios, como se detallan a continuacion.

(1) Repetitividad, es la medida de la precisién de un método efectuado en las
mismas condiciones, sobre la misma muestra, por un mismo analista, en el mismo
laboratorio, con los mismos aparatos y reactivos y en el curso de la misma serie de
analisis efectuados, generalmente, en un corto intervalo de tiempo.

(2) Reproducibilidad, es la medida de precision de los resultados de un método
analitico efectuado sobre la misma muestra, pero en condiciones diferentes

(diferentes analistas, aparatos, dias, etc.)
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(3) Robustez, evalla los efectos de pequefios cambios en las condiciones
operacionales del andlisis sobre la fiabilidad del método analitico. Mide el grado
del procedimiento analitico por las variaciones de los factores que son

sospechosos de alterar el método.

La precision se expresa matematicamente por la desviacion estdndar o
preferiblemente por el coeficiente de variacion, que no es mas que la desviacion
estandar expresada en porcentaje con relacion a la media (desviacion estandar
relativa). La desviacion estandar es un pardmetro de dispersion que se expresa en

las unidades de medida escogidas.

La exactitud”® indica la capacidad del método analitico para dar resultados lo mas
proximo posible al valor verdadero. Si la diferencia entre el valor hallado y el

valor verdadero es pequefia, la exactitud es buena.

No deben confundirse exactitud y precision. La precision esta relacionada con la
dispersion de una serie de mediciones, pero no da ninguna indicacién de lo cerca
que estan las medidas del valor verdadero; por otro lado la exactitud refleja el

error sistematico, la precision refleja el error sistematico y el error aleatorio.

La falta de exactitud puede ser por exceso o por defecto. Las desviaciones por
exceso suelen producirse cuando existen interferencias analiticas y la selectividad
del método no es la adecuada. Las desviaciones por defecto suelen darse en
métodos analiticos muy laboriosos, con varias fases, extracciones y

purificaciones, que se traducen en una disminucion de la recuperacion.

La sensibilidad™ es la capacidad de un método analitico de registrar ligeras
variaciones de la concentracion. El limite de deteccion es la menor concentracion
0 cantidad de analito detectable con razonable certeza por un procedimiento
analitico dado. Segun otros autores®, es la menor concentracién de analito en una
muestra que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las
condiciones experimentales establecidas. El limite de cuantificacién o

determinacion, segin Calpena Campamany’®, es la menor concentracién o
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cantidad de analito de una muestra que puede ser determinada con aceptables

precision y exactitud bajo las condiciones experimentales establecidas.
1.6.2 Control de calidad de datos analiticos

El control de calidad considera diferentes actividades realizadas para que un
sistema se encuentre bajo control estadistico. Existen dos formas de evaluacion o
dos enfoques’™: un enfoque prescriptivo y otro basado en el rendimiento. En el
enfoque prescriptivo de la evaluacion de la calidad se miden las muestras por
duplicado, los blancos y patrones, donde los resultados de todos los analisis se
comparan con un unico limite preestablecido. Cuando este limite se supera, se
adopta una accion correctora adecuada. Estos enfoques prescriptivos son
generalmente los adecuados en los laboratorios sometidos a regulaciones

reglamentarias.

Existe otra forma de evaluacion de la calidad de los datos analiticos denominada
enfoque basado en el rendimiento, donde los métodos aplicados siguen siendo
los mismos (muestras por duplicado, blancos, patrones) ya que proporcionan la
informacidn necesaria sobre la precision. Sin embargo, lo que el laboratorio puede
controlar ademas es la frecuencia con que se analizan las muestras de evaluacion
de calidad y las condiciones que reflejan el momento en que un sistema analitico
escapa del control estadistico. Ademas, este enfoque permite al laboratorio
determinar si un sistema analitico corre peligro de salirse del control estadistico,
lo que permite aplicar medidas correctivas antes de que el problema se desarrolle.
Una herramienta importante en este enfoque es la grafica de control, donde los
datos de la evaluacién de la calidad medidos en el tiempo pueden ser resumidos a
un valor medio y una desviacion estandar; estos datos deben mostrar evaluaciones
aleatorias en torno al valor medio. Cuando los datos salen de un control

estadistico, los datos analiticos se ven influenciados por fuentes de error.

Para desarrollar una gréafica de control se calculan el valor medio y la desviacion

estandar de todos los valores analiticos. Las posiciones o lineas limitrofes son
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denominadas limite de accion o alarma superior (LAS), limite de accion inferior

(LAI), limites de control superior (LCS) y limites de control inferior (LCI).

1.7 Tratamiento de datos analiticos ambientales

La aplicacion de la quimiometria en el anélisis ambiental puede ser muy util para
solucionar ciertos problemas ambientales o de los métodos analiticos empleados
en su andlisis. Permite la planificacion y optimizacion del proceso analitico
completo, disefiando el muestreo o los experimentos, optimizando las diversas
etapas. De igual forma, permite la comprension de grandes matrices de datos, la
visualizacion de relaciones, la deteccion e identificacion de emisiones, la
cuantificacion de contaminantes y la investigacion de relaciones espaciales y
temporales. Adicionalmente, puede emplearse para la caracterizacion de los
factores criticos, la especiacion, la interrelacion entre contaminantes y su

distribucion o evaluacion del impacto ambiental.

La gran variedad de métodos requiere de una clasificacion que permita una
orientacion adecuada. De forma general, los métodos quimiométricos empleados

en los analisis e interpretaciones de datos pueden ser:

a. analisis estadistico e inferencial de datos
b. analisis multivariado

c. analisis de series de tiempo

d. calibracion multivariado

e. procesamiento de sefiales

f. modelamientos matematicos

g. optimizacion y disefio de experimentos.

El pretratamiento de datos es una parte muy importante de cualquier analisis
quimiomeétrico y tiene los mismos objetivos que la estadistica descriptiva, pero
ademas pretende detectar anomalias o errores en las distribuciones univariantes de

los datos.
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1.7.1 Analisis multivariado - analisis de componentes principales

Dada una gran matriz de datos analiticos, o también denominados variables
cuantitativas, generados después de ciertos analisis quimicos, resulta muy
complicada la interpretacion a simple vista, por lo cual el analisis factorial es una
técnica®® para reducir las variables a un espacio de menor dimensién, denominado
espacio factorial, interpretando asi las relaciones entre ellas. Dicho espacio
permitira analizar las similitudes entre los elementos de la muestra respecto a su

comportamiento en el conjunto de las variables.

Se pueden determinar subconjuntos de elementos diferenciados de variables,
donde se puede presentar que cada subconjunto esté muy relacionado con las
variables o, por el contrario, las variables y los distintos subconjuntos no

presenten ninguna relacion.

Este conjunto de variables identificadas podra ser clasificado como un nuevo
conjunto los denominados factores, de tal forma que cada factor represente la
informacién que tienen en comun las variables pertenecientes a un mismo

subconjunto.

El método de componentes principales se utiliza para la extraccion del espacio
factorial. Partimos de la representacion de los n datos analiticos como n puntos en
un espacio p-dimensional; luego se extraera un nuevo espacio p-dimensional de
tal forma que el primer eje o factor, F1, del nuevo espacio sera aquel que presente
la minima deformacion; en otras palabras, serd aquel factor que tenga la mayor
informacién de los datos o variables cuantitativas, y asi sucesivamente para los

demas factores F2, F3, etc.

Con el andlisis de componentes principales se pretende conseguir la
perpendicularidad de los factores para poder pasar de un conjunto de variables
correlacionadas entre si a otro grupo de variables correlacionadas por
combinaciones lineales de las originales, que estén incorrelacionadas o no

correlacionadas. El espacio factorial permite representar los datos analiticos como
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las variables y, mediante la proyeccion de variables por los p-factores, las

similitudes entre ellas estaran perfectamente representadas.

Muchas de las grandes aplicaciones medioambientales de estas técnicas estan en
la interpretacion de los resultados para caracterizar y evaluar la calidad de agua,
aire y suelo®>*®® Es (til para evidenciar las variaciones temporales y espaciales
causadas por las influencias antropdgenas y naturales ligadas a los cambios en las

estaciones u otros factores.
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1.8 Justificacion del Tema

Para evaluar el impacto de los compuestos organicos persistentes en el ambiente
se debe realizar monitoreos continuos y estratificados, en zonas o focos de

acumulacion de los mismos. De acuerdo a estudios recientes™ 8"

, Se han
identificado diversos compuestos persistentes en zonas ubicadas en alturas
(cordilleras y nevados). Esto es debido al proceso de condensacion fria y al
transporte atmosférico de los contaminantes por las masas de aire, ademas de las
caracteristicas orograficas y climaticas de cada lugar. Estos contaminantes pueden
ser adsorbidos por los suelos, depositarse tanto en sistemas acuaticos como en
sistemas bioldgicos, entrando asi a formar parte de la cadena alimentaria, y en la

atmasfera se encuentran tanto en aire como en material particulado.

Actualmente, los esfuerzos de investigacion sobre la presencia de sustancias
toxicas persistentes en el Per( son muy grandes, pero la escasa instrumentacion

limita el trabajo.

El transporte de los compuestos organicos persistentes se inicia en la fuente de
emisién ingresando en las masas de aire que aumentan asi su carga contaminante,
y favoreciendo el movimiento o transferencia de estos compuestos organicos, lo
cual estd determinado principalmente por condiciones quimicas, fisicas y
bioldgicas. La hipotesis en este trabajo se refiere al proceso de condensacion fria
y al transporte atmosférico de los contaminantes por las masas de aire. Los PAHs
se acumulan en zonas remotas frias como los nevados de la Cordillera de los
Andes, esperandose detectarlos en la zona de Ticlio. De igual forma, se propone
gue estos contaminantes pueden depositarse en cualquiera de los ecosistemas
presentes en el habitat. Se plantea entonces evaluar componentes abioticos del
ecosistema, que sirvan como indicadores de la presencia de los compuestos
organicos persistentes en zonas de acumulacion de las mismas y asi, estudiar el

desplazamiento de estos compuestos y su distribucion.

Este estudio muestra el trabajo de implementacion de técnicas y estandarizacion o
validacion de las mismas para la determinacion de hidrocarburos policiclicos
aromaticos por cromatografia de alta resolucion (HPLC). Luego, la toma de

diversas muestras de agua y suelo en los puntos elegidos como estaciones de
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muestreo. Una vez obtenidas las muestras, se procedié a su tratamiento y su
posterior analisis. Con las concentraciones de los PAHs en las muestras
determinadas se procedio al tratamiento de datos o resultados y su posterior

discusion.
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1.9 Objetivos

Objetivos generales

Implementar una metodologia cromatografica para el andlisis de
hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHSs) seleccionados.

Aplicar la metodologia para la deteccion, identificacion y cuantificacion
de PAHSs en la cuenca del rio Rimac - Ticlio (Cordillera Central de Lima,

ubicado en el distrito de Chicla, provincia de Huarochiri).

Objetivos especificos

Evaluar parametros de calidad (linealidad, limite de deteccion y
cuantificacion, precision, reproducibilidad y exactitud) para la
determinacion de PAHs por HPLC.

Determinar PAHs en muestras ambientales de agua y suelo mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Analizar estadisticamente las concentraciones de PAHs determinados en la
zona de estudio.

Analizar los indicadores geoquimicos que permiten diferenciar los

hidrocarburos antropogénicos de aquellos que tienen un origen natural.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Plan de muestreo

2.1.1 Area de estudio

El &rea de estudio corresponde a los nevados presentes en la zona de Ticlio,
nevados que se caracterizan por estar situados a grandes altitudes, superiores a los
3000 m.s.n.m. hasta los 4810 m.s.n.m. Ticlio pertenece a la Cordillera Central de
Lima, ubicado en el distrito de Chicla, provincia de Huarochiri; es una zona que
se caracteriza por la presencia de esplendorosos nevados y lagunas como se puede
observar en la figura 2.1, ademéas de poseer temperaturas muy bajas entre 8 y -
5°C.

Figura 2.1 Zona de nevados y lagunas de Ticlio

Para la ubicacion de las estaciones de muestreo se seleccion6 lugares accesibles
que permitieron la facil manipulacion de las muestras. Cada una de las estaciones
de muestreo fue ubicada geograficamente con un GPS. A continuacion se muestra
la tabla 2.1, con ubicacion geografica en coordenadas UTM y el nombre
referencial asignado. Se utilizé un formato de control de muestreo (anexo 1).
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Tabla 2.1. Ubicacion de las estaciones de muestreo

Coordenadas UTM
Estacion de Muestreo Altitud m.s.n.m

E N
El: Ticlio 2 368940 8716560 4684
E2: Ticlio 2 368324 8716233 4562
E3: Puente Chicla 1 361561 8704731 3744
E4: Puente Anchi 1 361585 8702552 3548
E5: Puente Tamboraque 1 357375 8696665 3056
E6: Puente los Angeles 308713 8675688 900

La siguiente figura 2.2 muestra las estaciones de muestreo ubicadas en un mapa

geo-referencial obtenido a partir del GPS:
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Figura 2.2 Puntos reales de las estaciones de muestreo
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Las figuras 2.3; 2.4; 2.5; 2.6; 2.7 y 2.8 muestran fotografias de las seis estaciones
de muestreo de agua y suelo considerados para los muestreos de campos

realizado.

Figura 2.3 Estacion E1- Ticlio 1 Figura 2.4 Estacion E2- Ticlio 2

Figura 2.5 Estacion E3- Chicla | Figura 2.6 Estacion E4- Anchi |
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Figura 2.7 Estacion E5- Tamboraque |  Figura 2.8 Estacion E6- Puente los Angeles

2.1.2 Diseno y cronograma de muestreo

Para el presente trabajo se aplicé un muestreo aleatorio estratificado, debido a la
distribucion espacial no homogénea de los contaminantes, esto es influenciado por
la variabilidad de los factores como, por ejemplo, suelo, pendiente, vegetacion,
altitud, etc., ademas de las propiedades quimicas de los PAHs determinantes en su
distribucion en la zona. Esa variabilidad fue reconocida mediante la delimitacion
de zonas en las que la distribucion de las sustancias contaminantes es homogénea.
Es por ello que se considera las diferentes altitudes como estratos, que

constituyen sub-poblaciones de muestreo dentro de una misma zona.

La aplicacion de este modelo consiste, en primer lugar, en la subdivision del area
de estudio en zonas homogeneas o estratos en cuanto a la distribucion espacial de
sustancias contaminantes, y, en segundo lugar, en la realizacién de un muestreo
aleatorio simple en cada uno de estos estratos.

Antes de implementar el disefio de muestreo estratificado en toda la zona de
estudio, se realizd6 un muestreo preliminar el 23 de abril del 2006. Al corroborar
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la presencia de algunos PAHs se decidio implementar el procedimiento de

muestreo estratificado en tres fechas mas, las cuales se presentan en la tabla 2.2.

Tabla 2.2 Cronograma de muestreo.

Estaciones de 23 Abril 2006 2 de Set. 2006 25 de Nov. 2007 10 de Mar. 2007

muestreo (muestreo 0) (1% muestreo) (2% muestreo) (3% muestreo)
El agua- suelo agua- suelo agua- suelo agua- suelo
E2 agua- suelo agua- suelo agua- suelo agua- suelo
E3 agua- suelo agua- suelo agua- suelo agua- suelo
E4 agua- suelo agua- suelo agua- suelo agua- suelo
E5 agua- suelo agua- suelo agua- suelo agua- suelo
E6 agua- suelo agua- suelo agua- suelo agua- suelo

2.2. Consideraciones analiticas para muestras ambientales
Para el presente trabajo se tom6 en consideracion procedimientos recomendados®®
para la realizacion de buenas practicas de laboratorio y un buen trabajo de campo,

con la finalidad de obtener muestras representativas en tiempo y tamafio.

Para cada salida a campo se utilizd un material de envasado para la recoleccion
de las muestras previamente tratado y las medidas minimas de seguridad personal
como guantes, mascarilla, botas y materiales de preservacion a bajas temperaturas,

bolsas, papel aluminio, baldes y recipientes térmicos.

2.2.1. Recipientes de muestreo

Para el muestreo se tomo en cuenta que el contaminante no podra ser adsorbido
por las paredes de la envoltura o botella que lo contenga. Los recipientes que se
recomiendan® para este tipo de analitos son generalmente de vidrio

borosilicatado o de polietileno de alta densidad (HDPE).

El procedimiento de limpieza de todos los materiales para el muestreo fue el

siguiente:
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— Lavar con detergente de laboratorio sin fosfatos

— Enjuagar 3 veces con agua destilada

— Enjuagar con &cido nitrico 1:1

— Enjuagar 3 veces con agua libre de compuestos organicos
— Secar en estufa durante 1 hora

— Afadir hexano, diclorometano, acetona o metanol

— Secar en estufa durante 1 hora

Las muestras para el andlisis se obtuvieron por duplicado en recipientes de vidrio

con cinta de Teflon y sin dejar cAmara de aire sobre la muestra.

Para las muestras de aguas se utilizd botellas &mbar de 2 a 4 litros, figura 2.9.
Previo al muestreo, estas botellas fueron tratadas seglin las recomendaciones
anteriores. Después del muestreo se refrigeraron a 4°C hasta su traslado al

laboratorio.

Figura 2.9 Envases para muestreo de agua

En el laboratorio se tomé 3 L de muestra de agua y se colocé en un embudo de
decantacion para proceder con la extraccion de PAHs con diclorometano y su

posterior analisis por HPLC.
Las muestras de suelo fueron tomadas del nivel superficial y se almacenaron en

envases de vidrio de 250 mL (Figura 2.10). Se almacenaron cubriendo el envase

con papel aluminio (cubriéndolos de la luz), refrigerados a 4°C .
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Figura 2.10 Envases para
muestreo de suelos

En el laboratorio, las muestras de suelo fueron tamizadas (malla 400-600 pum) y
secadas a 60 °C en la estufa por 48 horas. Se pesé en una balanza analitica
aproximadamente 10 gramos de muestra seca y se procedio con la extraccion de

los PAHSs y su posterior determinacion por HPLC.

2.2.2. Conservacion de la muestra

La conservacion suele basarse en el empleo de sustancias quimicas como acidos o
bases para controlar el pH, pero frecuentemente es el almacenamiento a baja
temperatura el mas recomendado. Las muestras fueron almacenadas a 4°C en la

oscuridad hasta su posterior anélisis®®.

El tiempo necesario entre la toma de muestra y el analisis es critico ya que los
analitos pueden degradarse o sufrir pérdidas a partir de un determinado momento,
incluso considerando técnicas de conservacion y almacenamiento. Por lo general,
es necesario llegar a un compromiso entre el tipo de recipiente utilizado en el

muestreo, procedimiento de conservacion y tiempo recomendado de conservacion.
Para los analisis de PAHs en muestras de suelo y agua la extracciéon de la matriz

se debe llevar a cabo dentro de los 14 dias y la determinacién en los 40 dias

siguientes®®.
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2.3. Tipos de muestras y caracteristicas

En las distintas estaciones de muestreo fueron colectadas muestras de agua y suelo
segun un cronograma establecido (tabla 2.2) y de acuerdo al disefio de muestreo

implementado.

2.2.1 Muestras de agua

A continuacién, la tabla 2.3 muestra las caracteristicas fisico-quimicas de las

muestras de aguas superficiales recolectadas de orillas del rio.

Tabla 2.3 Caracteristicas de las muestras de agua.

Estacion de o L
Muestreo Muestreo pH T (°C) Apariencia
El 8.88 9 Transparente ligeramente amarillenta
E2 8.7 8 Transparente ligeramente amarillenta
. E3 8.73 11 Transparente e incolora
Primero E4 8.73 12 Transparente e incolora
E5 8.48 15 Transparente e incolora
E6 8 18 Transparente e incolora
El 8.35 11 Transparente e incolora
E2 8.32 10.5 | Transparente e incolora
Segundo E3 8.45 13.6 | Transparente e !ncolora
E4 8.3 11 Transparente e incolora
E5 8.11 15 Transparente e incolora
E6 8.0 18 Transparente e incolora
El 6 9 Transparente ligeramente amarillenta
E2 6 7 Transparente ligeramente amarillenta
Tercero E3 6 8 L!geramente turb!a
E4 6 11 Ligeramente turbia
E5 6 12 Turbia con abundante material suspendido
E6 6 16 Turbia con abundante material suspendido

2.3.2 Muestras de suelo

A continuacion se presenta la tabla 2.4, donde se muestran las caracteristicas de
las muestras de suelos superficiales recolectadas de maximo 10 cm de

profundidad.
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Tabla 2.4 Caracteristicas de las muestras de suelo.

Muestreo E.\S/fﬁg';?ege Apariencia
El Suelo ligeramente rojizo, pedregoso, presencia de cierta
vegetacion.
E2 Suelo rojizo, pedregoso.
Primero E3 Suelo ligeramente rojizo, pedregoso, abundante vegetacion y
basura.
E4 Suelo con abundante vegetacion.
E5 Suelo muy pedregoso.
E6 Suelo arenoso.
El Suelo ligeramente rojizo, pedregoso, presencia de cierta
vegetacion.
E2 Suelo rojizo, pedregoso.
Sequndo E3 guelo ligeramente rojizo, pedregoso, abundante vegetacion y
asura.
E4 Suelo con abundante vegetacion.
E5 Suelo muy pedregoso.
E6 Suelo arenoso.
El Suelo ligeramente rojizo, pedregoso, presencia de cierta
vegetacién y himedo
E2 Suelo rojizo, pedregoso y himedo.
E3 Suelo ligeramente rojizo, pedregoso, himedo, abundante
Tercero o
vegetacion y basura.
E4 Suelo con abundante vegetacion y himedo.
E5 Suelo muy pedregoso y himedo
E6 Suelo arenoso y himedo

2.4 Andlisis quimico

Mediante la evaluacién de algunos parametros de calidad analitica de un método
analitico se muestra la confiabilidad de producir un resultado previsto dentro de
intervalos definidos. Para el presente estudio se establecié la linealidad, precision,
exactitud, sensibilidad analitica, limite de deteccion, y limite de cuantificacion
para la determinacién simultanea de dieciséis hidrocarburos policiclicos
aromaticos por cromatografia liquida de alta resolucion HPLC. Todos estos

trabajos se realizaron a partir de soluciones estandares certificadas.
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2.4.1 Preparacion de soluciones estandar

Para los distintos procedimientos en general se preparé una solucién madre a
partir de los patrones certificados que contienen los dieciséis PAHs en acetonitrilo
(anexo 3). Esta solucién se almacen0 y se tomaron alicuotas correspondientes
para obtener soluciones estandar en un rango de concentraciones Utiles para la

curva de calibracion o rango de linealidad evaluada.

2.4.2 Meétodo de extraccion para muestras de agua

El método que se desarrolld para determinar algunos PAHs tiene como referencia
el método EPAM 610, especifico para muestras de aguas naturales en

comparacién con el método EPA* 8310.

Se realiz6 una extraccion liquido-liquido con diclorometano. El extracto se
sometio a un procedimiento de limpieza, concentracion y luego se analizé por
HPLC con un detector ultravioleta visible y arreglo de diodos, seleccionando

condiciones adecuadas del cromatografo para la cuantificacion de distintos PAHSs.

Para la concentracion del extracto se considerd un destilador equivalente al
Kuderna- Danish, mencionado en el método normalizado (método EPA 610); este
es uno de los motivos por el cual se hace necesaria la validacion del

procedimiento.

La figura 2.11 muestra el procedimiento para la extraccion liquido-liquido con

diclorometano en muestras de aguas.
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1 L de muestra de agua
previamente filtrada en un
embudo de decantacion 2 L.

\_

N 1. EXTRACCION: Dos veces
Fase acuosa: ~ 1L de o Adicionar 60 mL diclorometano
e Agitar vigorosamente

o Reposar 10 minutos

A

muestra de agua

J - )
o Obtener la fase organica en un balén de 250 mL
'\
( 7 -
Fase organica: ~ 120 mL
Extracto de PAHs
.

Descartar 2. SECADO: .
e Pasar por una columna 10 mm @ de sulfato de sodio

sodio e Lavar previamente con 15 mL de diclorometano
J

N
Columna de sulfato de

v

[ Extracto de PAHs J

3. CONCENTRACION:

N
Solvente  orgénico con Descartar e Destilacion simple 60-70°C en campana
impurezas b o Enfriar por 10 minutos

) o Obtener el extracto en un balén de 10 mL

A 4

~ 1 mL extracto de PAHSs ]

4. ALMACENAMIENTO:
¢ Adicionar 2 mL de diclorometano (DCM)
e Transferir a un frasco de 5 mL
e Tiempo maximo de almacenamiento 2 dias

\ 4

[ Extracto de PAHs ]

Figura 2.11 Extraccion de PAHs en muestras de agua

53

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

TESIS PUCP ! CATOLICA

DEL PERU

En las figuras 2.12 y 2.13 se muestra el sistema utilizado para este

procedimiento.

Figura 2.12 Extraccion liquido-liquido. Figura 2.13 Sistema de destilacion
Técnica preparativa para muestras simple. Técnica de concentracion
acuosas.

2.4.3 Método de extraccidon para muestras de suelos

Para el andlisis de PAHs en muestras en suelo no existe un método establecido,
por tal motivo se implementd una metodologia alternativa, realizando una
extraccion sélido-liquido (Soxhlet) segin la EPA™ 3540, técnica de extraccion
para muestras de suelos, lodos, sedimentos y tejidos. Se realizaron pruebas con
distintas mezclas de solventes para la extraccion®®, donde la mezcla
diclorometano: metanol 2:1 fue la que presentd el mayor porcentaje de extraccion.
Similar al procedimiento con aguas se utilizd6 un destilador simple para la

concentracion de los extractos.

La figura 2.14 muestra el procedimiento de extraccion de PAHs en muestras de

suelos.
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Muestra de suelo

1. HOMOGENEIZACION:
e Tamizar la muestra. malla 400-600 um

[ Muestra homogénea de suelo J @istema Soxhlet: \
e Manta calefactora con
2 SECADO: regulador de
¢ 30-40°C x 24 horas temperatL_Jra.
\4 ¢ Bal6n de vidrio 500 mL
10-20 g de muestra seca * Soxhlet de 500 mL
¢ Refrigerante de columna
\ 500 mL /

ol

3. EXTRACCION:
e Se coloca en el cartucho de papel 10 cm

- Descartar e Este cartucho se coloca en el sistema
[ Cartucho con residuos ]4— Soxhlet, con 450 mL de mezcla
diclorometano.metanol (DCM:MeOH)

2:1, instalado dentro de la campana

e Temperatura de 60-70°C x 48 horas.
A 4

[ ~ 450 mL Extracto ]

4, CONCENTRACION:

e Destilacion simple 60-70°C en campana
e Enfriar por 10 minutos

e Obtener el extracto en un bal6n de 10 mL

\ 4

~ 5 mL extracto de PAHSs ]

5. SECADO:
. Descartar
Sulfato de sodio « Pasar por una columna 10 mm @ de sulfato
J de sodio anhidro
y

[ Extracto de PAHs ]

6. CONCENTRACION:
o Destilacion simple 60-70°C en
campana
impurezas o Enfriar por 10 minutos

Solvente organico con Descartar

\ 4

[ ~1 mL extracto de PAHSs ]

7. ALMACENAMIENTO:
e Adicionar 2 mL de la mezcla de DCM:MeOH
e Transferir a un frasco de 5 mL

y
[ Extracto de PAHs ]

Figura 2.14 Extraccion de PAHs en muestras de suelo
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El extracto organico después de la extraccion Soxhlet (figura 2.15) se someti6 al
procedimiento de limpieza y concentracion para luego ser analizado por HPLC.

Figura 2.15 Extraccion Soxhlet. Técnica preparativa para muestras de suelos, lodos,
sedimentos, tejidos. (Método EPA 3540).

2.4.4 Limpieza del extracto de PAHSs

Segin la EPA' 3630C, una columna de silicagel (Silicagel 60 de 35-70 pm-
Merck Millipore) permite aislar los PAHSs de sus interferentes para poder analizar
por HPLC.

La figura 2.16 muestra el procedimiento de limpieza del extracto de PAHs de

meustras de suelo y agua.
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[ Extracto de PAHs ~ 2 - 5mL ]

1. CONCENTRACION:
e Adicionar 5 mL de ciclohexano

Solvente organico con Descartar e Destilacion simple 60-70°C x 10 min. Hasta
) obtener un volumen de 0,5 mL
Impurezas e Enfriar por 10 minutos

o Ajustar el volumen a 2 mL con cliclohexano

v ﬁ:olumna de silicagel: \

[ Extracto de PAHs ] Llenar la columna de 20 mm
@ con 10 g de silicagel
activada con diclorometano
e Afadir sulfato de sodio en la
parte superior 1-2 cm
e Eluir con 40 mL de pentano

Descartar \ )
[ ~ 40 mL de pentano ]4—

2. LIMPIEZA DEL EXTRACTO:

e Pasar el extracto de PAHs en hexano por la
columna de silicagel

¢ Afiadir 25 mL de pentano en forma continua
para que no quede el sulfato de sodio expuesto
al aire.

e Eluir la columna con 25 mL de mezcla
diclorometano:nentano 4:6

A 4

[ ~ 60 mL extracto de PAHs ]

3. CONCENTRACION:
e Destilacion 60-70°C hasta 0,5 mL

o Diluir con pentano hasta 1 mL
- ) Descartar
Solvente organico con e Concentrar nuevamente a 0,5 mL
. e Diluir hasta 1 mL con diclorometano
impurezas J'
-

~ 1 mL Extracto de PAHs

Figura 2.16 Proceso de limpieza del extracto de PAHs
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En la siguiente figura 2.17 se muestra el sistema utilizado para este

procedimiento.

Figura 2.17 Cromatografia liquida en
columna con silicagel.

2.4.5. Concentracion del extracto de PAHs
El extracto obtenido tanto del procedimiento de extraccion como del
procedimiento de limpieza se coloca en un balén de 10 mL y se procedi6 con la

concentracion como muestra la figura 2.18.

[ Extracto de PAHs ~ 2 - 5mL ]

CONCENTRACION:
e Adicionar 4 mL de acetonitrilo grado

~\ ™

- Descartar cromatografico

Solvente organico con e Concentrar a 60-70°C x 10 min, hasta obtener un
impurezas ) volumen de 0,5 mL-1 mL

o Enfriar por 10 minutos
e Enjuagar el sistema con 0,2 mL de acetonitrilo
grado cromatografico y ajustar el volumena 1 mL

v

[ Extracto de PAHs ]

Figura 2.18 Concentracion del extracto de PAHs
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2.5.6. Determinacion por Cromatografia Liquida -HPLC

Se emple6 un Cromatdgrafo Liquido de Alta Resolucion HPLC Lachrom Merck
Hitachi, constituido por una bomba de gradiente modelo L-7100, un detector UV
modelo L-7450 (190 — 450 nm) y arreglo de diodos. Para la separacion del
sistema cromatografico se utilizd una columna PAH-Lichrosphere RP18, 250 x

4mm, diametro de particula 5 micrometros.

El programa de elucion del HPLC se muestra en la tabla 2.5. El volumen de

inyeccion de muestra fue de 20 pL.

Tabla 2.5 Programa de elucion para HPLC (A= 254 nm)

Flujo
Tiempo (min) %ACN %Agua .
(mL/min)
0 40 60 1,2
5 40 60 1,2
30 100 0 2
44 100 0 1,2
50 40 60 1,2
60 40 60 1,2

2.5 Estandarizacion del método cromatografico.

Para determinar los parametros de calidad del procedimiento analitico se tiene en

cuenta los siguientes procedimientos:

La linealidad del método, se trabajo con una serie de estandares, preparados entre
un rango de concentraciones de cada uno de los PAHs (tabla 2.6) a partir de la
solucion madre certificada (anexo 3). Este procedimiento también ayuda a obtener

la curva de calibracion con respecto a un blanco.
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Tabla 2.6 Concentraciones para evaluar la linealidad y curva de calibracion

Sol. Madre .. a@ngo Rango curva de

N° Analito (ng/ml) linealidad calibracion
He (ug/L) (g/L)
1 naftaleno 1002+5 100-1500 100-800
2 acenaftileno 10035 100-1500 100-800
3 acenafteno 100145 100-1500 100-800
4 fluoreno 100045 100-1500 100-800
5 fenantreno 1001+5 100-1500 100-800
6 antraceno 100145 100-1500 100-800
7 fluoranteno 100,0+0,5 10-500 10-80
8 pireno 100,2+0,5 10-500 10-80
9 benzo[a]antraceno 100,5+0,5 10-500 10-80
10 criseno 100,4+0,5 10-500 10-80
11 benzo[b]fluoranteno 100,0+0,5 10-500 10-80
12 benzo[Kk]fluoranteno 50+0,3 5-250 5-40
13 benzo[a]pireno 100,0+0,5 10-500 10-80
14 benzo[a,h]antraceno 100,5+0,5 10-500 10-80
15 benzo[g,h,i]perileno 100,0+0,5 10-500 10-80
* * *

16 indeno[1,2,3-c,d]pireno

*No se logré observar en los cromatogramas

Para los 6 primeros analitos de la tabla se trabajo en un rango de concentraciones
de 100 - 5000 pg/L, para fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno, criseno,
benzo[b]fluoranteno en un rango de 10 - 500 pg/L, benzo[K]fluoranteno de 5 - 250
ug/L y para los demas analitos de 10 - 500 ug/L, observando que no presentaban
linealidad en todo el rango evaluado, por lo que se decidi6 trabajar en un menor

rango de concentraciones, el cual se presenta en la tabla 2.6.

El limite de deteccién es comunmente expresado como concentracion de analito

y se calcula de la siguiente forma:

LD =Y} + 3Sp/m

Donde: Yy: corresponde a la respuesta del blanco (punto en el cual intercepta la
ecuacion de la recta, en la grafica concentracion vs area de los tres puntos mas
bajos); Sp: desviacion estandar de la respuesta a concentraciones cero, (punto en
el cual intercepta la ecuacion de la recta, en la grafica concentracion vs area de

los tres puntos mas bajos)
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Limite de cuantificacion, concentracidn minima de analito a ser cuantificada y se
determina de la siguiente forma:

LC =Y, + 10S,/m
Precision, dispersion de una serie de mediciones. Para determinar la precision del
instrumento evaluamos 8 medidas del estandar (2000/200/100 ug/L). Esto se

evalUa mediante el calculo del coeficiente de variacion:

%CV = % x100

o : desviacion estandar de las 8 medidas

X : promedio de las 8 medidas

Para determinar la precision del método se evalud la dispersion de dos muestras
inyectadas con 400/40/20 pg/L de PAHs.

La reproducibilidad se evalta mediante una muestra recargada en diferentes dias.
Para preparar las muestras de agua se tomoé 2 litros de agua destilada y se
incorporé 1 mL de la solucion estandar (200/20/10 pg/L). Luego de unas horas se
inicio el proceso de extraccion y todo el método descrito anteriormente. Este
procedimiento se repitd para tres muestras distintas de agua en tres dias.

Las muestras de suelo se prepararon adicionando 1 mL de la solucién estandar
preparada a 10 gramos de muestras de suelo, que se consideran como blancos para
este estudio (ya que fueron caracterizados previamente), luego de unas horas se
inicia con el proceso de extraccién y todo el método descrito anteriormente. Este

procedimiento se repitd para dos muestras distintas de suelo en tres dias.

La exactitud se mide como porcentaje de recuperacion. Las muestras de aguas se
obtuvieron al dosificar una muestra de 2 litros de agua con 1 mL de solucién
estandar previamente preparada, luego de cierto tiempo las muestras se extraen y
se procede por el método analitico expuesto anteriormente. Las muestras de suelo
se prepararon a partir de la incorporacion de 1mL de solucion estandar
previamente preparada. Luego se procedié a extraer las muestras de suelo y

continud con el procedimiento experimental.
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DISCUSION DE RESULTADOS

3.1. Estandarizacién del método cromatografico

Mediante la evaluacion de algunos parametros de calidad analitica se muestra la
confiabilidad de producir un resultado previsto dentro de intervalos definidos.
Para el presente estudio se establecieron la linealidad, la precision, la exactitud, la
sensibilidad analitica, el limite de deteccion vy el limite de cuantificacion para la
determinacion simultanea de 16 hidrocarburos policiclicos aromaticos por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). La curva de calibracion se
realiz6 midiendo por triplicado las respuestas correspondientes a cada analito de la

mezcla de estandares, en cuatro niveles de concentracion.

3.1.1 Linealidad del método

En la tabla 3.1 se presentan los rangos de concentracion donde se evalud la

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD
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DEL PERU

linealidad.
Tabla 3.1 Condiciones para evaluar la linealidad
Ne° Analito Tiempo de Sol. Madre Rango
retencion (min) (ng/ml) (ng/L)
1 naftaleno 16,81 100245 100-1500
2 acenaftileno 17,59 100315 100-1500
3 acenafteno 19,13 100145 100-1500
4 fluoreno 21,25 1000+5 100-1500
5 fenantreno 22,41 100145 100-1500
6 antraceno 23,12 100145 100-1500
7 fluoranteno 24,55 100,0+0,5 10-150
8 pireno 25,40 100,2+0,5 10-150
9 benzo[a]antraceno 27,33 100,5+0,5 10-150
10 criseno 29,57 100,4+0,5 10-150
11 benzo[b]fluoranteno 29,83 100,0+0,5 10-150
12 benzo[K]fluoranteno 30,65 50+0,3 5-100
13 benzo[a]pireno 31,29 100,0+0,5 10-150
14 dibenzo[a,h]antraceno 32,67 100,5+0,5 10-150
15 benzo[g,h,i]perileno 33,03 100,0+0,5 10-150
16 indeno[1,2,3-c,d]pireno * * *

*No se logré observar en los cromatogramas
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La linealidad se evaluo en funcién a dos parametros, el coeficiente de correlacion
(r%), y en términos relativos a la desviacion estandar de la pendiente (1-Spn/m). Los

resultados se muestran en la tabla 3.2.

Tabla 3.2 Parametros de evaluacion de la linealidad

Analito Rango pg/L re 1-Sm/m

naftaleno 100-1500 0,9980 0,980
acenaftaleno 100-1500 0,9990 0,990
acenafteno 100-1500 0,9990 0,996
fluoreno 100-1500 0,9990 0,997
fenantreno 100-1500 0,9990 0,995
antraceno 100-1500 0,9990 0,997
fluoranteno 10-150 0,9990 0,996
pireno 10-150 0,9980 0,985
benzo[a]antraceno 10-150 0,9990 0,997
criseno 10-150 0,9980 0,990
benzo[b]fluoranteno 10-150 0,9970 0,985
benzo[Kk]fluoranteno 5-100 0,9970 0,995
benzo[a]pireno 10-150 0,9960 0,969
dibenzo[a,h]antraceno 10-150 0,9990 0,993
benzo[g,h,i]perileno 10-150 0,9940 0,985
indeno[1,2,3-c,d]pireno * * *

*No se logré observar en los cromatogramas
m= pendiente; Sm= desviacién estandar de la pendiente.

Con respecto a la linealidad, este parametro incluye la proporcionalidad entre la
concentracion del analito y la respuesta (area del pico cromatogréfico)
proporcionando el intervalo de concentraciones para el cual el método es

satisfactorio.

La linealidad del sistema en el intervalo de concentracién estudiado se comprobd
mediante un analisis de regresion por el método de minimos cuadrados, calculado
mediante Minitab 15 y Excel. Se obtuvo la ecuacion de una linea recta para cada
uno de los analitos, la pendiente, una ordenada al origen (intercepto) y un
coeficiente de regresién (r%), para cada uno de los PAHSs en los intervalos de
concentracién sefialados, ver tabla 3.2. Este coeficiente de correlacion r? cercano
a 1 generalmente mide la linealidad del método. Segtin Marfa E. Baez?* no es
suficiente determinar el coeficiente de regresion (r? = 1) sino evaluar el parametro
1-Sm/m.
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Experimentalmente, estos valores del coeficiente de regresion y de linealidad son
significativos (tabla 3.2) por lo que se determind la buena linealidad del método
para cada uno de los 15 primeros PAHs. No se pudo observar el indeno (1,2,3-
c,d) pireno en los cromatogramas, lo cual podria estar relacionado con el tiempo

de elucion para el analisis por HPLC.

De acuerdo a los resultados presentados en la tabla 3.2, se tienen menores valores
de linealidad para pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo[g,h,i]perileno, naftaleno y
benzo[a]pireno en orden decreciente. Esto se puede relacionar con las mayores
desviaciones estandar establecidas para un determinado nivel de concentracion.
Sin embargo, los valores de r* son superiores a 0,99 para los quince PAHs

evaluados.

3.1.2 Limite de deteccion (LDD) y limite de cuantificacion (LDC)

La determinacion del limite de deteccion es importante para el andlisis de trazas.
Este término ha sido estudiado estadisticamente y existen varios criterios para su
determinacion. Ninguno tiene una aceptacion absoluta, pero existe la convencion
de diversos autores (Baez, 1999; Fernandez 1990 y Skrull 1997) que corresponde

a la siguiente expresion:

Y =Yy + 35, Ec. 3.1

Para determinar el limite de deteccidn, se midieron tres réplicas de la sefial de una
solucion que contenia los 16 analitos, en tres concentraciones bajas, debido a la

dificultad de medir blancos en métodos cromatogréaficos (Baez, 1999).

El limite de deteccion (LDD) se define como la minima concentracion de analito

detectable por el método. Segln diversas bibliografias?®

que coinciden en la
determinacion del LDD para métodos analiticos, se obtiene de la siguiente forma,

expresado en unidades de concentracion:

LDD = (Y +3Sy) — b o EC.32
m
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Yp: respuesta de la ecuacion de la recta a concentracion cero.

Sp: Desviacion estandar de la respuesta a concentracion cero.

m: pendiente de la ecuacion de la recta (de los tres puntos méas bajos,
concentracion vs area)

b: intercepto en la ecuacion de la recta

En la préctica, los términos Yy, y Sy se determinan cuando se utiliza una recta de
regresion convencional para la calibracion de tres concentraciones mas pequefias.
Si se considera que el método de los minimos cuadrados sin ponderar cada punto

|46

en la representacion grafica tiene una distribucién normal™, es apropiado utilizar

Syixen lugar de Sy, en la estimacion del limite de deteccion.

Un segundo criterio para determinar el limite de deteccion lo menciona Baez
(1999), el cual relaciona la sensibilidad y los pares de datos (n) utilizados para el

calculo de la regresion en la siguiente expresion:
LDD = 3 (Syix /m)[n-2/n-1]"? vee. Ec.33

Ambos resultados son comparables, por lo cual se tomé en cuenta la ecuacién 3.2

por la coincidencia de autores, para el reporte del LDD en la tabla 3.3.
El limite de cuantificacion esta determinado por:

Y =Y, + 10S;. ... EC.34
El valor numérico de 10 es por convencion analitica.
El limite de cuantificacion (LC), también llamado limite de determinacion, se
define como la minima concentracion de analito que puede ser determinada con

un aceptable nivel de incertidumbre. Este valor sera determinado teniendo en

cuenta la siguiente forma, en unidades de concentracion:
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LC = (Yp + 10*Sp) — b e EC.35
m

Yy: respuesta de la ecuacion de la recta a concentracion cero.

Sp: Desviacion estandar de la respuesta a concentracion cero.

m: pendiente de la ecuacion de la recta (de los tres puntos mas bajos,
concentracion vs area)

b: intercepto en la ecuacion de la recta

Tabla 3.3 Limites de deteccién y limites de cuantificacidon
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N° Analito Rango pg/L LDD (ppb) LC (ppb)
1 naftaleno 100-400 13,8 46,1
2 acenaftileno 100-400 26,6 88,8
3 acenafteno 100-400 11,9 39,7
4 fluoreno 100-400 11,8 39,3
5 fenantreno 100-400 7,37 24,6
6 antraceno 100-400 7,3 24,3
7 fluoranteno 10-40 0,15 0,50
8 pireno 10-40 2,46 8,2
9 benzo[a]antraceno 10-40 0,20 0,68
10 criseno 10-40 0,16 0,52
11 benzo[b]fluoranteno 10-40 4,44 14,8
12 benzo[k]fluoranteno 5-20 0,38 1,26
13 benzo[a]pireno 10-40 15 3,82
14 dibenzo[a,h]antraceno 10-40 1,62 5,39
15 benzo[g,h,i]perileno 10-40 2,72 9,8

En la tabla 3.3 se muestra el rango de concentracion evaluado y los
valores para los limites de deteccion y cuantificacién para cada uno de los PAHSs.
Los valores pequefios de 0,15 y 0,16 para el fluoranteno y criseno respectivamente
y valores maximos para el acenaftileno demuestran una buena sensibilidad
instrumental, corroborada también por la linealidad observada para cada uno de

los analitos (tabla 3.3) .

3.1.3 Precision

La precision describe el grado de dispersion entre una serie de mediciones
obtenidas para una misma muestra bajo las mismas condiciones. Se toman en
cuenta dos tipos de precision, una sobre el sistema instrumental y otra sobre el

método desarrollado; ambas fueron evaluadas experimentalmente.
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Tabla 3.4 Areas cromatogréaficas para PAHs (n=8)

Analito Sol. Areal Area 2 Area 3 Area 4 Areas Area 6 Area 7 Area 8
Estandar
(ng/L)
naftaleno 2000 144917 145000 143525 144272 141195 141749 141643 143289
acenaftileno 2000 213484 212400 212640 213840 211817 211222 212511 213220
acenafteno 2000 119070 118150 117040 118610 118500 117720 118560 118300
fluoreno 2000 1149265 1152100 1145381 1151573 1136358 1136878 1137688 1140965
fenantreno 2000 2623445 2627777 2618461 2630474 2635635 2634805 2631382 2650137
antraceno 2000 8339873 8340741 8325638 8330088 8421464 8407313 8395444 8447082
fluoranteno 200 57400 57200 57490 58080 56820 61013 57920 56780
pireno 200 60482 58931 60139 59080 58267 58072 57912 57866
benzo[a]antraceno 200 333780 334920 332650 336000 330010 329940 330050 332380
criseno 200 132678 133568 131368 130960 142716 142391 141911 143750
benzo[b]fluoranteno 200 85511 84231 82771 86340 71843 71148 71688 71369
benzo[Kk]fluoranteno 100 128762 129336 128147 129232 128009 126964 127875 128706
benzo[a]pireno 200 27097 28143 27912 28007 28280 27655 28185 28373
dibenzo[a,h]antraceno 200 206677 206785 207379 208166 205099 203840 205526 207819
benzo[g,h,i]perileno 200 55203 53994 53650 52893 56540 55759 56583 57100
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Precision del sistema instrumental

Para evaluar este pardmetro se evaluaron ocho inyecciones de una solucién
estandar preparada a partir de la solucion madre de PAHSs certificada (anexo 3) .
Las areas para cada uno de los analitos en los cromatogramas se presentan en la
tabla 3.4.

El coeficiente de variacion (%CV) o desviacion estandar relativa es la forma mas
apropiada de la precision para fines comparativos. Sus unidades se expresan en
porcentajes y se determina en funcion al promedio ( X ) de las ocho inyecciones y

la desviaciéon estandar (o).

%CV = % x100 Ec. 3.6

Las areas de los cromatogramas se presentan en la tabla 3.4 vy, para fines
comparativos, la precision fue expresada como porcentaje de variacion o
desviacion estandar relativa. Segdn estudios presentados por Diaz’® (normas EPA)
el porcentaje de coeficiente de variacion debe ser menor que el 15%; comparando
con los resultados de la tabla 3.5, se tiene valores 0,36% para el fenantreno y
valores maximos de 9,13% para el fluoranteno. De acuerdo con este criterio, los

resultados estan dentro de los valores normales.

Tabla 3.5 Precision instrumental evaluada por el %CV

Analito Promedio c %CV
naftaleno 143198,8 1511,88 1,06
acenaftileno 212641,8 866,11 0,41
acenafteno 118243,8 623,10 0,53
fluoreno 1143776,0 6658,63 0,58
fenantreno 2631514,5 9450,50 0,36
antraceno 8375955,4  47314,73 0,56
fluoranteno 57837,9 1363,90 2,36
pireno 58843,6 1012,59 1,72
benzo[a]antraceno 332466,3 2346,08 0,71
criseno 137417,8 5715,63 4,16
benzo[b]fluoranteno 78112,6 7132,69 9,13
benzo[k]fluoranteno 128378,9 787,77 0,61
benzo[a]pireno 27956,5 413,92 1,48
dibenzo[a,h]antraceno  206411,4 1479,61 0,72
benzo[g,h,i]perileno 55215,3 1549,57 2,81
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b. Precision del método

La precision del método mide la variabilidad del método analitico desarrollado.
Este pardmetro también serd expresado por el coeficiente de variacion. Se
midieron las areas de muestras (agua o suelo) recargadas con una solucion

estandar de concentracién conocida.

Las muestras de agua se prepararon adicionando 1 mL de la solucion estandar a
dos litros de agua destilada (previamente caracterizada) y luego se inicia el
proceso de extraccion y el método descrito en la parte experimental. Las areas de

los cromatogramas obtenidos se muestran en la tabla 3.6.

Las muestras de suelo se prepararon adicionando 1 mL de la solucién estandar
preparada a 10 gramos de muestras de suelo, que se consideran como blancos para
el estudio (caracterizado previamente)®*. Luego se inicia el proceso de extraccion
y el método descrito en la parte experimental. Las areas de los cromatogramas

obtenidos se muestran en la tabla 3.6.

69

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD
CATOLICA

DEL PERU




TESIS PUCP

PONTIFICIA

UNIVERSIDAD

CATOLICA
DEL PERU

Tabla 3.6 Precision del método.

Analito Estsélcr):dar Muestras de agua Es tSé\(rJ:dar Muestras de suelo

(ng/L) Areal  Area2 Promedio c %CV  (ng/L) Areal Area2 Area3 Promedio c %CV
naftaleno 400 104019 108560 1062895 321097 3,02 200 179740 193530 189878 187716 714470 381
acenaftileno 400 58740 60500 596200 124451 209 200 105260 99840 99520 101540 322559 3,18
acenafteno 400 46135 47602 468685  1037,33 221 200 5780 4879 4672 511033 5891 11,53
fluoreno 400 391940 399496 3957180 534290 1,35 200 120987 127207 126921 1250383 3511,47 2,81
fenantreno 400 1528353 1555058 15417055 1888329 1,22 200 623373 643149 632681 633067,7 989367 156
antraceno 400 3345866 3409101 33774835 4471390 1,32 200 990455 990395 978034  986294,7 715401 0,73
fluoranteno 40 36080 38500 372900 171120 4,59 20 23160 24180 24630 23990 753,19 3,14
pireno 40 28060 28977 285185 64842 227 20 11900 13840 13720 131533 1087,08 8,26
benzo[a]antraceno 40 199900 203950 2019250 286378 142 20 114629 120450 118774 117951 299650 2,54
criseno 40 102180 103356 1027680 83156 0,81 20 69432 64997 63758  66062,3 298325 4,52
benzo[b]fluoranteno 40 40140 39263 397015 62013 156 20 26067 31742 31441 29750 319312 10,73
benzo[k]fluoranteno 20 76706 77367 770365 467,40 0,61 10 22260 21806 21889 21985 241,75 1,10
benzofa]pireno 40 15153 15032 150925 8556 057 20 14360 15473 14870 14901 557,15 3,74
dibenzo[a h]antraceno 40 105839 104206 1050225 115471 1,10 20 78894 81295 78609 795993 147539 185
benzo[g,h.i]perileno 40 210420 254833 2326265 3140473 1350 20 60049 56058 56541  57549,3 217820 3,78
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Nuevamente para fines comparativos se evaluaron los porcentajes del coeficiente
de variacion para las dos metodologias de aguas y suelos a partir de la tabla 3.6.
Al tomar en cuenta el criterio EPA™, se observé que todos los PAHs presentan
valores por debajo del 15% CV. Esto demuestra la poca variabilidad de las
metodologias utilizadas para la determinacion de PAHs. De acuerdo a estos
valores también se puede observar que las metodologias para suelos presentan

mayor variabilidad con respecto a las metodologias para las muestras de aguas.

En la figura 3.1 se muestra la variabilidad de las metodologias. Se puede observar
que las metodologias aplicadas a muestras de suelos presentan mayor variabilidad
que las metodologias aplicadas a las muestras de aguas. Esto es de esperar por la

complejidad de la matriz.
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Figura 3.1 Representacion de la variabilidad de las metodologias usadas para

muestras de aguas y suelos.

Para el benzo[g,h,i]perileno, el %CV es mucho mayor para las muestras de agua
que para las muestras de suelo. Esto puede estar relacionado con su alto peso
molecular y su caracteristica lipofilica que hace que pueda encontrarse mucho mas

estable en muestras solidas como los suelos que en las muestras de aguas.
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3.1.4. Reproducibilidad

Se define como el grado de concordancia entre resultados independientes
obtenidos con el mismo método a un mismo tipo de muestras, pero en diferentes
condiciones (distinto tipo de operador, instrumento, laboratorios, diferentes dias,
etc.). Para este trabajo se tomé en cuenta la reproducibilidad del instrumento en

diferentes dias de evaluacion.
Para evaluar este pardmetro se realizaron las medidas de las muestras recargadas
de una solucidn estandar de concentracion conocida y se analizaron en diferentes

dias.

Las areas de los cromatogramas para cada uno de los analitos en agua y suelo se

muestran en la siguiente tabla 3.7.
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Tabla 3.7 Evaluacion de la Reproducibilidad

Anali c S'Old Muestras de agua c tS’OIH Muestras de suelo

e (itgli)ar 2;22 %'fei I,D&I?ez Promedio c %CV ?uagr;L;:lr %ﬁe; I,D&I?ei Promedio c %CV
naftaleno 200 52700 43754 52000  49484,7 497523 10,05 400 152263 147573 149918  3316,33 2,21
acenaftileno 200 33200 32805 33279  33094,7 253,95 0,77 400 79197 79110 791535 61,52 0,08
acenafteno 200 31866 29747 29887  30500,0 1185,06 3,89 400 3940 3718 3829 156,98 4,10
fluoreno 200 218555 208496 216380 2144770  5292,63 2,47 400 360990 322163 3415765 27454,83 8,04
fenantreno 200 833241 804581 831457  823093,0 16056,66 1,95 400 1357306 1354864 1356085  1726,75 0,13
antraceno 200 1763658 1708438 1762182 1744759,3 31463,85 1,80 400 1929263 1961855 1945559 23046,02 1,18
fluoranteno 20 19160 20700 19740  19866,7 771,77 3,91 40 52310 51340 51825 685,89 1,32
pireno 20 13770 13450 13360  13526,7 215,48 1,59 40 22900 23280 23090 268,70 1,16
benzo[a]antraceno 20 94300 91430 93220  92983,3 144956 1,56 40 168916 168329  168622,5 415,07 0,25
criseno 20 45129 45036 44497  44887,3 341,22 0,76 40 87643 85152  86397,5 1761,40 2,04
benzo[b]fluoranteno 20 20980 17003 21382  19788,3 242053 12,23 40 35184 34407 347955 549,42 1,58
benzo[k]fluoranteno 10 38851 36740 38300  37963,7  1094,95 2,88 30 43560 44550 44055 700,04 1,59
benzo[a]pireno 20 6478 6560 6040 6359,3 279,57 4,40 40 19390 18860 19125 374,77 1,96
dibenzo[a,h]antraceno 20 43706 43064 42820  43196,7 457,66 1,06 40 212345 111057 161701 71621,43 44,29
benzo[g,h,i]perileno 20 98633 98685 99360 988927 405,56 0,41 40 591933 678877 635405 61478,69 9,68
Promedio 3.54 5.50
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La reproducibilidad es otro parametro que sirve para evaluar la precision. Para
este trabajo la reproducibilidad del instrumento también se evalué midiendo las
muestras recargadas con soluciones estandar en diferentes dias, segun lo detallado
en la parte experimental. Si se compara el valor promedio del %CV de la
precision instrumental de 1,81% (a partir de la tabla 3.5) con el valor promedio
de los %CV de 3,54 y 5,50% para las muestras de aguas y suelos respectivamente
(a partir de la tabla 3.7), se puede observar que aumenta ligeramente pero no se

supera el 15%"°.

3.1.5 Exactitud

Es el grado de concordancia entre el valor medido y el valor real. Como nunca se
conoce el valor verdadero, un concepto mas real es la concordancia entre el valor
medido y el valor real aceptado. Experimentalmente este parametro se obtiene

como porcentaje de recuperacion.

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 3.8 a partir de los

cromatograma.
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Tabla 3.8 Evaluacion de la exactitud del método.

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

CATO|

LICA

DEL PERU

Muestras de agua

%

Muestras de suelo

%

Analito ) ) _ Conc. Conc. Recupe Area Area Promedio Conc. Conc. Rec_u,pe
Area Area  Promedio Experimental  Teorica racion Experimental Teorica racion
(ng/L) (ng/L) (pg/L) (pg/L)
naftaleno 52321 53132 52726,5 1020 1000 102 211252 219836 215544 4250 5000 85
acenaftileno 88660 87520 88090 1020 1000 102 345039 359183 352111 4170 5000 83,4
acenafteno 67360 66720 67040 1020 1000 102 311840 322600 317220 4850 5000 97
fluoreno 482740 480480 481610 1030 1000 103 1878601 1964020 1921310,5 4220 5000 84,4
fenantreno 1488391 1488108 1488249,5 1020 1000 102 6921944 7205539 7063741,5 4860 5000 97,2
antraceno 2656582 2660971 2658776,5 1010 1000 101 9623075 10016252 9819663,5 3850 5000 77
fluoranteno 31520 31520 31520 101 100 101 149570 157000 153285 484 500 96,8
pireno 25022 23380 24201 103 100 103 97149 100825 98987 424 500 84,8
benzo[a]antraceno 158700 157200 157950 103 100 103 666700 695140 680920 453 500 90,6
criseno 74637 74497 74567 95,5 100 955 367922 365384 366653 473 500 94,6
benzo[b]fluoranteno 36982 35412 36197 63,4 50 126,8 120698 145255  132976,5 465 500 93
benzo[k]fluoranteno 73130 70274 71702 103 100 103 336864 348938 342901 244 250 97,6
benzo[a]pireno 14920 14385 14652,5 99,4 100 99,4 74595 75681 75138 523 500 104,6
dibenzo[a,h]antraceno 87796 86999 87397,5 104 100 104 346216 358603  352409,5 430 500 86
benzo[g,h,i]perileno 35043 35300 35171,5 104 100 104 146888 146114 146501 543 500 108,6
% Re cuperacion = conc. exp erimental x 100

conc. tedrica
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Los resultados del porcentaje de recuperacion se graficaron alrededor del 100%

que corresponde a un valor ideal.
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Figura 3.2 Evaluacion de la exactitud de la metodologia para muestras de

aguas y suelos.

A partir de la tabla 3.8 se pudo evaluar la buena exactitud del método
desarrollado para la determinacién de PAHs tanto en muestras de aguas como

muestras de suelos.

En la grafica 3.2 se puede observar que solo el benzo[b]fluoranteno presenta un
gran porcentaje de recuperacion. Esto se puede relacionar con algun tipo de
contaminacion de las muestras en el proceso del tratamiento que corresponde a un
20% de error para este analito lo cual se tendra en consideracién en los calculos de

las muestras reales.
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3.1.6 Curva de calibracion

Se prepard una curva de calibracion con soluciones estandares a partir de la
solucion madre certficada (anexo 3) en un rango de concentraciones expuestas en
la tabla 3.9, cada uno de los estandares contiene los dieciséis PAHs a distintas

concentraciones.

Tabla 3.9 Soluciones estandar parala curva de calibracion.

Analito(ug/L) S'Il'D 812'D S'I3'D S'L:D 815'D
naftaleno 100 200 400 600 800
acenaftileno 100 200 400 600 800
acenafteno 100 200 400 600 800
fluoreno 100 200 400 600 800
fenantreno 100 200 400 600 800
antraceno 100 200 400 600 800
fluoranteno 10 20 40 60 80
pireno 10 20 40 60 80
benzo[a]antraceno 10 20 40 60 80
criseno 10 20 40 60 80
benzo[b]fluoranteno 10 20 40 60 80
benzo[Kk]fluoranteno 5 10 20 30 40
benzo[a]pireno 10 20 40 60 80
dibenzo[a,h]antraceno 10 20 40 60 80
benzo[g,h,i]perileno 10 20 40 60 80

Se realizaron los anélisis de los estandares por HPLC y se obtuvieron los
cromatogramas. Se calcularon las areas y se construyeron las curvas de
calibracién para cada uno de los analitos, con su respectiva ecuacion de recta y
coeficiente de correlacion (). A continuacién se muestran las curvas de

calibracion.
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Figura 3.3 Curva de calibracion para el naftaleno
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Figura 3.4 Curva de calibracion para el acenaftileno
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Figura 3.5 Curva de calibracién para el acenafteno
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Figura 3.6 Curva de calibracion para el fluoreno
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Figura 3.8 Curva de calibracion para el antraceno
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Figura 3.10 Curva de calibracion para el pireno
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Figura 3.11 Curva de calibracién para el benzo[a]antraceno
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Figura 3.12 Curva de calibracion para el criseno

82

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




\\‘ﬁNEgﬁl

F¥ g PONTIFICIA
TESIS PUCP £ gs UNIVERSIDAD

DEL PERU

30000 ¢

25000 + y=285,1x+ 1457,

1°=10,999

20000 +

15000 |

Area

10000 benzo[b]fluoranteno

5000

0:'"'I""I""I""I""I
0 20 40 60 80 100

Concentracion ppb

Figura 3.13 Curva de calibracién para el benzo[b]fluoranteno
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Figura 3.14 Curva de calibracién para el benzo[k]fluoranteno

83

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




\\‘ﬁNEgﬁl

F¥ g PONTIFICIA
TESIS PUCP £ gs UNIVERSIDAD

DEL PERU

14000 -

12000+ y=1463x+501.9
E 2 = 5
10000 £ 1F=0,993

3000

Area

6000 + ,
: benzo[a]pireno
4000 £

2000

0:'"'I""I""I""I""I
0 20 40 60 80 100

Concentracion ppb

Figura 3.15 Curva de calibracion para el benzo[a]pireno
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Figura 3.16 Curva de calibracién para el dibenzo[a,h]antraceno

84

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




1ENEg,

§-\‘:T - PONTIFICIA
TESIS PUCP P~ gs 22{‘3{':3'&”\0

DEL PERU

35000

30000 y=255.0x+7726
1= 0.999

25000

20000

Area

15000 | o
: benzo[g,h,i]piroleno
10000 +

5000

Concentracion ppb

Figura 3.17 Curva de calibracion para el benzo[g,h,i]piroleno

Se realiz6 la curva de calibracion midiendo por triplicado las respuestas
correspondientes a cada analito dentro de una mezcla, en cuatro niveles de
concentracion. Los parametros de la calibracion (Tabla 3.10) se obtienen como

resultado a partir de los datos obtenidos de dicha calibracion.

Tabla 3.10 Parametros de calibracion (y =ax +b’)

N°  Analito Rango a Sa b’ Sy Swy
pg/L

1 naftaleno 100-800 51,5 1,0 1376,7 512,4 596,5
2  acenaftileno 100-800 84,0 1,3 3276,7 661,3 769,9
3 acenafteno 100-800 65,3 0,4 325,1 204,9 238,6
4 fluoreno 100-800 450,3 2,2 20490,4 1102,2 1283,
5 fenantreno 100-800 1445,7 10,6 15440,4 5212,3 6068,2
6 antraceno 100-800 2524,9 9,1 122533,2 4483,6 5219,9
7  fluoranteno 10-80 313,9 1,8 -99,3 88,9 103,4
8  pireno 10-80 232,1 4,9 972,3  238,7 277,8
9  benzo[a]antraceno 10-80 1484,3 2,7 3889,0 131,5 153,1
10 criseno 10-80 768,1 10,2 255,2 501,2 583,5
11 benzo[b]fluoranteno 10-80 285,2 4,9 1457,3  241,4 281,1
12 benzo[k]fluoranteno 5-40 1390,0 7,6 214,1 186,1 216,7
13 benzo[a]pireno 10-80 146,3 5,5 502,0 272,8 317,6
14 dibenzo[a,h]antraceno 10-80 808,5 8,1 4013,2 398,3  463,7
15 benzo[g,h,i]perileno 10-100 255,0 3,9 7726,0  254,4 300,0

y = sefial del instrumento (&rea); x = concentracién; a = pendiente; S,= desviacion estandar de la
pendiente; b’= ordenada en el origen; S,= desviacion estandar de la ordenada en el origen; S,,=
desviacion estandar de la regresion.
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Los valores de la ecuacion de regresion para los analisis cromatograficos de los
diferentes PAHSs se presentan en la tabla 3.10, mostrando la ecuacion de la recta
asi como los errores aleatorios asociados a ellos como la desviacion estandar de la
pendiente (S,), de la ordenada en el origen (Sp:), y la deviacién estandar de la
calibracion (Syy). Los mas grandes errores en la estimacion de la regresion (Syy)
se producen para el fenantreno, antraceno y fluoreno. Este caso debido,
probablemente, a dificultades en la integracion por el fuerte gradiente en la sefial
de absorbancia; tal como se observaron en los cromatogramas las tres sefiales mas
grandes corresponden a estos tres PAHS y puede ser que se cometa un error mas
grande.

El siguiente parametro evaluado es la correlacion, medida de la asociacion entre la
sefial instrumental y la concentracion de los analitos; segun la tabla 3.11 todos
los valores del coeficiente de correlacion lineal de Pearson (r) son mayores a 0,05
lo que indica una muy buena correlacion lineal entre ambas variables. Segun

Baez?! este criterio es aceptado.

Segun la tabla 3.11 el benzo[a]pireno, seguido del naftaleno, pireno, acenaftileno
y benzo[g,h,i]perileno presentan menor linealidad con respecto a los demas
analitos. Esto se relaciona también con la repetibilidad y sensibilidad de los
mismos analitos. También se puede observar la excelente linealidad para el
benzo[a]antraceno asi como la repetibilidad y sensibilidad analitica, por lo que se
puede deducir que la linealidad estd estrechamente relacionada con la
repetibilidad, sensibilidad analitica y la calidad de la regresion evaluada con el

parametro Syy.

Estos valores corresponden al andlisis realizado en HPLC con un detector UV y
medido a la longitud de onda donde presentan mayor absorbancia (254 nm). Estos
analisis de regresion o curvas de calibracion presentan correlaciones altas (valores

der)y, por lo tanto, la expresion de la linealidad es muy satisfactoria.
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Tabla 3.11. Linealidad, repetibilidad y sensibilidad analitica.

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

CATOLICA
DEL PERU

N° Analito r? r Linealidad Repetibilidad  Sensibilidad
(1-S,/m) (%CV)* (ng/ml)
1 naftaleno 0,9988 0,9984 0,980 3,7 11,58
2  acenaftileno 0,9992 0,9996 0,984 3,4 9,16
3 acenafteno 0,9999 0,9999 0,994 0,6 3,66
4 fluoreno 0,9999 0,9999 0,995 1,0 2,85
5  fenantreno 0,9998 0,9999 0,993 0,5 4,20
6 antraceno 1,0000 3,1623 0,996 0,6 2,07
7  fluoranteno 0,9999 0,9999 0,994 5,0 0,33
8  pireno 0,9987 0,9993 0,979 5,5 1,20
9 benzo[a]antraceno 1,0000 3,1623 0,998 0,4 0,10
10 criseno 0,9995 0,9997 0,987 5,8 0,76
11 benzo[b]fluoranteno 0,9991 0,9995 0,983 6,5 0,99
12 benzo[k]fluoranteno 0,9999 0,9999 0,995 1,9 0,16
13 benzo[a]pireno 0,9957 0,9978 0,962 3,4 2,17
14 benzo[a,h]antraceno 0,9997 0,9998 0,990 1,1 0,57
15 benzo[g,h,i]perileno 0,9995 0,9997 0,985 3,0 1,18

(*) La concentracion para la cual se calculd la precision en todos los casos fue el estandar 2 de la
curva de calibracion (Tabla N° 3.9).

3.2. Evaluacion de datos de garantia

En la evaluacion de la calidad de los datos se toman dos criterios en
consideracién. Segin Harvey”™ , el enfoque prescriptivo, es el que mide muestras
duplicadas, patrones, blancos y recuperacién por fortificacion. El andlisis consiste
en comparar los resultados con un valor Unico considerado como limite, donde
luego se tomara las acciones correctoras en caso de superar estos limites. El otro
criterio es el enfoque basado en el rendimiento; se otorga cierta libertad al
laboratorio para controlar los datos de evaluacion de calidad. Controla
basicamente la frecuencia con la que se analizan las muestras y las condiciones
que reflejan el momento en que un sistema analitico escapa del control estadistico.

La herramienta que considera este enfoque es el grafico de control.

3.2.1 Enfoque prescriptivo

Los blancos evaluados para esta metodologia fueron blancos reactivos,
considerado al acetonitrilo como medio adecuado para los anélisis por HPLC, y
un blanco de viaje o viajero, que fue preparado en el laboratorio y que acompafa

al conjunto de envases de muestras en el terreno y el laboratorio. Para este trabajo
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se considero agua destilada como blanco de viaje para fines comparativos con las
muestras de aguas, mientras que para las muestras de suelos se tomd en cuenta
muestras de arena como blancos. Ambos blancos se evaluaron con la misma

metodologia que para las muestras.

Como se puede apreciar en los cromatogramas, los blancos no ocasionan mayor
efecto de interferencias por lo que consideramos los mismos para poder evaluar

muestras fortificadas.

En cuanto a la evaluacién de patrones 6 estandares se tomaron en cuenta en la
elaboracion de la curva de calibracion y la evaluacién de la precision del método
enlatabla 3.6 .

La recuperacion por fortificacion fue evaluada con la exactitud de la
metodologia donde se demostrd valores aceptables para todos los casos (tabla
3.8).

3.2.2. Enfoque basado en el rendimiento
Graficas de control

Las gréficas de control se realizaron con el objeto de observar la estabilidad de
muestras en el tiempo. Por ello se determinaron las concentraciones en el tiempo,
por duplicado, de las dos muestras A-1, B-1. A continuacion se presenta la gréafica
de control (figuras 3.18 hasta 3.21) para las dos muestras, tratadas por los dos
métodos utilizados (método A: sin pasar el extracto por la columna de silica gel,

método B: pasando a través de una columna de silica gel).
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Figura 3.18 Grafica de control del fluoreno A-1
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Figura 3.19 Gréfica de control del antraceno A-1
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Figura 20 Gréfica de control del fluoreno B-1
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Figura 3.21 Gréfica de control del antraceno B-1
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Estas graficas de control para las distintas muestras de fluoreno y antraceno
muestran que los resultados de los analisis proporcionan un registro continuo del
estado estadistico del sistema analitico. Segun estas graficas el sistema permanece
bajo control estadistico durante los treinta dias de evaluacion ya que las
concentraciones evaluadas se encuentran dentro de los limites de alerta y control.
Por tanto, se puede aceptar el analisis de las muestras dentro de los treinta dias

después de la extraccion, por ser satisfactorio el resultado.

3.  ANALISIS DE MUESTRAS

Se procedio a analizar las muestras de agua y suelo de la zona de estudio, segun el
procedimiento experimental presentado anteriormente; se evalué las areas de
ciertos picos caracteristicos de PAHs presentes utilizando las curvas de

calibracion.

En latabla 3.15y 3.16 se muestran los resultados de los andlisis por estaciones de

muestreo, tipo de muestra y periodo de muestreo.
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Tabla 3.12 Concentracion de PAHs en muestras de aguas

Rotulo Unidades Muestra  Periodo Estacion rllafta acenaf acenaf fluo antra fenan fluoran pyreno benzo(a) criseno benzo(b) benzo(k) be_nzo(a) benzo(a,h) ben_zo(g,h,i)
eno taleno teno reno ceno treno teno antraceno fluoranteno  fluoranteno pireno antraceno piroleno
A-01-01 ng/L Agua Set. 2006 Ticliol 54,5 13,3* 5,95* 5,9* 3,65* 3,7* 3,2 1,23* 0,1* 1,6 2,22* 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*
A-01-02  ng/L Agua Set. 2006  Ticlio2 24 13,3* 595* 59* 3,65* 3,7* 1,8 1,23* 0,1* 0,1* 2,22 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*
A-01-03 ng/L Agua Set. 2006 Ticlio3 75 13,3* 5,95* 5,9* 3,65* 3,7* 0,1* 1,23* 0,7 0,1* 2,22* 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*
A-01-04  ng/L Agua Set. 2006  Ticlio4 18,45  13,3* 595* 59* 3,65* 18,3 0,1* 1,23* 0,1* 0,1* 2,22 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*
A-01-05 ng/L Agua Set. 2006 Ticlio5 56 13,3* 5,95* 5,9* 3,65* 3,7* 4,3 W23* 0,1* 0,1* 2,22* 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*
A-01-06  ng/L Agua Set. 2006  Ticlio6 49,3 13,3* 595* 59* 3,65* 3,7* 0,1* 1,23* 0,1* 2,4 3,2 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*
A-02-01 ng/L Agua Nov. 2006 Ticliol 27,5 13,3* 5,95* 5,9*) 31654 3,7* 0,1* 1,23* 0,1* 0,1* 2,22* 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*
A-02-02  ng/L Agua  Nov.2006 Ticlio2 18,1 13,3* 595* 59* 3,65* 3,7* 15 1,23* 0,1* 0,1* 2,22 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*
A-02-03 ng/L Agua Nov. 2006 Ticlio3 34,4 13,3* 5,95* 5,9* 3,65* 3,7* 4,0 1,23* 1,6 0,1* 2,22* 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*
A-02-04  ng/L Agua  Nov.2006 Ticlio4 38,9 13,3* 595* 509* 3,65* 3,7* 4,2 1,23* 0,1* 0,1* 2,22 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*
A-02-05 ng/L Agua Nov. 2006 Ticlio5 6,9* 13,3* 5,95* 519 3,65% =7 0,1* 1,23* 0,1* 0,1* 2,22* 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*
A-02-06  ng/L Agua  Nov.2006 Ticlio6  6,9* 13,3* 5,95* 5104 QEI65 RSl QN il 22k 0,1* 0,1* 2,22 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*
A-03-01 ng/L Agua Marzo.2007 Ticliol  6,9* 13,3* 595 59* 3,65* 3,7* 1,7 1, =54 0,1* 0,1* 2,22% 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*
A-03-02  ng/L Agua Marzo.2007 Ticlio2  6,9* 13,3* 595* 59* 3,65* 3,7* 0,1* 1,23* 0,1* 0,1* 2,22 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*
A-03-03  ng/L Agua Marzo.2007 Ticlio3  6,9* 13,3* 5,95* 59* 3,65* 3,7* 0,1* 1,23* 0,1* 0,1* 2,22% 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*
A-03-04  ng/L Agua Marzo.2007 Ticlio4  6,9* 13,3* 595* 59* 3,65* 3,7* 0,1* 1,23* 0,1* 0,1* 2,22 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*
A-03-05  ng/L Agua Marzo.2007 Ticlio5  6,9* 13,3* 595* 59* 3,65* 3,7* 0,1* 1,23* 0,1* 0,1* 2,22% 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*
A-03-06  ng/L Agua Marzo.2007 Ticlio6 43,1 13,3* 595* 59* 3,65* 3,7* 0,1* 1,23* 0,1* 0,1* 2,22*% 0,2* 0,6* 0,8* 1,4*

Valores de color rojo y * representan los LDD para cada analito.
Valores de color negro respresentan las concentraciones determinadas en las muestras.
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Tabla 3.13 Concentracion de PAHs en muestras de suelos

Rotulo  Unidades Tipo de Periodo estacion nafta acenaf acenaf fluo 3223 fenan  fluoran benzo(a) benzo(b) benzo(k) benzo(a) benzo(a,h benzo(g,h,i)
Muestra Leno Taleno teno reno treno  teno pyreno antraceno criseno  fluoranteno  fluoranteno  pireno )antraceno piroleno
S-01-01 ngl/g Suelo Set. 2006 Ticliol 1,4* 2,1 10,3 1,2* 0,73* 28,3 123,98 43,0 0,02* 4,79 2,4 0,04* 0,1* 0,2* 0,3*
S-01-02 nglg Suelo Set. 2006  Ticlio2 1,4% 2,7* 12+ 12* 0,73* 0,7* 0,02* 0,3* 0,34 2,99 0,4* 1,02 0,1* 0,2* 0,3*
S-01-03 ng/g Suelo Set. 2006  Ticlio3 70,0 70,3 12* 12* 0,73* 28,1 0,02* 0,3* 2,8 10,46 0,4* 0,04* 0,1* 0,2* 30,2
S-01-04 nglg Suelo Set. 2006 Ticlio4 2,9 2,7* 1,2 1,2 0,73* 0,7* 0,64 4,7 1,05 0,37 0,4* 0,04* 0,1* 17,2 0,3*
S-01-05 ng/g Suelo Set. 2006  Ticlio5 37,6 2,7* 1,2* 25 0,73* 3,3 28,89 0,3* 10,06 0,02* 138,0 2,36 80,5 1,0 4,1
S-01-06 ng/g Suelo Set. 2006  Ticlio6 5,8 2,7* 12+ 12* 0,73* 0,9 0,02* 19,7 2,81 0,02* 45,3 0,79 71,0 0,2 0,3*
S-02-01 ng/g Suelo Nov. 2006  Ticliol 28,9 36,0 14,7 12 0,73* 18,0 68,67 27,8 1,78 2,68 0,4* 0,04* 0,1* 0,2* 0,3*
S-02-02 nglg Suelo Nov. 2006  Ticlio2 42,8 8,9 12* 12* 0,73* 18,7 104,23 30,9 1,32 17,12 0,4* 0,04* 0,1* 0,2* 0,3*
S-02-03 ng/g Suelo Nov. 2006  Ticlio3 1,4% 41,9 11,8 1,2* 0,73* 17,5 76,64 29,5 1,3 4,24 0,4* 0,04* 0,1* 0,2* 637,7
S-02-04 nglg Suelo Nov. 2006  Ticlio4 4,1 20,1 89 12* 0,73* 8,3 47,01 17,5 0,74 4,01 0,4* 0,04* 0,1* 0,2* 0,3*
S-02-05 ng/g Suelo Nov. 2006  Ticlio5 1,4% 2,7* 12* 12* 0,73* 0,7* 0,02* 0,3* 0,02* 0,02* 0,4* 0,04* 0,1* 0,2* 0,3*
S-02-06 ng/g Suelo Nov. 2006  Ticlio6 1,4% 2,7* 1,2* 106,8 0,73* 19,8 138,87 23,7 6,61 12,53 11,5 15,05 16,9 0,2* 411,8
S-03-01 ng/g Suelo Marzo.2007 Ticliol 1,4% 2,7* 12* 12* 0,73* 0,4 7,03 0,3* 0,44 0,02* 2,7 0,04* 0,1* 0,2* 0,3*
S-03-02 ngl/g Suelo Marzo.2007 Ticlio2 1,4* 2,7* 1,2 12* 0,73* 0,7* 1,46 0,3* 0,02* 0,38 0,4* 0,04* 0,1* 0,2* 0,3*
S-03-03 ng/g Suelo Marzo.2007 Ticlio3 19,4 15,4 12,3 17,2 0,73* 2,1 41,4 15 5,88 0,02* 23,1 0,04* 9,1 2,2 0,3*
S-03-04 nglg Suelo Marzo.2007 Ticlio4 33,7 2,3 63,1 30,3 0,73* 6,9 47,01 9,7 3,49 6,18 0,4* 1,36 6,1 0,7 0,3*
S-03-05 ng/g Suelo Marzo.2007 Ticlio5 1,4% 2,7* 12+ 12* 0,73* 0,7* 0,02* 0,3* 0,02* 0,02* 0,4* 0,04* 0,1* 0,2* 0,3*
S-03-06 ng/g Suelo Marzo.2007 Ticlio6 8,2 2,7* 13,5 1,2* 0,73* 2,8 9,09 2,2 1,02 1,39 6,7 0,16 0,1* 0,2 0,3*

Valores de color rojo y * representan los LDD para cada analito.

Valores de color negro respresentan las concentraciones determinadas en las muestras.
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Las muestras ambientales recolectadas de la zona de estudio fueron muestras de
suelos y aguas de las seis estaciones de muestreo y en tres periodos de muestreo
distintos. Con el fin de demostrar la hipotesis del transporte translatitudinal y
condensacion fria en los nevados de la cordillera de los Andes Peruanos, se
realizo la cuantificacion de PAHSs en estas muestras de aguas y suelos de Ticlio a
diferentes altitudes y de esta forma se busca comprobar el proceso de

fraccionamiento global.

Las tablas 3.12 y 3.13 muestran las concentraciones de PAHSs en suelos y aguas
identificadas por cromatografia liquida de alta performancia segun las
metodologias desarrolladas en el presente trabajo y teniendo en cuenta los

parametros de calidad.

A simple vista, de las tablas 3.12 y 3.13 se puede observar mayor cantidad de
analitos o PAHSs estan presentes en muestras de suelos que en muestras de aguas.
Esto podria representar la confirmacion de una de las hipotesis planteadas para el
presente trabajo, con respecto a las caracteristicas lipofilicas de los PAHs. Con
respecto al aumento de estas sustancias al aumentar la altitud, a simple vista es
muy dificil poder observar una relacion exacta, por lo que se realiz6 un
tratamiento estadistico con los datos de las concentraciones de PAHs obtenidos y
se utilizé softwares como MINITAB, Arc Giss y Excel para poder demostrar las
hipétesis planteadas con un nivel de confianza dado y discutir con mayor detalle

algunas relaciones que proporcionen mayor informacion.

Para trabajar toda una planilla de datos consistente, se decidio tener en cuenta el
LDD de algunos PAHs que no se determinaron en algunas muestras de aguas y
suelos o0 que podrian encontrarse por debajo del LDD. También cabe mencionar
que en algunas muestras de suelos en las estaciones 3, 5 y 6 en los
cromatogramas no se determinaron PAHSs pues estos tienen bastante interferencia
para integrar y obtener el area respectiva. Esto podria estar relacionado con la
gran concentracion de sustancias aceitosas, posiblemente lubricantes (figura 3.22)
que dificultaban el aislamiento de los PAHs, por lo cual se decidié no tomar en

cuenta estos cromatogramas Yy representar con el LDD las concentraciones de los
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PAHs evaluados. Estas sustancias aceitosas podrian estar relacionadas con las

cercanias de estas dos estaciones de muestreo a la carretera.

Figura 3.22 Sustancias aceitosas en muestras de suelos E5 y E6 en

comparacion E4.

En las siguientes figuras (figuras 3.23 hasta 3.25) se muestran los porcentajes de
distribucion de los contaminantes por estaciones de muestreo, tipos de muestras y
temporadas de muestreo para poder observar en forma general qué tipo de

influencia existe o como estan relacionados los diferentes datos obtenidos.
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3.3.1 Interpretacidn preliminar de los resultados analiticos.

Para esta representacion de la figura 3.23 se trabajo con las distintas
concentraciones de PAHs en las muestras de agua con respecto a los porcentajes
de distribucion (anexoll) de los analitos por estaciones de muestreo, para el

primer muestreo, realizado en septiembre del 2006.

La figura 3.23 muestra que sélo el naftaleno tiene cierta variabilidad con respecto
a los otros analitos que presentaron concentraciones por debajo del LDD vy lo que
se puede observar en la grafica para estos analitos seria solo la representacion de
los valores del LDD. Esta variabilidad del naftaleno esta relacionada con la
cercania de las diferentes estaciones de muestreo con la carretera Central por lo
que se atribuye que este hidrocarburo esté presente en el agua. Este PAHs es uno
de los maés ligeros de los hidrocarburos estudiados. La grafica también muestra la

poca afinidad de los hidrocarburos con el agua debido a su lipofilicidad.
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Figura 3.23 Porcentaje de distribucién o movilidad de PAHs. Muestras de agua-set. 2006.

El punto que se observa para el fenantreno se atribuye a un dato anomalo. Este
dato no fue descartado por estar trabajando con muestras ambientales donde un
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dato que representa anomalias puede deberse a un acontecimiento inusual en esa

época y brinda generalmente ese tipo de informacion.
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Figura 3.24 Porcentaje de distribucion o movilidad de PAHs. Muestras de agua- nov. 2006.

La influencia de las distintas altitudes de las estaciones de muestreo puede
considerarse descartada debido a variabilidad de las concentraciones de naftaleno
0 a la movilidad del mismo en las distintas estaciones de muestreo que no
obedecen a un parametro. Esto también puede ser discutido a partir de las
siguientes figuras 3.24 y 3.25 donde el dato considerado andémalo para el
fenantreno ya no existe. Debemos tener en cuenta que el fenantreno es un
compuesto muy estable termodindmicamente y este se relaciona con una fuente
petrogénica de PAHSs, que para esta temporada de muestreo (noviembre del 2006)

no se presentd como en el caso anterior de la figura 3.23.
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Figura 3.25 Porcentaje de distribucion o movilidad de PAHs. Muestras de agua- marzo 2007.

En la figura 3.25 se discute solo E6 por ser la Unica estacion de muestreo donde
se encontrd naftaleno y para las demas estaciones se represent6 el LDD, por lo
que se puede observar las lineas superpuestas. Esto se relaciona quizas con la
temporada de lluvia en la cual se llevé a cabo el muestreo, lo que pudo ocasionar
que no se detecte ningin hidrocarburo excepto para esta estacion que es la mas
lejana a la zona de estudio, y se caracteriza por la poca altitud (900 m.s.n.m.) y la

diferencia climatica que presenta.

Estas figuras 3.23, 3.24 y 3.25 se ven reforzadas con la figura 3.26, que muestra
en una sola figura la movilidad o variabilidad de los distintos analitos por
temporadas de muestreo en las distintas estaciones de muestreo. Para esta figura
3.26 se graficaron las concentraciones de los distintos hidrocarburos versus las

estaciones de muestreo en las tres temporadas de muestreo.
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Figura 3.26 Concentraciones de PAHs. Muestras de agua-set. 2006/nov. 2006/ marzo2007.

A partir de la figura 3.26 se puede decir que el mas ligero de los PAHSs, el
naftaleno, es el Gnico que presenta cierta movilidad o variabilidad en todas las
estaciones de muestreo para la primera y segunda temporada de muestreo.
Mientras para otros PAHs de mediano peso molecular se observa cierta
movilidad en la segunda temporada, los mas pesados son los de mayor caracter
lipofilico por lo que no se detectaron en las distintas estaciones de muestreo y en
ninguna temporada de muestreo. Esto también se puede relacionar, como se
menciond anteriormente, con las épocas de primavera (septiembre - noviembre),
donde se observaron mayor cantidad de analitos, y lluvia (marzo), donde casi no
se observaron PAHSs en las muestras de aguas. El dato considerado anémalo, para
el fenantreno, también se puede observar en esta figura, relacionado también con

una posible contaminacién petrogénica.

Las figuras 3.27, 3.28 y 3.29 muestran la movilidad de los PAHSs en las distintas
muestras de suelo. Para obtener estas graficas se tomd en cuenta los porcentajes
de distribucién versus concentracion de analitos en las distintas estaciones de

muestreo para las muestras de suelo.
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Figura 3.27 Porcentaje de distribucion o movilidad de PAHs. Muestras de suelos- Set.2006.

Para la figura 3.27 se puede observar cierta movilidad para los PAHs mas ligeros
en las estaciones E2, E3, E4; de igual forma se podria relacionar esta variabilidad
con la cercania a la carretera de las estaciones de muestreo pero no con la altitud
de las mismas. Para PAHs de mediano peso molecular no se observa una
distribucion significativa, excepto el fluoranteno que muestra un valor muy alto en
la estacion E5. Este valor también denominado anémalo se puede relacionar con
cierta acontecimiento inusual ya que segun otros autores relacionan valores altos
de fluoranteno con la contaminacién pirolitica. Tanto las estaciones de muestreo
E2, E4, E6 como E5 muestran un aumento en la distribucion de los PAHs més
pesados. Esto se podria relacionar con el aumento de las caracteristicas lipofilicas
de estos compuestos. De igual forma no se encuentra una relacién con las altitudes

de las estaciones de muestreo para este tipo de compuestos mas pesados en esta
temporada de primavera.
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Figura 3.28 Porcentaje de distribucion o movilidad de PAHs. Muestras de suelos- noviembre del
2006.

De igual forma, de la figura 3.28 se puede deducir cierta distribucién de los
PAHs mas ligeros en las estaciones de muestreo E5, E1 y E4, mientras que para
los PAHs medianamente pesados y mas pesados no se observa esa movilidad en
las distintas estaciones de muestreo. Excepto el fluoranteno que presenta cierta
movilidad en las estaciones de muestreo, esto relacionado con la contaminacion
pirolitica en la temporada de muestreo. Para el caso de benzo[g,h,i]perileno
también se observa un aumento en su concentracion especialmente en las
estaciones E3 y E6. Esto es preocupante debido a la alta carcinogenesidad de este

compuesto.

En la temporada de muestreo de marzo del 2007 (figura 3.29), caracterizada por
abundantes lluvias, se muestra la alta movilidad de los PAHs mas ligeros con
respecto a los medianamente pesados y mas pesados; con excepcion del
fluoranteno y benzo[b]fluoranteno que muestran movilidad en las estaciones de
muestreo relacionado quizas con la contaminacion pirolitica que influye también

en esta temporada de muestreo.

101

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




* i PONTIFICIA
TESIS PUCP gz{%s&s:?m

DEL PERU

45
40
35
30
25
20
15
10

cosgpss E1 cesee 2
cede-s E3 ceodees E4
esefFee ES coo®-- E6

% Distribucion

Figura 3.29 Porcentaje de distribucion o movilidad de PAHs. Muestras de suelos- marzo del
2007.
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Figura 3.30 Concentraciones de PAHs. Muestras de suelo-set. 2006/nov. 2006/ marzo2007.
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En la figura 3.30 se pueden observar las altas concentraciones de los PAHs
ligeros en la primera y tercera temporadas de muestreo. Los PAHs de mediano
peso molecular muestran cierta concentracion para las tres temporadas de
muestreo mientras que el fluoranteno alcanza altas concentraciones en las tres
temporadas de muestreo; los PAHs méas pesados muestran pequefias
concentraciones en comun para todas las temporadas de muestreo, excepto para el
benzo[b]fluoranteno, benzo[a]pireno en el primer muestreo y benzo(g,h,i)piroleno
para el segundo muestreo. Estos valores se asocian a la contaminacion por
fluoranteno que es de tipo pirolitica. Estos compuestos de alto peso molecular se
arrastran como productos secundarios. Todo esto es preocupante debido a la alta

carcinogenicidad de estos compuestos.

3.3.2 Analisis y pretratamiento de datos

Todos los céalculos realizados, los resultados obtenidos y cada analisis estadistico
se realizaron con el programa estadistico Minitab 15.0. Solo algunas graficas se
realizaron en SPSS 15.0.

En la Tabla 3.12 y 3.13 se report6 todos los resultados de las concentraciones de
las muestras durante el periodo de septiembre del 2006 y marzo 2007, teniendo en

cuenta los valores del LDD para aquellos analitos que no se lograron cuantificar.

El andlisis inicial en Excel de las concentraciones de los PAHSs con respecto a su
distribucion en las diferentes estaciones y periodos de muestreo permitio
visualizar la variabilidad de los PAHs con respecto a las muestras y la movilidad
de los mismos separandolos como ligeros o de menor peso molecular, de mediano

peso molecular y los compuestos de mayor peso molecular.
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Tabla 3.14 parédmetros estadisticos para concentraciones de aguay suelo

Variable Media Desv. Varianza Suma  Minimo Q Mediana Qs Méximo  Rango IQR  Moda Sesgo  Curtosis
Est.
naftaleno 20,88 21,36 456,41 751,83 1,38 3,21 7,57 36,77 75,00 7362 3356 1,38 1,01 0,03
acenaftaleno 12,86 13,12 172,11 462,94 2,10 2,66 3,30 13,30 70,32 68,22 10,64 133 2,86 10,50
acenafteno 7,07 10,29 105,72 254,59 1,19 1,19 5,95 5,95 63,07 61,88 4,76 5095 485 26,63
fluoreno 777 17,81 317,12 279,78 1,20 1,20 5,90 5,90 106,80 105,60 4,70 5,9 5,25 29,26
antraceno 2,190 1,481 2,193 78,840 0,730 0,73 2,19 3,650 3,650 3,65 2,92 2,92 0,00 2,12
fenantreno 6,67 7,70 59,26 240,00 0,41 2,9 3,70 6,12 28,26 27,85 3,22 3,7 1,73 1,93
fluoranteno 19,90 37,43 1400,75 716,38 0,02 0,08 1,46 2394 138,87 138,85 23,86 0,08 2,07 3,45
pireno 6,50 11,12 12366 233,93 0,25 1,23 1,23 4,07 42,96 42,71 2,84 1,23 1,96 2,86
benzo[a]antraceno 1,209 2,187 4,781 43,530 0,02 0,1 0,10 1,315 10,060 10,040 1,215 0,1 2,73 7,91
criseno 2,014 3911 15295 72,510 0,02 0,08 0,08 2,613 17,120 17,00 2,533 0,08 2,61 6,89

benzo[b]fluoranteno 765 2380 566,32 275,57 0,44 0,44 2,22 2,22 138,04 137,60 1,78 2,22 5,09 27,51
benzo[k]fluoranteno 0,684 2,504 6,270 24,615 0,038 0,038 0,190 0,190 15,050 15,012 0,152 0,19 5,71 33,49

benzo [a]pireno 543 17,61 310,17 195,550 0,12 0,12 0,58 0,58 80,45 80,33 0,46 0,58 3,88 14,40
dibenzo[a,h]antraceno 1,051 2,801 7,847 37,840 0,16 0,16 0,810 0,810 17,210 17,05 0,65 0,81 5,79 34,28
benzo[g,h,i]piroleno 30,9 1245 1550,9 11119 0,3 0,3 1,4 1,4 637,7 637,4 11 1,36 4,35 18,82

Desv. Est.: desviacion estandar

Cuartiles: dividen a la muestra en cuatro grupos con frecuencias similares

Q1: primer cuartil (cuartil 25: valor de posicion 25% de los datos)

Q3: tercer cuartil (cuartil 75: valor de posicién 75% de los datos)

IQR: rango intercuartilico, es la distancia entre el primer y tercer cuartil

Moda: valor donde la distribucién de frecuencia alcanza un maximo

Curtosis: indica el grado de apuntamiento de una distribucién con respecto a la distribucién normal
Mediana: valor que divide a las observaciones en dos grupos con el mismo namero de individuos
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En la Tabla 3.14 se reportaron los pardmetros estadisticos descriptivos iniciales
(media, minimo, méaximo, desviacion estandar, sesgo y curtosis), los cuales
permitieron examinar el comportamiento que tienen la distribucion de los datos de
concentracion hacia una distribucion normal, lo cual es fundamental para los
posteriores analisis ya que puede existir la necesidad de transformar los datos para
poder realizar mejores evaluaciones en el programa. Para los estudios aqui
realizados no se requiere de este tipo de transformaciones y solo se limita a
normalizar los datos para uniformizar las variables que poseen diferentes
unidades. Por lo cual el paso determinante en el tratamiento de datos consistio en
la normalizacion de los datos usando el autoescalado o transformacion Z (variable
normalizada), para evitar la pérdida de clasificacion debido a la magnitud y rango

de variacion de las concentraciones ambientales.

Si se tiene en cuenta que las técnicas estadisticas mas habituales se basan en el
modelo de Gauss, para facilitar las operaciones de comparacion y también para
elaborar tablas que tengan validez universal, es necesario disponer de una variable
tipificada o estandarizada o también denominada normalizada que pueda servir de
referencia. Por tal motivo se construy6 una tabla con datos normalizados a partir
de las tablas 3.12 y 3.13 Por definicién se tiene en cuenta la medida de la

normalizacion a partir de la siguiente formula:

Donde:

Xi: variable

p: valor medio esperado
0. desviacion estandar

Z: variable normalizada

Las tablas 3.15 y 3.16 muestran las concentraciones de PAHs normalizadas para

las muestras de agua y suelo respectivamente.
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Tabla 3.15 Normalizacion de datos en muestras de aguas (valores de Z).
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e Unidaies _periodo _csaotn radero Seetel e fueno aniaceno STl OO0 pyeno TOW] o ool ol Deriol ol Beneeo
Agua ng/L Set. 2006 Ticliol 1,574 0,034 -0,109 -0,105 0,986 -0,385 -0,447 -0,474 -0,507 -0,116 -0,228 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
Agua ng/L Set. 2006 Ticlio2 0,146 0,034 -0,109 -0,105 0,986 -0,385 -0,485 -0,474 -0,507 -0,495 -0,228 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
Agua ng/L Set. 2006 Ticlio3 2,533 0,034 -0,109 -0,105 0,986 -0,385 -0,530 -0,474 -0,251 -0,495 -0,228 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
Agua ng/L Set. 2006 Ticlio4 -0,114 0,034 -0,109 -0,105 0,986 1,511 -0,530 -0,474 -0,507 -0,495 -0,228 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
Agua ng/L Set. 2006 Ticlio5 1,644 0,034 -0,109 -0,105 0,986 -0,385 -0,418 -0,474 -0,507 -0,495 -0,228 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
Agua ng/L Set. 2006 Ticlio6 1,330 0,034 -0,109 -0,105 0,986 -0,385 -0,530 -0,474 -0,507 0,101 -0,186 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
Agua ng/L Nov. 2006  Ticliol 0,310 0,034 -0,109 -0,105 0,986 -0,385 -0,530 -0,474 -0,507 -0,495 -0,228 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
Agua ng/L Nov. 2006  Ticlio2 -0,133 0,034 -0,109 -0,105 0,986 -0,385 -0,493 -0,474 -0,507 -0,495 -0,228 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
Agua ng/L Nov. 2006  Ticlio3 0,630 0,034 -0,109 -0,105 0,986 -0,385 -0,426 -0,474 0,156 -0,495 -0,228 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
Agua ng/L Nov. 2006  Ticlio4 0,841 0,034 -0,109 -0,105 0,986 -0,385 -0,419 -0,474 -0,507 -0,495 -0,228 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
Agua ng/L Nov. 2006  Ticlio5 -0,655 0,034 -0,109 -0,105 0,986 -0,385 -0,530 -0,474 -0,507 -0,495 -0,228 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
Agua ng/L Nov. 2006  Ticlio6 -0,655 0,034 -0,109 -0,105 0,986 -0,385 -0,530 -0,474 -0,507 -0,495 -0,228 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
Agua ng/L Marzo.2007 Ticliol -0,655 0,034 -0,109 -0,105 0,986 -0,385 -0,486 -0,474 -0,507 -0,495 -0,228 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
Agua ng/L Marzo.2007 Ticlio2 -0,655 0,034 -0,109 -0,105 0,986 -0,385 -0,530 -0,474 -0,507 -0,495 -0,228 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
Agua ng/L Marzo.2007 Ticlio3 -0,655 0,034 -0,109 -0,105 0,986 -0,385 -0,530 -0,474 -0,507 -0,495 -0,228 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
Agua ng/L Marzo.2007 Ticlio4 -0,655 0,034 -0,109 -0,105 0,986 -0,385 -0,530 -0,474 -0,507 -0,495 -0,228 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
Agua ng/L Marzo.2007 Ticlio5 -0,655 0,034 -0,109 -0,105 0,986 -0,385 -0,530 -0,474 -0,507 -0,495 -0,228 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
Agua ng/L Marzo.2007 Ticlio6 1,040 0,034 -0,109 -0,105 0,986 -0,385 -0,530 -0,474 -0,507 -0,495 -0,228 -0,197 -0,275 -0,086 -0,237
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Tabla 3.16 Normalizacion de datos obtenidos en muestras de suelos (valores de Z)

ook Undaies _peroio oot " el Sl awacero T 00 prero Dol ciseno el peell Dol Tl benlah
Suelo ng/g Set. 2006 Ticliol -0,913  -0,820 0,314 -0,369 -0,986 2,805 2,781 3,279 -0,544 0,710 -0,219 -0,258 -0,302 -0,318 -0,246
Suelo ng/g Set. 2006 Ticlio2 -0,913  -0,777 -0,572 -0,369 -0,986 -0,770 -0,531 -0,562 -0,397 0,250 -0,303 0,134 -0,302 -0,318 -0,246
Suelo ng/g Set. 2006 Ticlio3 2,300 4,380 -0,572 -0,369 -0,986 2,784 -0,531 -0,562 0,728 2,160 -0,303 -0,258 -0,302 -0,318 -0,006
Suelo ng/g Set. 2006 Ticlio4 -0,841  -0,777 -0,572 -0,369 -0,986 -0,770 -0,515 -0,162 -0,073 -0,420 -0,303 -0,258 -0,302 5,768 -0,246
Suelo ng/g Set. 2006 Ticlio5 0,781 -0,777 -0,572 -0,297 -0,986 -0,436 0,240 -0,562 4,048 -0,510 5,479 0,669 4,260 -0,022 -0,216
Suelo ng/g Set. 2006 Ticlio6 -0,705  -0,777 -0,572 -0,369 -0,986 -0,752 -0,531 1,187 0,732 -0,510 1,583 0,042 3,720 -0,318 -0,246
Suelo ng/g Nov. 2006 Ticliol 0,376 1,763 0,737 -0,369 -0,986 1,477 1,303 1,913 0,261 0,170 -0,303 -0,258 -0,302 -0,318 -0,246
Suelo ng/g Nov. 2006 Ticlio2 1,027 -0,303 -0,572 -0,369 -0,986 1,563 2,253 2,196 0,051 3,862 -0,303 -0,258 -0,302 -0,318 -0,246
Suelo ng/g Nov. 2006 Ticlio3 -0,913 2,211 0,456 -0,369 -0,986 1,412 1,516 2,068 0,042 0,569 -0,303 -0,258 -0,302 -0,318 4,873
Suelo ng/g Nov. 2006 Ticlio4 -0,788 0,551 0,174 -0,369 -0,986 0,208 0,724 0,988 -0,215 0,510 -0,303 -0,258 -0,302 -0,318 -0,246
Suelo ng/g Nov. 2006 Ticlio5 -0,913 0,777 -0,572 -0,369 -0,986 -0,770 -0,531 -0,562 -0,544 -0,510 -0,303 -0,258 -0,302 -0,318 -0,246
Suelo ng/g Nov. 2006 Ticlio6 -0,913  -0,777 -0,572 5,561 -0,986 1,707 3,179 1,547 2,470 2,689 0,160 5,737 0,651 -0,318 3,058
Suelo ng/g Marzo.2007  Ticliol -0,913  -0,777 -0,572 -0,369 -0,986 -0,813 -0,344 -0,562 -0,352 -0,510 -0,210 -0,258 -0,302 -0,318 -0,246
Suelo ng/g Marzo.2007  Ticlio2 -0,913  -0,777 -0,572 -0,369 -0,986 -0,770 -0,493 -0,562 -0,544 -0,418 -0,303 -0,258 -0,302 -0,318 -0,246
Suelo ng/g Marzo.2007  Ticlio3 -0,071 0,193 0,509 0,528 -0,986 -0,595 0,574 -0,451 2,136 -0,510 0,650 -0,258 0,206 0,396 -0,246
Suelo ng/g Marzo.2007  Ticlio4 0,598 -0,805 5,446 1,266 -0,986 0,034 0,724 0,284 1,043 1,065 -0,303 0,270 0,040 -0,140 -0,246
Suelo ng/g Marzo.2007  Ticlio5 -0,913 0,777 -0,572 -0,369 -0,986 -0,770 -0,531 -0,562 -0,544 -0,510 -0,303 -0,258 -0,302 -0,318 -0,246
Suelo ng/g Marzo.2007  Ticlio6 -0,592  -0,777 0,620 -0,369 -0,986 -0,507 -0,289 -0,389 -0,087 -0,160 -0,040 -0,209 -0,302 -0,318 -0,246
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3.3.3 Analisis de componentes principales

El andlisis preliminar ayudo a establecer ciertas caracteristicas de la movilidad y a
establecer posibles concentraciones altas para algunos PAHs. Con el objetivo de
investigar y visualizar los agrupamientos y las interrelaciones de las
concentraciones de los PAHSs y las posibles influencias del tipo de muestra, la
estacion de muestreo, el periodo de muestreo y, al mismo tiempo, simplificar la
estructura original de la base de datos (reduccion de las multiples dimensiones), se
aplico el andlisis de componentes principales (PCA), usando la matriz de datos

autoescalados.

Asi, se procedio a realizar un PCA, es decir, un analisis de los valores y vectores
propios de la matriz de correlacion de datos, y luego calcular el porcentaje de la
varianza explicada a partir de la relacion entre los autovalores de cada
componente principal y la suma de todos los autovalores. Finalmente, se

determind las matrices de puntuaciones y cargas de los componentes principales.

Como resultado se obtuvo la tabla 3.17 'y la grafica de sedimentacion (figura
3.31) de donde se extrajo diecisiete autovalores y sus respectivos componentes
principales, ademas del porcentaje de la varianza explicada y acumulada (tabla
3.17).

De la tabla 3.21 el primer componente principal, con autovalor de 5,438, explica
el 31,986% de la varianza o informacion de las relaciones que existen entre las
concentraciones de los distintos PAHs y las estaciones de muestreo, las
temporadas de muestreo y el tipo de muestra. EI segundo componente, con
autovalor de 3,601, explica el 21,180% de la informacién restante no explicada
por el primer componente. El tercer componente, con autovalor de 1,974, explica
el 11,611% de la informacion restante no explicada por el primer y segundo
componentes, y asi sucesivamente, en orden decreciente, hasta explicar toda la

informacion inicial.
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Tabla 3.17 Componentes principales de datos transformados y autoescalados

PONTIFICIA
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Autovalores iniciales
Componente % Varianza % Autovalor
Autovalor .
Explicada acumulado
1 5,438 31,986 31,986
2 3,601 21,180 53,166
3 1,974 11,611 64,777
4 1,492 8,775 73,551
5 1,123 6,607 80,158
6 0,972 5,720 85,878
7 0,786 4,626 90,504
8 0,552 3,249 93,753
9 0,358 2,104 95,857
10 0,340 1,999 97,856
11 0,171 1,007 98,863
12 0,120 0,704 99,567
13 4,135E-02 0,243 99,810
14 1,690E-02 9,941E-02 99,910
15 1,107E-02 6,511E-02 99,975
16 3,946E-03 2,321E-02 99,998
17 3,327E-04 1,957E-03 100,000
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Figura 3.31 Grafica de sedimentacion de los autovalores para los 17 componentes
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Como siempre, existe informacion redundante e innecesaria entre los datos de la
matriz y se debe considerar criterios, que existen en el PCA, para tomar en cuenta
los componentes principales 6éptimos que ayuden a explicar las relaciones

importantes y sin perder informacion necesaria.

Un criterio muy aceptado esté basado en el criterio de Kaiser®® o del autovalor >
1, el cual considera que cada CP debe explicar al menos una variable. Siguiendo
este criterio, se podria considerar (tabla 3.17) que los cinco primeros componentes
principales son los O&ptimos, teniendo en cuenta que después del quinto

componente principal los demés componentes principales tienen autovalores < 1.

Otro criterio, segin Ramis* , es considerar el porcentaje satisfactorio de varianza
explicada acumulada, tal como 60% 6 70% 6 considerar el estudio grafico de los
autovalores o de las varianzas explicada acumulativa y residual, con frecuencia
denominado grafico de sedimentacion, observando entonces como valor optimo
del nimero de componentes principales (CP) el punto donde se produce el cambio
de caida brusca a gradual en la gréfica. Con ambos criterios, segun la tabla 3.17 se
podria considerar cuatro componentes principales (porcentaje acumulado
73,551%). La gréfica de sedimentacion figura 3.27, muestra los tres primeros
componentes como los principales (cambio de caida brusca a gradual), pero con
el objetivo de observar algun tipo de relacién adicional y de explicar el 73,55% de

la informacion adicional, se tomaron en cuenta los cuatro primeros CPs.

Las figuras 3.32 (a) y (b) muestran las coordinaciones de los cuatro CPs
considerados. Para la figura (a) se muestra el agrupamiento de fenantreno,
fluoranteno, pireno, criseno y benzo(g,h,i)piroleno muy relacionado con la
primera componente y otro agrupamiento de fluoreno, benzo[a]antraceno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno y  benzo[a]pireno estrechamente

relacionado con la segunda componente.
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Figura 3.32 (a) Grafico de dispersion de las medias de las coordinaciones de las
puntuaciones de los CP1 y CP2 (b) Grafico de dispersion de las medias de las
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concentraciones de PAHSs en distintas muestras.
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, para evaluar el origen de los PAHSs se

Segun Montory®™, Peréz™ y Budzinski®
pueden considerar dos relaciones muy importantes, tales como
fenantreno/antraceno y fluoranteno/ pireno. Esto debido a la alta estabilidad
termodinamica del fenantreno frente al antraceno. Es por ello que la entrada de
PAHSs petrogénicos se caracteriza generalmente por altos valores de fenantreno/
antraceno. Por otro lado, las altas temperaturas de combustion caracterizan la
dominancia del fluoranteno sobre el pireno. Por tal motivo, relaciones mayores
que 1 se relacionan frecuentemente con fuentes pirogénicas (Budzinski®® y
Baumard). Entonces, en la planilla de datos de las concentraciones de los PAHs
se adicionan los datos de las dos relaciones mencionadas anteriormente (como
valores de relacion de concentraciones) y se realiza el PCA, asi en la figura
3.32(a) se puede ver como correlacionan las dos agrupaciones con estas dos
relaciones respectivamente. Por lo tanto, se podria inferir que la primera
componente principal estaria relacionada con el origen de los PAHs del tipo
fuente petrogénica, mientras que, para la segunda componente principal se podria

inferir que estaria relacionada con el tipo de fuente pirolitica.

Enla figura 3.32 (b) se identificd el tercer y cuarto componente. Se observa las
tres agrupaciones formadas donde el grupo | estaria relacionado con el tipo de
muestra de suelo, en el cual se observaron mayor cantidad de PAHs. Esto se
relaciona con la lipofilicidad de los PAHs. Por tanto, para el tercer y cuarto
componente se podria inferir que podria tratarse del tipo de muestra, suelos y
aguas respectivamente. Para el grupo Il, habria que tener en cuenta que estos
analitos muestran correlacion tanto para el tercer como cuarto componente
principal, ya que estos analitos fueron reconocidos en ambos tipos de muestras.
Mientras que para el grupo Ill, a pesar de que estos analitos no se detectaron en
las muestras de aguas, los valores altos de LDD representados en la planilla de
datos muestran una correlacion para el cuarto componente el cual estaria
considerado como las muestras de aguas. Para evitar esta confusidn en posteriores
estudios, se podria considerar el valor de la mitad del LDD en lugar de los

espacios en blanco.
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Figura 3.33 Gréfico de dispersion de las coordinaciones de las cargas de los CP1 y
CP2 correspondientes a las concentraciones de PAHSs. (a) Diferenciada para el tipo de
muestra; (b)diferenciada para el periodo de muestreo; (c) diferenciada para las
distintas estaciones de muestreo.
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Una vez definidas las CPs y sus atributos, se realizaron las graficas de cargas para
los primeros componentes, ya que vendrian a ser los mas resaltantes en la
investigacion al inferir el tipo de fuente de contaminacién relacionado con otras
variables como tipo de muestra, temporada de muestreo y estacion de muestreo.
En la figura 3.33 (a) se observa que las muestras de suelos fueron influenciadas
por los tipos de fuentes de contaminacion, tanto petrogénica como pirolitica.

La figura 3.33 (b) muestra las grafica de cargas para los dos primeros
componentes relacionandolos con la temporada de muestreo. A partir de esto se
puede decir que para la temporada de septiembre del 2006 se observa la
influencia de ambas fuentes de contaminacion; para la temporada de noviembre
del 2006 se observa la influencia de la fuente petrogénica; mientras que para la
temporada de marzo 2007 se observa muy poca influencia de ambas fuentes de
contaminacion. Esto podria estar méas relacionado con la época de lluvia en la

Zona.

Al observar la figura 3.33 (c), donde se muestra la grafica de cargas para los dos
primeros componentes principales relacionados con las estaciones de muestreo, se
puede inferir que las estaciones estan relacionadas con ambas fuentes de

contaminacion.

El trabajo realizado con el PCA se corroboré con las obervaciones de Montory®,
Peréz® y Budzinski®* que coinciden en evaluar el origen de los PAHSs,
considerando relaciones de fenantreno/antraceno y fluoranteno/pireno. Estos
autores mencionan que una alta relacién fenantreno/antraceno, >10, se plantea
para una fuente estimada petrogénica; relaciones de fenantreno/antraceno < 10 se
plantean para una fuente estimada como pirolitica y para una relacién
fluoreno/pireno > 1, la contaminacion de PAHSs es debida a procesos piroliticos.

Teniendo en cuenta estos criterios se realizan las siguientes figuras.
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Figura 3.34 Representacion de la influencia tipo del origen de PAHSs por periodos de

muestreo.

En la figura 3.34 se puede apreciar, de forma muy similar al andlisis de PCA,
que la temporada de septiembre del 2006 esta influenciada por ambas fuentes de
contaminacion. La temporada de noviembre del 2006 se ve mayormente
influenciada por la fuente petrogénica y la temporada de marzo del 2007

influenciada por la fuente pirolitica.

En la figura 3.35, algunas muestras de suelo presentan influencia por ambas
fuentes de contaminacion, mientras que para las muestras de aguas solo puede
estimarse la fuente de contaminacion del tipo pirolitica. En la figura 3.36, las

estaciones de muestreo presentan influencia por ambas fuentes de contaminacion.
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Como era de esperar, las muestras tienen mayoritariamente un origen pirolitico, de
manera que los contaminantes provienen de la combustion incompleta del
material organico. En este tipo de fuente se encuentra la quema de petroleo y
compuestos relacionados en los motores de combustion interna y generacion

termoeléctrica, los incendios forestales, la incineracion de residuos urbanos®®,
3.3.4 Evaluacion con sistemas de informacion geografica.

Las siguientes gréaficas se obtuvieron con el software Arc Giss version 9.3:

Figura 3.37 Estaciones de muestreo

En la figura 3.37 (arriba) se ubican las estaciones de muestreo geo-referenciadas,
donde se grafica s6lo las concentraciones del fenantreno, antraceno, fluoreno y
pireno con la finalidad de observar el tipo de influencia del origen de los PAHSs en
cada estacion; esto es debido a la estabilidad termodindmica de estos compuestos
y la representatividad demostrada anteriormente con los origenes o posibles tipos
de fuentes de PAHs.
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En la grafica 3.38 (a) se puede observar la influencia de la concentracion de
fluoranteno en las estaciones 1, 2 y 5, las cuales se relacionan con un tipo de
fuente pirolitica. Esta grafica representa la concentracion del fluoranteno con
respecto al pireno en muestras de aguas en el primer muestreo realizado. De igual
forma, al observar la grafica 3.38 (b), ella muestra la relacion del fenantreno con
antraceno, donde solo se presenta influencia petrogénica en la estacion 3, para el

muestreo realizado en Septiembre 2006.
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Figura 3.39 (a) Concentraciones de fluoranteno y pireno en muestras de agua-
Noviembre 2006 (b ) Concentraciones de fluoranteno y pireno en muestras de agua

Marzo 2007.

En las figuras 3,39 ay b se muestra la presencia de fluoranteno, donde, de igual

forma, se podria relacionar la influencia del tipo de contaminacién pirolitica en las

estaciones de muestreo 1, 2, 3, 4 y 6 para muestras de aguas recolectadas en

noviembre del 2006 y marzo del 2007.
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Figura 3.40 (a) Concentraciones de fluoranteno y pireno en muestras de suelo del
primer muestreo Septiembre 2006 (b) Noviembre 2006 y (c) Marzo 2007.
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En las figuras 3.36 a, b, ¢ se observa la influencia del tipo pirolitica reflejada en el
alto valor del fluoranteno en cada una de las estaciones de muestreo E1, E2, E3,
E4 y E6 durante los tres muestreos realizados. La excepcion es la estacion E5,
que, solo presenta una pequefia influencia de este tipo de fuente pirolitica en

muestras de suelos y sélo para el primer muestreo en septiembre del 2006.

Las diferentes figuras representadas con el Minitab anteriormente (figuras 3.33
a,b,c) muestran influencias mixtas, es decir piroliticas y petrogénicas con mayor
influencia de la pirolitica. De igual forma, se observa en las figuras 3.38; 3.39;
3,40 que el mayor nimero de estaciones presenta influencias del tipo de fuentes
pirolitica. La zona de estudio se caracteriza por ser cominmente empleada por los
pobladores dedicados a la agricultura y centros mineros en la zona. Esto sumado
a las costumbres ancestrales de realizar continuamente incineraciones de residuos
urbanos y forestales. Ademas, cabe recalcar también las cercanias de algunas
estaciones de muestreo a la carretera Central a lo cual se puede atribuir a la
influencia de la quema de petrdleo, y mas aun, durante el recorrido de la zona se
identifico centros mineros cercanos a la zona y centros mineros de carb6n muy

relacionados con este tipo de fuente pirolitica.
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4. CONCLUSIONES

- La evaluacion del método analitico propuesto permitié obtener resultados
satisfactorios para la determinacion de Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos en
un rango dado de trabajo, determinando buena linealidad, limites de deteccion y

cuantificacion, precision y exactitud.

= Del proceso de estandarizacion del método para la determinacion de
Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos por HPLC, se obtienen parametros que
representan la calidad de la calibracion del método analitico y son validos como

criterio de comparacion con otras técnicas para estos mismos analitos.

- La metodologia de extraccion de Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos
en muestras de aguas es un procedimiento rapido, seguro, versatil y de resultados
confiables. Para las muestras de aguas, la metodologia de extraccion fue buena en

muestras que no presentan un alto contenido de sustancias aceitosas.

- El andlisis de las muestras de aguas y suelos en la zona de Ticlio, por
cromatografia de HPLC, demostrd que se encontré la presencia de Hidrocarburos
Policiclicos Aromaticos en dicha zona de estudio (Cordillera Central de Lima,
ubicado en el distrito de Chicla, provincia de Huarochiri).

- Se comprob6 mediante un tratamiento simple de resultados analiticos la
presencia de PAHs en mayor concentracion y diversidad en las muestras de suelos
que en las muestras de aguas. Con esto se comprueba la lipofilicidad de estos
Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos.

- Mediante un estudio de componentes principales PCA, se comprobd que la
altura geofisica de las estaciones de muestreo no tiene mayor influencia en el tipo
y concentracion de Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos presentes. Por lo
contrario, estas concentraciones estan influenciadas por la cercania con la
carretera. Esto sugiere la marcada presencia de Hidrocarburos Policiclicos
Aromaticos por origen pirolitico, esto es atribuible a la quema de petréleo, quema

de diesel y quema de residuos urbanos.
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- Los niveles de algunos Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos encontrados
en suelos son bastante elevados. Esto indica que la zona de estudios se encuentra
bajo una alta presion antrdpica ya que son zonas pobladas, cercanas a carreteras y
centros mineros, de alli que se puede corroborar la fuerte influencia de la fuente

pirolitica.

- Los compuestos cancerigenos benzo(b)fluoranteno y benzo(k)fluoranteno
presentan concentraciones elevadas en las estaciones E5 (Puente Tamboraque 1) y
E6 (Puente Los Angeles) generalmente para la mayoria de las estaciones de
muestreo, presentando hasta un maximo de 138,0 ng/g y 45 ng/g repectivamente.
Estas dos estaciones aportan mas del 50% del total de estos compuestos. Estas
concentraciones altas podrian producir potenciales efectos tdxicos en los

organismos si estos ingresan a la cadena trofica alimentaria.

= Por medio de un PCA se pudo distinguir los dos tipos de fuentes
contaminantes de mayor influencia en la zona y se corroboré este analisis con el

propuesto por Budzinski, 1997.

- Del estudio de PCA también se puede concluir que son cuatro los factores
que describen en casi un 70% todos los resultados de Hidrocarburos Policiclicos
Aromaticos en muestras de aguas y suelos. Estos cuatro componentes descritos
podrian ser atribuidos al origen pirolitico y petrogénico de los Hidrocarburos
Policiclicos Aromaéticos en la zona de estudio y al tipo de muestra de agua o suelo.

- Las Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos relacionados con el tipo de
fuente petrogénica, segiun el PCA seran el benzo(g,h,i)piroleno, fluoranteno,
pireno, criseno, fenantreno, acenaftaleno. Las Hidrocarburos Policiclicos
Arométicos relacionados con el tipo de fuente pirolitica seran
benzo(b)fluoranteno, benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno, benzo(k)fluoranteno,

fluoreno.

- De igual forma, del PCA se puede deducir que el naftaleno como el
acenafteno suelen encontrarse en muestras de suelo y agua mientras que el resto

de analitos sélo se pudo encontrar en muestras de suelo.
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RECOMENDACIONES

- Analizar y cuantificar Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos y PCB (bifenilos

policlorados) en distintas muestras de sedimentos en agua de rio y agua de mar.

- Desarrollar técnicas analiticas para cuantificar Hidrocarburos Policiclicos
Aromaticos y bifenilos policlorados en aire en distintas zonas urbanas y rurales.

- Estudiar y proponer muestreadores o sensores para este tipo de contaminantes

persistentes, tanto muestreadores pasivos como activos y tambiéen bioldgicos.

- Estudiar y proponer indicadores bioldgicos para la determinacion de la

presencia de compuestos organicos persistentes.

- Validar metodologias de extraccion que involucren menor cantidad de muestra
y menor cantidad de reactivos, es decir, que tengan menor incidencia ambiental.
Una técnica de extraccion con ultrasonido seria lo mas recomendable por que

involucra menor gasto de solventes organicos.
- Utilizar otra instrumentacion como la cromatografia de gases (con detector

EDL) y una cromatografia HPLC acoplada a masas en la detrminacion de diversos

compuetos organicos persistentes.
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FORMATO DE CONTROL DE MUESTREO

Nombre del rio: Hora de Llegada.
Departamento: Hora de salida:
Pais: Clima:
Nombre de la estacion: Descripcion de la estacion:
Coordenadas geograficas:
Fecha:
N° muestras . 3 Volumen Profundidad | Distancia de Velocidad de
de aqua Caracteristicas T (°C) pH (L) ADIOX. la orilla caudal
g p

aproximada*

*1:baja, 2: media, 3:alta

0 Cantidad . Material Materia
N° muestras - Profundidad . P L
Caracteristicas aprox. Color Tipo de suelo | bioldgico organica
de suelo aprox. o o
(9) presente presente
**: Considerar si 0 no
Investigadores: Comentarios:
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TESIS PUCP

Clasificacion de Sustancias Quimicas Segun la Agencia Internacional

de Investigacion del Cancer (IARC)

El agente encargado de catalogar las sustancias segin su conocimiento de
carcinogenicidad es la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer
(IARC), dependiente de la Organizacion Mundial de Salud (OMS). Son cuatro

grupos en los que se puede clasificar estas sustancias quimicas’.

Grupo 1: Compuesto cancerigeno para los seres humanos.

Estos compuestos muestran evidencias suficientes para la denominaciéon de
cancerigeno. Excepcionalmente, puede considerarse en esta categoria un
compuesto que presenta capacidad carcindgena menor que suficiente en seres
humanos, pero que dicha capacidad en animales sea clara y presente evidencias

de que actlia mediante mecanismos carcin0genos en los seres humanos.

Grupo 2:

Estos compuestos tienen, con toda seguridad, capacidad carcin6gena en seres
humanos asi como de aquellos compuestos de los que no se dispone datos de su
actividad en humanos, pero que su capacidad carcinégena en animales esta mas

que demostrada. Existen dos grupos en esta categoria:

Grupo 2A: Probablemente carcindgeno para los humanos.

En esta categoria se agrupan los compuestos que poseen evidencias limitadas del
poder carcinégeno en humanos y evidencias suficientes en animales. En este
grupo se encuentran: benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno y

dibenzo[a,h]antraceno.

Grupo 2B: Posible cancerigeno para los seres humanos.

Son compuestos con evidencias limitadas en cuanto a su capacidad carcindgena
en humanos y evidencias menores a suficiente en animales. En este grupo se
puede considerar al naftaleno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno o

indeno[1,2,3-cd]pireno.
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Grupo 3: No clasificable como cancerigeno para los seres humanos.
Son compuestos que no muestran evidencia suficiente de capacidad carcindgena
en humanos, y en animales esta capacidad es suficiente o limitada. En este grupo
se encuentran el fluoreno, antraceno, fluoranteno, pireno, criseno Yy

benzol[g,h,i]perileno.

Grupo 4: Probablemente no cancerigeno para los humanos.
Son compuestos que no evidencian poder cancerigeno en seres humanos ni en

animales.

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




R ¥ PONTIFICIA
TESIS PUCP g:}r\éel_r}g?m

DEL PERU

ANEXO 3. Certificado de soluciones patron

140

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




l! {EZ}R&% Certificate of Analysis

i Analytical Salufions

Polynuclear Aromatic Hydrocarbons Mixture #1

Praduct EFPA-2138N Page: 1of1
Lot Number: W-0038Z Lot Issue Date: Jan-2007 Expiration Date: Feb-2009

I'his Certified Reference Material (CRM) was manufacltured and verified in accordance with ULTRA's ISO
2001:2000 registered quality system, and lhe analyle concentrations wers verified by our IS0 17025 accrediled
labpratory. The true value and uncertainty value al the 95% confidence level for each analyte, determined

gravimetrically, is listed below.

Analyte CASH Analyte Lot True Value
acenaphthens 000083-32-9 RAC-29897-41 1001 £ 5 pgiml
anthracena 000120-12-7 3338391 1001 £ 5 pg/mL
banzo[k)fluoranthene 000207-08-9 34750-27 S0.0 = 0.3 wy/mlL
chrysene 000218-01-8 3338557 100.4 £ 0.5 pgiml,
fiuorane 000086-73-7 ECH-29240-493 1000 £ 5 pg/mL
indenao( 1.2, 3-cd]pyrene 000193-38-5 3508108 100.2 = 0.5 pgimL
naphthaiena 000091-20-3  MOE0012 1002 £ S pgimL
pyrens 000129-00-0 AJO-22598-T3 100.2 + 0.5 pg/mlL .

Matrix: acetonitrile

F———'_#‘--"“Hl-"'__'—_'"-'_'-'_'_—

Balances usad in the manufacture of this standard are calibrated with weights traceabie to NIST in
compliance with ANSUNCSL 2-540-1 and IS0 9001.

L[&W

T i
ACCREDITE A s
L o f‘; "'?Fd 250 Smith Street, North Kingstawn, BRI 02852 USA Dr. Edward Fitzgerald,
SA lng pén 401-284-9400 Fax: 401-295-2330 Seaior Seisntist
[ . 051004 Cert.No. 085101 ; www.ultrasci.com
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Polynuclear A

Product EPA-Z138M
Lot Number: CEBE-1499

This Certified Reference Material (CRM) was man

90012000 registered quality system, and the analyte concen

laboratory. The true value and uncearlainty v

gravimetrically. is fisted below.

Analyte
acanaphihylane
benz{alanthracens
kenzo[p]flvoranthens
benzo{ghilperylene
benzofalpyrens
dibenz{a hlanthracens
fiyoranthene

phenanthrene

Matrix: acetonitrile

Balances used in the manufact

CAS#
Do0208-96-B
000056-55-3
D00205-98-2
000191-24-2
DO0050-32-8
DoO0053-70-3
000206-44-0
ooooas-01-8

compliancs with ANSI/NCSL Z-540-1 and IS0 9001.

250 Smith Street, Morth Kingstown, RI 02852 USA

401-794-9400 Fax:

ufactured and verif

trations were varifie

Analyte Lot
34267-35
34764-06
33385-53
34750-40
02903HE
35091-73
3426017
35034-93

401-295-2330

woarw.ultrasci.com

romatic Hydrocarbons Mixture #2
Expiration Date: Aug-2008
Page: 1of 1

-ad in accordance with ULTRA's IS0

d by our ISO 17025 accredited

slue at the 95% confidence level for each analyte, determinec

True Value

1003 + 5 pg/mL
100.5 + 0.5 pa/mL ¢
100.0 £ 0.5 pg/mL ©
100.0 % 0.5 pg/mL *
100.0 £ 0.5 pgiml *
100.5 + 0.5 pgimL
100.0 £ 0.5 paimL ¢
1001 = § pgimlL

ure of this standard are calibrated with waights traceable lo MNIST in

Dr. Edward Fitzgerald,
Sanior Scientist




