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(o..'9Reseña

Naci el 22 de julio de 1986, en Santiago en la comuna de San

Miguel, hüa de Pedro y Nancy. M¡ pr¡mer colegio fue el "Santa Ana"

/,asfa 3' básico y luego me cambié al colegio §anfa Rosa, hermanas

de la providencia" donde estuve hasta mi graduación de 4' ñedio.

En el año 2005 d¡ por primera vez la PSU indecisa con las opciones

de canera, así que real¡ce un Preunivers¡tario ese año para

prepararme mejor y aclarar mis dudas. En el año 2006 entre a la

Universidad de Chile a la carrera de Química Amb¡ental, aún no muy

convenc¡da de mi dec¡sión, pero claramente con el pasar de ros años

de he dado cuenta que fue la correcta. En el año 2011 entre a

realizar m¡ Sem¡nar¡o de TÍtulo a "ANAM S.A" y hoy en día me

encuentro trabajando en "Consulton GeoAmb¡ental"
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RESUMEN

Debido a sus propiedades carcinogénicas y mutagénacas los Hidrocarburos

Aromáticos Policíclicos (HAPS) han sido estud¡ados ampliamente. La determinación de

los HAPS en aguas requieren de métodos adecuados para su extracción, identificac¡ón

y cuantificación, ya que por lo general se encuentran en concenlraciones trazas. El

procedimiento estándar para la concentración de las muestras dado por el método EPA

8310, extracción líquido-liquido (ELL), pero tiene el inconveniente de consumir mucho

tiempo en su preparación y requiere un elevado volumen de solventes antes del

análisis instrumental por HPLC. El método estándar (ELL) se comparó con una técnica

alternativa, la extracción en fase sólida (SPE), siendo aplicado a aguas potables y

naturales. La extracc¡ón en fase sÓlida, se realizó utilizando discos comerciales C18

Empore 3M, con diclorometano como solvente de elución. La identificac¡ón de los

HAPS se realizó comparando los tiempos de retención con estándares y la

cuantificación se llevó a cabo mediante curva de calibración empleando el método de

estándar externo. Los límites de detección generados fueron comparados con los

obtenidos con el método esiándar (ELL). El límite de cuantif¡cación promedio con la

técnica propuesta fue de 0,16 tig/L a diferencia de los 0,43 pg/L obtenidos mediante

ELL. Los límites obtenidos permiten garantizan la detecc¡ón de estos HAPS según los

requerimiento internacionales (uE). El método sPE utilizando los discos de extracc¡ón

Empore presentan ventajas comparativas con respecto a los procedlmientos de

extracción convencional, ya que se obtienen extractos libres de interferencias, se

procesan un mayor número de muestras, además de algo muy importante, la reducción

considerable, de más de un 70% de volumen de solvente§ por muestra.
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AB§TRACT

By their carc¡nogenic and mutagenic properties, the porycycric Aromatic

Hydrocarbons (PAHs) have been w¡dely stud¡ed. The determ¡nation of pAHs in waters

require appropr¡ate methods for extraction, ident¡fication and quantificat¡on, as usually

found ¡n trace concentrations. The standard procedure for the concentration of the

samples given by EPA Method 8310, tiquidliquid extract¡on (ELL), but has the

drawback of very t¡me consum¡ng in the¡r preparation and require a large volume of

solvent béfore instrumental analys¡s by HPLC. The standard method (ELL) was

compared with an alternative technique, sotid phase extrac{ion (SpE), being appl¡ed to

drinking water and natural. The solid phase extract¡on was performed using commerc¡al

discs C18,3M Empore, w¡th dichloromethane as elution solvent. The ident¡ficat¡on of

PAHS was performed by comparing the retent¡on times and quantification standards ¡s

made with a calibration curve using the external standard method. The detection limits

generated were compared with those obtained with the standard method (ELL). The

mean limit quantification with the technique proposed was 0.16 pg/L as opposed to 0.43

Ug/L obtained from ELL. The lim¡ts obtained permit guarantee detection of these pAHs

requirement accord¡ng to international (EU). SPE method using Empore extract¡on

d¡sks have advantages over convent¡onal extraction procedures as fee extracts are

obtrined interference, a h¡gher number of processed samples, bés¡des very ¡mportanfly,

the s¡gnificant reduct¡on of more of a 70% volume of solvent per sample.

xtv
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1.

INTRODUCCóN

Marco Teórico

1.1 Hidrocarburos Aromát¡cos Polic¡clicos

Los Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos (HAPS) constituyen un grupo variado de

compuestos orgánicos que contienen dos o más anillos aromáticos condensados,

formados por átomos de carbono e hidrógeno. Los HAPS son compuestos que se

forman durante la ¡nc¡nerac¡ón incompleta de carbón, petróleo, gas, madera, basura y

otras sustancias orgán¡cas, como tabaco y came asada, Los HAPS se encuentran en

todo el medio amb¡ente en el a¡re, el agua y el suelo (Jaramillo, 1993). Como

sustancias químicas puras, los HAPS ex¡sten generalmente como sólidos incoloros,

blancos o verdes amar¡llosos pál¡dos y tienen un olor leve agradable (ATSDR, 1995).

El benceno es un hidrocarturo de fórmula molecular CoHo, con forma de anillo,

conocido como anillo bencénico o aromát¡co. El hecho de estar compuestos

fundamentalmente por carbono e h¡drógeno es el origen del nombre 'hidrocarburos'.

Por otra parte, de forma coloquial se conoce que el benceno tiene un olor

característ¡co, lo que hace por e)tensión que todos los compuestos derivados def anillo

bencénico se denominen "aromáticos'. Finalmente, el hecho de que la mayoría de

estos compuestos posean var¡os an¡llos les otorga su carácter de "pol¡cícticos'.

Los HAPS entran al medlo ambiente princ¡palmente a través de las emisiones al

aire de los volcanes, los incendios forestales, la quema de madera en los hogares y los

gases de los tubos de escape de fuentes móviles. Tamb¡én pueden entrar a las aguas

de superficie a través de las descargas de las plantas industriales y las plantas de

tratámiento de aguas res¡duales.



1.2 Formación de los HAPS

Los HAPS se forman durante la combust¡ón incompleta de materia orgánica en

general, formada por carbono e hidrógeno al reaccionar con poco oxígeno. Una

combust¡ón normalforma dióxido de carbono y agua. Sin embargo, si no hay suf¡ciente

oxigeno, la combustión es incompleta; parte del combustible no reacc¡ona

completamente y se forman otros subproductos tales como monóxido de carbono y

HAPS. Este proceso también es conoc¡do como pirólis¡s.

Los perf¡les de HAPs resultantes de la quema de diversos materiáles orgánicos

dependen de la temperatura de combust¡ón, duración del proceso, las cond¡ciones de

la flama y del tipo de material orgánico. A temperaturas por debajo de 700'C los

productos de combust¡ón forman HAPS con varias alquilaciones. Un ejemplo típico es

el humo del cigarro que produce hollín con altos conten¡dos de HAPS alqu¡lados

(Bjorseth & Ramdahl 1985). A altas temperaturas, sobre 2000'C sólo se forman HAPS

s¡mples s¡n alquilaciones (Blumer & Youngblood 1975).

Muchos procesos de carbon¡zac¡ón producen HAPS durante la degradación de

material orgánico a bajas temperaturas (menos de 200"C) y a altas presiones en un

período de millones de años como es el petróleo y el carbón (Prince & Drake 1999),

por lo que el crudo y sus derivados representan la fuente pr¡ncipal de HAPS en el

ambiente en zonas de explotación petroleras y en las c¡udades.



1.3 Propiedades flsicas y qulm¡cas

En general al hablar de HAPs se refiere a compuestos formados exclusivamente

por €rbono e h¡drógeno, como se pueden observar en la Figura 1 .
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Figura 1: Estructura de los 16 HAPS que serán estudiados.



Los HAPS son compuestos no polares o muy déb¡lmente polares que t¡enen

afinidad por las fases orgánic¿ls hidrofóbicas, presentando una baja sotub¡l¡dad en el

agua (McBride 1994).

Tabla I : Nombre y características físico-qulmicas de los l6 Hidrocarburos

Aromáticos Policíclicos que serán estudiados.

Nombre HAP Abreviatura M.M

(g/mol)

Pres¡ón de

vapor(Pa)

Octanolragua

(Kow)

Naftaleno N 128,2 11,0 3,37

Acenaftileno Acy 152.2 3,86 4,07

Acenafteno Ace 154,2 6,0 . 10" 3,98

Fluoreno F 166,2 4,2- 10'' 4,18

Fenantreno P 178,2 9,1 - 10'' 4,45

Antraceno Ant 178,2 2,3 . I 0'r 4,45

Pireno Pyr 202,3 3,3 . 10' 4,88

Fluoranteno FI 202,3 6,7 . 10* 4,90

Criseno 228,3 8,4 . 10' 5,56

Benzo(a)antraceno B(a)Ant 228,3 2,9 . 10-o 5,61

B(b)Fr 252,3 6,7 . 10'

Benzo(k)Fluoranteno B(k)Fr 252,3 1,3.10' 6,06

Benzo(alpireno B(a)Pyr 252,3 6,06

Benzo(9. h.¡)perileno B(gh¡)Per 276,3 1 ,4 .10' 6,50

D¡B(ah)Ant 278,4 1,3.100 6,84

lndeno(f ,2,3-cd)P¡reno lpyr 276,0 1,3. l0* 6,58

Chr

Benzo(b)Fluoranteno 6,04

7,5 . 10'',

D¡benzo(a,h)antraceno

4



En relación al coeficiente de distribución entre el octanol y el agua (Kow) todos los

compuestos tienen un coef¡c¡ente mayor a 3lo que ind¡ca una baja solubilidad,

inmov¡l¡dad, bajas tasas de biodegradación, tendenc¡a a acumularse y a ser

persisténte. Valores para otros compuestos se pueden encontrar en la base de datos

de Sangster Research Laboratories, para tener una est¡mac¡ón de este valor, se puede

utilizar el método QSAR (relación cuant¡tativa estructura-act¡v¡dad). En la tabla 2 se

obserya la afinidad de una sustanc¡a por los tej¡dos grasos (abundantes en an¡males)

en func¡ón del valor del logaritmo del coeficiente de reparto octanol-agua.

Tabla 2i Afin¡dad de una sustanc¡a por los tejidos grasos en función del valor del

logar¡tmo del coeficiente de reparto octanol-agua

Valor log Kow Afinidad por tejidos grasos

3,5a5 Alta

I a3 Baja

En general, los HAPS de baja masa molar son más volátiles, solubles en aguas y

menos lipofíl¡cos que los compuestos de alta masa molar. Estas características físicas

y quÍm¡cas determinan en gran medida su comportamiento en el amb¡ente y los

procesos de descarga a otros receptores secundarios.

>de 5 Muy alta

3a3,5 Media

<de 1 Muy Baja

5



Por ejemplo, la transferencia a otros compartimentos del ambiente y la

degradación es más alta para estos compuestos, los HAps dé baja masa molar, son

más volátiles, por lo tanto dominan en el aire y se encontrarán principalmente en la

fase vapor (Jaward y col, 2004).

En suelos la mayoría de los HAps son fuertemente adsorb¡dos a la materia

orgánica del suelo (Chiou y col, 1998), reduciendo su d¡spon¡b¡lidad tanto para ser

biodegradados, como para ser absorbidos por las plantas y lixiviados al acuÍfero. si los

HAPS son transferidos a sistemas acuáicos, son rápidamente transferidos a los

sedimentos y las concentraciones en la columna de agua reflejan el producto de

solub¡lidad de cada compuesto. En el caso de denames de petróleos o sus derivados

en suelos, el producto denamado comienza a desaparecer por evaporación, dispersión

y degradación microbiana.

La adsorción de un compues{o orgán¡co a través de la materia orgán¡ca del suelo

se describe con la s¡guiente ecuac¡ón:

Koc = Kd / foc t1l

En dónde Koc es el coeficiente de distribución del compuesto orgán¡co entre el

carbono orgánico del suelo y el agua de poro, Kd es el coef¡ciente de d¡stribución del

compuesto orgánico entre el suelo y el agua y foc es la fracción de carbono orgánico

en el suelo. El Koc tiene una relación directa con la solubilidad en agua y el Kow del

compuesto.
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1.4 Fuentes de Emís¡ón

Dada la amplia distr¡bución de ros HAps, presente en Ia mayoría de ros procesos

de combustión, se puede determ¡nar que los HAps son ub¡cuos, es decir se encuentran

de forma generalizada en el médio ambiente. por lo que en general se puede real¡zar

una divis¡ón según su fuente de emisión, siendo esto así, se pueden distinguir dos tipos

de fuentes como responsables de la presenc¡a de HAps en el ambiente.

1.4.1 Fuentes naturales

Para efectos del INEM (lnventario Nacional de Emisiones de México) las fuentes

naturales se definen como biogénicas o geogénicas. una fuente b¡ogénica seria la

formac¡ón del Per¡leno en sedimentos anaeróbicos (Wild & Jones, 1995), y por su

parte, las mayores fuentes de em¡s¡ón es la geogénicas, de origen geológ¡co, por lo

tanto serían las erupciones de los volcanes las que emiten las mayores

con@ntraciones de HAPS a la b¡ota, otra fuente ¡mportante de HAps serían los

incendios forestales debidos a causas naturales (OMS, 2003). Sin embargo, en zonas

de poca act¡vidad volcánica, el aporte de HAps proveniente de fuentes naturales, no es

muy ¡mportante en comparación a luentes antropogénicas.
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L4.2 Fuentes antropogénicas

Este término hace referencia a todas las formas en las que se originan HAPS que

sean dependientes de la actividad humana. La amplia utilización de procesos de

combustión de materia orgán¡ca durante él último siglo ha hecho que la producción de

HAPS sea un fenómeno hab¡tual en nuestra soc¡edad. Los combustlbles fósiles son de

uso frecuente y abundante, sobre todo en tres ámbitos:

1.4.2.1 Las calefacciones domést¡cas

Una fuente pr¡mar¡a de HAPS es Ia combust¡ón ¡ncompleta de madera, gas y otros

combustibles orgán¡cos. La concentrac¡ón de las emisiones depende del t¡po de

combustible. En zonas rurales donde la calefacc¡ón es principalmente con madera, las

emisiones puntuales por calefacciones domésticas son mayores que en zonas

urbanas, especialmente en invierno.

o 1.4.2.2 Vehículos de motor

Emisión de gases de vehículos, ¡ncluyendo barcos y aviones. En áreas urbanas

una de las fuentes princ¡pales de HAPS son los gases de los tubos de escape.

Esta cantidad de contam¡nante, varia en función del tipo de vehÍculo, época de

fabricación y tipo de combustible utilizado. La aplicac¡ón de normas de control de

contam¡nación que rigen para la fabr¡cación de vehiculos en esta última década, tales

como la ut¡lizac¡ón de convertidores catalíticos, gasolinas sin plomo marcan un límite

de contención a los niveles de contam¡nación atmosférica urbana. Lo que origina una

gran diferencia en los n¡veles de emisión de ¡os vehículos nuevos y ant¡guos, siendo

estos últimos los que producen mayor contaminación (Domenech, ,t996).



1.4.2.3 Usos industriales

Los HAPS se forman también en muchos procesos industriales o se emiten al

ambiente de trabajo por la utilización de productos ricos en HAPS en muchas

industrias. Algunos HAPs se ut¡lizan en medícina y para la producción de tintas,

plásticos y pestic¡das. Se encuentran HAPS en el petróleo crudo, el asfalto, el carbón,

el alqu¡trán, la brea, la creosota y algunos d¡solventes comerciales. Tamblén se

produce emisión de HAPS en plantas de generación de energía eléctrica, incineradoras

de residuos domésticos y de origen agrícola, y la ¡ndustr¡a metalúrgica, especialmente

del hieno y el alum¡nio.

1.4.2-4Él tabaco y los alimentos

Una de ¡as formas de combust¡ón incompleta de origen antropogén¡co es la que

conlleva el hábito de fumar. Entre los muchos productos que se origínan en la

combustión, el humo del tabaco contiene cantidades importantes de HAPS.

Los HAPs formados en la combustión det tabaco se encuentran tanlo en el humo

directamente inhalado por el fumador, como en el qué se exhala después o el que se

emite directamente. Algunos HAPS pueden formarse también como productos de la

pirólisis de los carbohidratos, aminoácidos, y ácidos grasos. Asi pues, muchos

alimentos, espec¡almente carnes elaboradas a la par¡lla, en que la cocción se produce

a elevadas temperaturas y en contacto directo con la llama, se forman HAPS en la

superfic¡e del alimento. Lo m¡smo ocurre en los procesos de tostado a elevada

temperatura de productos derivados de cereales, como el pan, la pizza y ahumado de

pescado o carnes.



L4.3 Fuentes de combust¡ón

Las emisiones de HAPs como resultado de las activ¡dades humanas también se

pueden dividir en fuente de combustión estacionaria y fuentes de combustión móviles.

1.4.3.1 Combustión estac¡onaria

Las principales fuentes fias que emiten HAPS son instalaciones de generación de

calor y energía (termo y carboelectricas), calefacción con carbón y madera,

quemadores de gas, incineracién de residuos orgánicos municipales e industriales,

quemas intenc¡onales e incendios forestales y diversos procesos industr¡ales (coque,

cracking del petróleo, fundidoras, producción de asfalto, etc.).

1.4.3.2 Combust¡ón móvil

Cualqu¡er máquina, aparato o dispos¡tivo em¡sor de contam¡nantes a la atmósfera,

al agua y al suelo que no t¡ene un lugar f¡jo, se le cons¡dera una fuente móvil, los

mayores ejemplos son los vehículos como automóviles, barcos, aviones, los cuales

queman gmndes cantidades de combustibles fós¡les, y en menor medida la combust¡ón

del humo del ciganillo.
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1.5 Formas y niveles de exposición a los HAps

Las poblaciones humanas pueden estar sometidas a cuatro tipos de exposición a

los HAPS: amb¡ental, dietética, del humo de tabaco, y ocupacional.

1.5.1. Expos¡ción ambiental

Es más probable que en el medio amb¡ente la exposición se deba a los HAPS

volátiles del aire, o a los HAPS que están adheridos al polvo y a otras partículas

presentes en el aire. La vía de exposición es fundamentalmente inhalator¡a.

Los HAPS son ub¡cuos en el medio ambiente, dando lugar a niveles basales

detec{ables en la población gener€¡|. En el aire de las áreas rurales se han encontrado

niveles de algunos HAPS que oscilan entre 0,02 y 1,2 ng/ms. En áreas urbanas los

n¡veles detectados varían de 0,15 a 20 ng/m3. Las concentraciones han dism¡nuido

sustanc¡almente durante los últimos 30 años.

L5.2 Exposición por humo del tabaco

La exposición al humo del tabaco comporta el acceso al interior de los pulmones

de una cantidad importante de HAPs, junto con otras substancias tóxicas, med¡ante la

inhalación directa del humo por parte del fumador. Para el fumador la inhalación de

humo del tabaco es una forma de exposición directa y específica.

Se estima que un tumador de un paquete de c¡garr¡llos ing¡ere entre 2 y 5 Pgldia.
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1.5.3 Expos¡c¡ón por la dieta

Una gran parte de los al¡mentos que consumimos de forma hab¡tual cont¡enen

HAPS, aunque sea en cantidades mínimas. Los vegetales cultivados en suelos o

atmósferas contam¡nadas pueden contener trazas de HAPS. También pueden

€ncontrarse HAPs en al¡mentos a base de cereales y los lácteos. Cocinar carne y otros

al¡mentos a altas temperaturas, lo cual ocurre cuando se util¡za carbón o leña,

aumentando las cantidades de HAPs presentes en los alimentos. Lo mismo ocune al

ahumar los alimentos.

Para los alimentos que se consumen crudos la UE ha fÜado un límite máx¡mo de

0,3 pglkg Aun no se ha fijado un límité para alimentos ahumados, aunque en algunos

países como Francia, Alemania, Su¡za se han establecido valores de 1 pg/§.

1.5.4 Expos¡ción ocupacional

En algunas personas la principal fuente de expos¡ción a los HAPS ocune en el

lugar de trabajo. La exposición ocupacional es principalmente por inhalación de gases

y partículas, pero en algunos casos, exposición por la piel, al entrar en contacto o

man¡pulár substancias con un elevado contenido en HAPS.

La exposic¡ón ocupacional en industrias con eposic¡ón a HAPS, el

Benzola]p¡reno se encuentra a vece§ a concentraciones de 10 a 100 pg/m3, cuando en

el aire la concentración tÍpica es del orden de pocos ng/m3. Por otra parte es una

expos¡ción que puede tener variac¡ones en su concentración, y que tiene lugar durante

un periodo l¡mitado de tiempo a lo largo de la semana. Finalmente, con frecuencia la

exposición ocurre en lugares confinados, sometidos a condiciones no habituales de

temperatura, y en muchas ocasiones con exposicién a otros compuestos químicos.



1.5.4 N¡veles de referenc¡a en la Exposición Ocupacional a HAPS.

Diversas ¡nstituc¡ones internacionales han establec¡do lím¡tes de exposic¡ón

ocupacional recomendado como concentración promedio ponderado de tiempo, éstas

se pueden comparar en la Tabla 3.

Tabla 3: Comparación de ¡nst¡tuciones y sus rangos permisibles de HAPS en

exposic¡ón ocupac¡onal.

lnstitución Promedio

ponderado (Hora)

Concentración

10 0,1 mg/m"

ACGrH (USA) a 0,2 mg/m3

I 0,2 mg/m"

DFG (Alemania) a 5 pg/m" 2 pS/m' (-)

INSHT (España) 2 pg/m3

(') Para el Benzola]pirgno de 5 pg/m3 durante la producción y carga de los hornos de

coquficación, v 2 üglm' en el resto de localizaciones.
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1.6 Degradación de HAPS

Los HAPS más pesados (4 a 6 anillos) son más pers¡stentes que los pequeños

(Conte y col, 2000). Los mecanismos de destrucc¡ón de HAPS son pr¡nc¡palmente

químico y b¡ológ¡co, e incluyen biodegradac¡ón, ox¡dación ab¡ótica, hidrólis¡s,

destrucción UV en la superfic¡e (Basel, 2002). La biodegradaciÓn de HAPS depende

pdncipalmente de su biodisponibilidad. Esta biod¡sponibilidad depende de la cercanía

de los m¡croorgan¡smos a los sit¡os en donde se encuentran sorbidos los HAPS en el

suelo. Algunos microorgan¡smos producen b¡osurfactantes que favorecen la desorción

de HAPS desde la materia orgánica del suelo, ya que los solubilizan, aumentando §u

b¡od¡spon¡bilidad, y por ende, pueden biodegradar a estos compuestos, siendo éste el

paso fundamentat para que se in¡cie el proceso de biodegradación (Vopar¡l & Mayer,

2000).

La intens¡dad de la b¡odegradac¡ón depende de la temperatura (a 5"C es nula a

30'C es muy alta), de la presenc¡a de agua y oxígeno (generalmente la biodegradación

se lleva á cabo bajo condiciones aerobia§; se conocen pocos informes de procesos de

b¡odegradación bajo cond¡ciones anaerobias), de los nutr¡entes, de los

microorganismos presentes y de los procesos de adsorción que impiden que el

compuesto sea soluble y por lo tanlo biodisponible.

Se ha observado que las concentrac¡ones de HAPs en el ambiente de reg¡ones

tropicales son más bajas que en las regiones polares debido a una rápida degradac¡ón

microbiana, fotooxidación y volatilización (\Mlcke y col, 1999).
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{.7 Efectos sobre la salud

Cur¡osamente, los HAPS están presentes desde los orígenes de la medicina laboral;

a ellos se debe que por primera vez se reconociese que el trabajo y las substancias a

las que se está expuesto pueden ser causa de enférmedad. En 1775 los médicos

británicos Percival Pott y John Hill ¡nformaron de la aparición anormalmente elevada de

un tipo de tumor gen¡tal, el cáncer de piel del escroto, entre los deshollinadores. Este

tipo de tumor prácticamente no se encontraba en otros pacientes. Su deducción fue

que algunos de estos trabajadores acababan por desanollar este extraño tumor tras

muchos años de exposición al hollín.

En 1918 los japoneses Katsuburo Yamgiwa y Ko¡chi lchikawa consiguieron inducir

cáncer de p¡el en conejos producido por la aplicación de alquitrán.

Sin emba¡go tanto el alquitrán como el hollín son mezcla§ de diversas substancias,

y el aislamiento de los compuestos químicos responsables del pos¡ble efecto resultaba

complejo. En 1920 por pr¡mera vez se indicaron a los hidrocarburos aromát¡cos

poticíclicos como los compuestos pos¡blemente cancerígenos del alquitrán.

El Departamento de Salud y Servicios Humanos (DHHS) de EE'UU' ha

determinado que es razonable predecir que algunos HAPS son carcinogénicos para el

ser humano, debido a las evidencias en animales y por estudios epidemiológico§ que

muestran el desarrollo de cáncer en ciertas personas que han resp¡rado o estado en

contacto con mezclas de HAP por largo tiempo. Es importante señalar la consideración

que se tiene de que todos los HAPS en general, son sospechosos de ser

carc¡nogénicos en un grado u otro, aunque el nivel sea muy bajo.
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l.T.lAbsorción y metabol¡smo de los HAPs

La exposición humana a los HAPs se produce sobre todo por inhalación, ¡ngestión

u absorción. Tras su absorción por el organ¡smo se distribuyen ampliamente en todos

los tejidos, especialmente los con mayor contenido graso. Los HAPS no t¡enden a

acumularse en el organ¡smo, y la mayoría de ellos son eliminados pr¡nc¡palmente por la

orina y heces.

Pero un aspecto de interés para comprender la activ¡dad biológica de los HAPS es

su metabolismo, es decir, la ser¡e de transformaciones que sufen una vez absorb¡dos

por el organismo. Como con cualqu¡er substancia externa, el organismo trata de

eliminarlos, proceso que se @noce como detoxificac¡ón, y que se realiza med¡ante

enzimas. Este proceso tiene lugar sobre todo, aunque no exclusivamente, en el hlgado.



Figura 2: Ruta metabólica del Benzo(a)pireno.

El primer paso consiste en la oxidación de los HAPS; posteriormente, al compuesto

oxidado se le añade una molécula abundante en el organ¡smo como el glutatión; este

paso se conoce como conjugación. El proceso de oxidación-conjugacién tiene como

objeto que un compuesto que originalmente era soluble en las grasas se haga

h¡drosoluble (soluble en el agua) y favorecer así su elim¡nac¡ón por la orina.
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Figura 3: Proceso de solubilización de Benzo(a)pireno.

Por desgracia, el paso intermedio de la oxidación produce compuestos conoc¡dos

como epóxidos que son a¡tamente react¡vos, con capac¡dad para unirse a moléculas

complejas, como las proteínas y el ADN. Ésta últ¡ma característica es la responsable

de la capacidad genotóxica de los HAPS.
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{.7.2 Los HAPs como causa de cáncer

La capacidad de producir cáncer es sin duda el principal motivo de preocupación

por el cual es necesario estudiar, Iegislar e identificar HAPs. El principal mecanismo

para la ¡nducción de tumores por parte de los HAPS es su genotox¡c¡dad. El efecto

cancerígeno de los HAP ha sido claramente demostrado en los seres humanos para

d¡versos tumores y para varios t¡pos de exposic¡ón.

El alto poder cancerígeno de estos compuestos, se debe a que poseen una región

en su estructura con una elevada energía de deslocalización de electrones, que

permiten interaccionar con los enlaces covalentes (Spivack y col, 2001).

Ex¡ste un grupo de enzimas que son capaces de convertir los compuestos

xenobióticos l¡pof¡licos (incluidos los HAPS) en productos solubles en agua. Este tipo

de enzimas son las "M¡xes Function Oxidasas'(MFO). En este proceso de eliminac¡ón

de los HAPS se foman compuestos ¡ntermedios llamados epóxidos. Son estos

dedvados de los HAP los que t¡enen la capacidad de adherirse al ADN formando lo que

se conoce como aductos.

El ADN es fundamental para la vida ya gue es la molécula que forma los genes.

Cuando la célula se divide, cada una de las células resultantes contiene una copia del

ADN orig¡nal. En este proceso de cop¡a del ADN, la presencia de substanc¡as exlrañas

adheridas (como los aductos de HAPs) pueden hacer que la copia sea defectuosa, es

decir que se produzca un cambio en la nueva molécula de ADN; dicho cambio se

conoce con el nombre de mutación. Si esta mutac¡ón se produce en algunos genes

clave, que controlan el crecimiento celular, la célula puede entrar en un estado de

crec¡miento incontrolado, que a la larga puede ser el inicio de un cáncer.
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1.7.3 Clasificación de la éxpos¡c¡ón a HAPS como cancerigenos

Diversos organismos y agencia§ han e§tablec¡do clasificaciones para detem¡nar la

carc¡nogen¡cidad de substanc¡as químicas. Actualmente la más aceptada es la

clasificación de la Agencia lnternacional para la lnvestigación del Cáncer, conocida por

sus siglas en ¡nglés IARC, con sede en Lyon (Francia), depend¡ente de la Organ¡zac¡ón

Mund¡al de la Salud (OMS). La clas¡ficac¡ón la IARC tiene cuatro grupos pr¡ncipales:

Tabla 4: Clasificación de la IARC para substancias cancerígenas.

Grupo Definición

Grupo 1 Substancias o expos¡c¡ones que son cancerigenos para el ser humano.

Grupo 2A Substancias o expos¡clones que son "probables" cancerígenos para el ser

humano. En general se clasifican en este grupo las substanc¡as que son

claramente cancerígenas en experimentación animal pero para las que no hay

suficiente informac¡ón en los seres humanos.

Grupo 28

Grupo 3

Substancias que son "posió/es" cancerígenos para el ser humano. En general

se clasifican en este grupo substancias para las que no hay suf¡ciente

¡nformac¡ón en los seres humanos, y no se puede conclu¡r que sean claramente

cancerígenos animales.

Substancias para las que no se dispone de suf¡ciente información sobre su

capacidad carc¡nogénica.

Substancias que probablemente no son carcinogén¡cas para los seres

humanos.

Grupo 4
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Cuando una substancia se clasifica en el grupo I significa que no hay duda sobre

su potencial para producir cáncer. Deben promoverse acciones de protecc¡én de la

salud y se deben establecer medidas regulatorias para prevenir la exposición a la

misma. Las substancias clasif¡cadas en el grupo 2A deben ser objeto de atención, y el

princip¡o de precaución sugiere actuar prácticamente como si fueran del grupo L De

hecho, las substancias del grupo 2A son objeto prior¡tar¡o de investigac¡ón que aporte

nuevas pruebas.

1.7.4 Clasificación de la IARC para los HAPS.

Respecto alos HAP individuales la última actual¡zac¡ón de la IARC ha establecido

la sigu¡ente clasificación:

Tabla 5: Clas¡f¡cación de la IARC para los HAPS.

Grupo HAPs

Grupo 2A Ciclopenta[c,d]pireno, Dibenzo[a,h]antraceno y Dibenzo[a]pireno.

Grupo 28

27

Grupo I Benzo[a]pireno.

Benzo[jlaceantrileno, Benzo[a]antraceno, BenzoIbfluoranteno,

Benzo fluoranteno, BenzoIk]fl uoranteno, Benzo[crenantreno,

Criseno, Dibenzola,h]p¡reno, Dibenzola,i]pireno, lndenol1,2,3-

cdlpireno.



1.8 Normativa

A fin de proteger la salud pública es preciso fijar contenidos máx¡mos permitidos

de los diversos HAPS, aunque se le ha puesto especial normativa al Benzo(a)pireno, ya

que es el componente más estud¡ado, la normat¡va se le ha apl¡cado a determinadas

matrices como:

. Alimentos con procesos de ahumado.

. Alimentos expuestos a contaminación medioambiental, como derames

de h¡drocarburos.

. Contam¡nantes ambientales como €l Material Part¡culado.

. Aguas de consumo.

. Aguascontinentalessuperfic¡ales

Para los HAPS tiene por objeto aplicar el principio de que la exposición a esos

contam¡nantes tiené que ser lo más baja pos¡ble. No establece valores límite para las

em¡s¡ones de HAPs, pero utiliza el Benzo(a)pireno como indicador del r¡esgo

cancerígeno de esos contaminantes y fúa para éste un valor objetivo que deberá

alcanzarse. Las Guías lnternacionales de la OMS de 1971 señalaron que algunos

HAPS son cancerígenos y que las concentrac¡ones de seis HAP representativos

(Fluoranteno, 3,4-benzofluoranteno, 11 ,12-Benzofluoranteno, 3,¿l-Benzop¡reno, 1,12-

Benzopireno e lndeno[1,2,]cd]pireno) no deben superar, en general, los 0,2 pg/L.

En la primera edición de las Guías para la calidad del agua potable de I 993

concluyeron que no se d¡sponia de datos suficientes para cálcular valores de referencia

para los HAPs en el agua de consumo, salvo para el Benzola]pireno.

Se calculó un valor de referencia para el Benzo[a]pireno, conespond¡ente a un

valor máx¡mo del r¡esgo ad¡cional v¡tal¡cio de cáncer, de 0,7 Ug/L. Este valor de



referencia se mantuvo en el apéndice a la segunda edición de las Guías, publicado en

1998, ya que se conf¡rmó en nuevos estudios sobre su capacidad cancerígena.

En la Tabla 6 observamos los lím¡tes de calidad de aguas de consumo y naturales

¡ndicados por organismos internacionales frente a HAPS y el B[a]pyr.

Tabla 6: Límites de Calidad de aguas de consumo y naturales de organ¡smos

intemacionales frente a HAPS totales y Benzo[alpireno.

En el caso part¡cular de la Normativa Chilena, no se encuentran legisládos los

Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos en aguas de consumo. Las normativas sobre

aguas en Chile, como la NCh 1333 de 1978, Norma chilena sobre requisitos de calidad

del agua para diferentes usos, y la NCh 409, Norma chilena sobre Agua Potable, no

establecen n¡ngún máx¡mo de concentrac¡ón para HAPS en n¡nguna matr¡2,

especialmente en el agua.

Referencia Matriz Año

Limite máx HAPS

totales (Fg/L)

Valor gula de

B[a]Pyr (Fg/L)

OMS 2003 0,005 - 10 0,7

oMs Agua Potable 2003 0,001 - l1 0,7

U Europea 1998 0,1 0,0't

US EPA Agua Potable 2006 o,2 0,02

2001 0,1 5 4,2

IDEM Agua Subtenánea

(uso ¡ndustrial)

2001 2,5 0,2

Aguas Subterráneas

Agua Potable

IDEM Agua Subterránea

(uso residencial)



La Norma Chilena Ofic¡al NCh 409/1.Of2005 Agua Potable - Parte 1 - Requisitos,

que se considerada en sus definiciones por Norma Ch¡lena Oficial NCh 1333.Ofl8,

Modificada en 1987 Requisitos de calidad del agua para d¡ferentes usos, señala

explícitamente que entre los parámetros que def¡nen los requis¡tos de cal¡dad del agua

se t¡enen los de Tipo ll "Elementos o sustancias químicas de importanc¡a para la

salud', sin hacer mayor mención o defin¡c¡ón de los mismos.

A su vez, el D.S. 76/2009, Modifica Décreto N' 735, de 1969, "Reglamento de los

Servicios de Agua Destinados al Consumo Humano" establece claramente en su

Artículo 9o que las aguas que se uülicen para agua potable'...no debeÉn contener

sustancias tóxica....", s¡n embargo no hace ninguna referencia n¡ define estas

sustanc¡as.

En este contexto podemos señalar que si bien Ia normat¡va chilena no es explícita

en mencionar los HAPS como una sustancia a controlar en las agua§ a utilizar para

consumo humano, sí e§tá abierta la posibil¡dad de incorporar éstas en el caso que se

demuestre científicamente que representan un riesgo para la salud de la población.

En el artículo 11'de Ia Ley 19.300, en su inciso últ¡mo, se enuncia que tanto para

évaluar el riesgo como para evaluar los daños adversos a la salud se consíderará lo

establecido en las normas de calidad ambiental y de emisión v¡gentes, en el caso de

que exista una cárencia de tales normas, se ut¡lizaÉn como referencia la§ v¡gentes en

los Estados que señale el reglamento. Para esto el Reglamento.del SEIA estipula en su

7" artículo que las normas de calidad ambiental y de emisión que se ut¡l¡zarán como

referenc¡a, serán aquellas vigentes en los siguientes Eslados: Repúbl¡ca Federal de

Aleman¡a, República Argentina, Australia, República Federativa del Bras¡|,

Confederac¡ón de Canadá, Reino de España, Estados Un¡dos Mex¡canos, Estados



Unídos de Norteamérica, Nueva Zelandia, Reino de los Países Bajos, República de

Italia, Japón, Reino de Suecia y Confederac¡ón Suiza.

El D.S N" 143/08 del Ministerio Secretaría General de la Pres¡dencia de la

República, "Establece Normas de Cal¡dad Primaria para las aguas cont¡nentales

supernciales apta para activ¡dades de recreación con contacto direc;to', donde se

establece un valor máx¡mo perm¡tido para el "Benzo(a)p¡reno", este valor máximo es de

0,0022 mg/L ósea 2,2 pg/L, con una frecuencia de monitoreo mínima anual de I vez

cada 3 meses y mín¡mo 1 vez en época de baño. El método establecido es el 6440 B

Método Cromatográf¡co Exracc¡ón Líquido Líquido - Cromatografía de gases -
Detector de masa.. Con condiciones de muestreo descritas en la NCh 41 1/3 Otr)6.

Calidad de agua-Muestreo-Parte3: Guía sobre la preservación y manejo de muestras.

D.S N'501/96, del Ministerio de Obras Públ¡cas, o en "Collection and Preservation of

Samples' descritas en el número 1060 Del "Standard Methods for Examinat¡o of Water

and Wastewatef. 20th Ed¡tion 1998. APHA-A\ M/A-WPCF o ed¡ciones posteriores.

Este Decreto Supremo tiene por objeto proteger la calidad de las aguas continentales

superficiales para salvaguardar la salud de las personas.

S¡ b¡en en Chile no está normado el contenido de HAPS en aguas para consumo

humano, sÍ ex¡ste la regulación del Benzo(a)pireno, el HAPS más pel¡groso, en aguas

continentales superficiales aptas para activ¡dades recreat¡vas. El anális¡s para e§timar

su concentración en aguas, es realizado por laborator¡os certificados y lo realizan

principalmente grandes empresas que se adh¡eren a normativas y estándares de

calidad internacionales, cumpliendo principalmente los valores expuestos en las Gulas

de la OMS o EPA.

25



1.8.1 Concentrac¡ones de HAPs en algunas ciudades

En algunas c¡udades de Estados Un¡dos, se encontraron en 1997 concentraciones

en el agua potable desde 0.0047 mg/L hasta 12,44 mg/L lo cual los obligó a tomar

med¡das de control fuertes.

En los ríos Uruguay y Río de Ia Plata se detectaron concentrac¡ones de HAp de

entre 1,8 y 12 yg¡L, en aguas costeras de la Patagon¡a, afectadas por act¡vidades de

extracción de petróleo, el rango fue de 8-41 pg/L.

En las aguas costerás de Chile, específ¡camente en Quintero (Bonert & Dor¡ón,

1989) se determinaron una concentrac¡ón de 0,1 a 2,34 Ng/L, lo cual se estima como

que no se indicó alguna señal de contaminac¡ón.

En Santiago de Chile, se han real¡zado mayores estudios en el área de

contaminac¡ón atmosférica por HAPS, principalmente se reportaron concentraciones

promedio de HAPs para el período de invierno del año 1992, de 34 ng/m3, esta

concentrac¡ón promed¡o se mantuvo por var¡os años, observándose una disminución

en la concentración de HAPs y B[a]Pyr en el año 1995. Durante el año 1995 y 1996 se

reportó una concentración promedio para el período de ¡nvierno de 9,2 ngim3 y 4,9

ng/m3 respectivamente [Adon¡s & Gil, 2000]. Esta disminución en las concentrac¡ones

de HAPS cancerígenos y no cancerlgenos coinc¡de con la aplicación del primer Plan de

Descontaminación de la Reg¡ón Metropolitana lAdon¡s, 1999].
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2. Cromatografía liquida de alta resolución (HPLC)

La Cromatografía ¡íqu¡da de alta resolución o High performance liquid

chromatowphy (HPLC), es una técnica utilizada para separar los componentes de

una mezcla basándose en d¡ferentes tipos de Interacc¡ones quím¡cas entre las

sustancias analizadas y la columna cromatográfica. La muestra a anal¡zar es

introducida en pequeñas cant¡dades y sus componentes se retrasan diferencialmente

dependiendo de las interacciones químicas o fisicas con la fase estacionaria a medida

que avanzan por la columna.

El tiempo que tarda un compuesto en ser eluído, se denomina tiempo de

reteneión (tr) y se considera una propiedad identificativa característica de un

compuesto en una determinada fase móvil y estacionaria. Los d¡solventes que

componen la fase móv¡l más ut¡lizados son el agua, el metanol y el acetonitrilo.

Una mejora introduc¡da a la técnica de HPLC es la Yar¡acíón en la compos¡ción

de la fase móvil durante el anális¡s, conocida como elución en gradiente. El gradiente

util¡zado varía en función de la hidrofobic¡dad del compuesto. EI gradiente separa los

componentes de la muestra como func¡ón de la af¡nidad del compuesto por la fase

móvil. Al utilizar un gradiente agua/acetonitrilo, se espera que lo§ compuestos

h¡drofílicos elu¡rán a mayor concentración de agua, m¡entras que los compuestos más

hidrofóbicos, como nuestro analito de ¡nterés, HAPS, se e§pera que eluyan a

concentraciones elevadas de acetonitrilo, para esto se trabajará con una gradiente que

aumente la concentración de aceton¡trilo en el tiempo.
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2.1 Sistema de Deteccaón

Los sistemas de detección habitualmente empleados son ultravioleta-visible,

fluorescenc¡a y espectrometría de masas o masas-masas. La detección med¡ante

espectroscopía ultravioleta-visible se ha utilizado pfincipalmente para la determinaciÓn

de HAPS seleccionando la longitud de onda de 254 nm para registrar los

cromatogramas.

En el caso de muestras de tan bajas concentrac¡ones, como los HAP§ es

bastante d¡fic¡l ident¡ficarlos en muestras de aguas naturales y potables. En caso de

Iaboratorios, donde deben ¡dent¡ficar y determinar con@ntración en un porcentaje muy

alto de segur¡dad, es necesario contar con una segunda confirmación del resultado,

para ello se puede util¡zar un detector de Fluorescenc¡a en línea con el UV-Vis¡b¡e, para

registrar ambos cromatogramas para una m¡sma muestra, y tener una mayor certeza

de la presenc¡a de estos anal¡tos en las muestras, o sí se cuenta con detectores de

masas, el extracto podrá ser evaluado en forma cualitat¡va y cuantitativa

s¡multáneamente.
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3, Metodología de Extracción

El fin de cualquier metodología de preparación de muestra es disponer del

anal¡to en el estado más "puro' posible y en un disolvente compat¡ble con la técnica de

determinación utilizada, HPLC.

Para ello, en la mayoría de los métodos analíticos es necesario realizar una

primera etapa en la cual se aislará los analitos de la matriz "agua" que los contiene

consiguiendo su pur¡ficac¡ón y concentración.

Las matrices acuosas suelen contener los compuestos a c,oncentraciones muy

inferiores a los límites de detecc¡ón de los equipos ut¡l¡zados en la etapa de

determ¡nación. Además, es muy probable que la matriz no sea compat¡ble con la

técnica de medida, por lo cual suele ser necesar¡a una etapa de preparación de

muestra que, sobre todo en matr¡ces medioambientales, nos perm¡ta concentrar lo§

analitos y a su vez separarlos de otros compuestos que puedan interferir en su

determinación.

En este trabajo se ha cons¡derado una metodología alternativa de extracción, la

extracción en fase sólida, como uná altemativa a la ya utilizada extracc¡ón líquido-

líquido en muestras de aguas para el análisis de HAPs.
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3.1 Extracc¡ón en Fasé Sólida (SPE)

La SPE es una técnica de concentración de muestras, que permile obtener

extractos l¡bres de interferenc¡a, proporcionando bajos límites de detección. La SPE

comenzó a desanollarse med¡ante la aparición de técnicas de preconcentración por

extracc¡ón sólido-líquido con materiales adsorbentes. La utilización de esta técn¡ca

permite aislar, purificar y preconcentrar compuestos químicos de manera rápida y

reproduc¡ble.

Desde su primera aplicación en los años 50, la expansión de la SPE ha sido

constante, llegando a ser hoy en día una de las más utilizadas, debido a la síntesis de

nuevos adsorbentes que han incrementado la selectividad de la extracción. Mediante la

SPE, conseguimos concentrar y/o pur¡ficar los analitos mediante su retención en una

fase sólida, o una fase líqu¡da inmov¡l¡zada sobre un soporte sól¡do, para a

continuación proceder a su eluc¡ón con un d¡solvente adecuado (Thurman & Mills,

1998).

Entre las múlt¡ples ventajas que presenta destacan las siguientes:

. Rapidez y simplic¡dad en la preparación.

. Proporcbnar extractos limpios, l¡bres de interferencias.

. Permita alcanzar un nivel de concentración adecuado para el análisis de

trazas.

o Consume una cantidad considerablemente menor de disolventes orgánicos-

. Generar el menor costo posible en ef proceso.

. Perm¡ta procesar un gran volumen de muestras.

. Permita la posibilidad de automatización del proceso.
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3.1.1 Adsorbente de Extracc¡ón en Fase Sól¡da

El adsorbente de extracción en SPE está contenido en tres posibles formatos:

discos, cartuchos y jeringas. El primero se utiliza principalmente para concentrar

grandes volúmenes de muestra, hasta 2 y 4 L (Loraine &Pett¡grove, 2006), permitiendo

flujos de paso de líqu¡do muy elevados debido a la escasa res¡stencia al paso de

muestra que poseen. En los d¡scos el sorbente está inmovilizado en una membrana de

microfibra.

El mayor inconven¡ente reside en que un componente de la matriz, tal como los

sólidos en suspensión saturen el sistema ¡mpidiendo su filtración, lo que d¡f¡culta la

¡nteracc¡ón entre el analito y el sorbente, por lo general esto se resuelve f¡ltrando

previamente un volumen de muestra la que posteriormente es sometida al sistema de

concentración por SPE. Los dispos¡tivos de cartuchos y jeringas pueden ser fác¡lmente

integrados en sistemas on-line con el equipo de med¡da, generalmente un

cromatógrafo de liquidos. De este modo, la manipulación de la muestra es mín¡ma,

aunque los volúmenes concentrados son inferiores a los empleados en las apl¡caciones

off-line.
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Figura 4. Distintos formatos de SPE: Je.¡nga, Cartucho y D¡scos.

La SPE en cualquiera de sus formatos requiere una serie de pasos para su

func¡onamiento, los 4 pasos esenciales son los siguientes:

1. Acond¡cionamiento de la fase estacionaria.- Se hace pasar a través del cartucho un

disofuente o mezcla de disolventes adecuados, eliminando así las impurezas,

hidratando la fase estacionaria y facilitando la transferencia de materia con la muestra.

2. Paso de la muestra a través del mater¡al adsorbente.- El objetivo de esta etapa es

retener cuantitativamente el anal¡to, cons¡guiendo además un cierto grado de

selectividad.

3. Lavado.- Se ut¡l¡zan disolventes con gran afinidad por las ¡nterferencias.

4. Eluc¡ón.- Con un disolvente apropiado se recupera el analito de la fase adsorbente.
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Figura 5. Esquema de preparaclón de muestra mediante SPE.

Las fases adsorbentes en SPE son similares a las empleadas en cromatografia

de líqu¡dos. Las más comunes son las de sílices enlazadas, polímeros de t¡po

estireno-divinilbenceno, carbón grafit¡zado, silicato de magnesio, síl¡ca gel y óxidos de

alum¡n¡o.

Tabla 7: Adsorbentes más comunes en SPE.

Adsorbente Tipo de fase Estructura

Octilsilano (CB) lnvert¡da -si-(cH2)7-cH3

Síl¡ce -si-oH

SCX Cambiador iónico -si-(cH2)3-so3

Polimérica
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Octadecilsilano (C18) lnvertida -s¡-(cH2)17-CH3

Normal

Oasis HLB D¡v¡nilbenceno-v¡n¡lpirrolidona



El interés de las técnicas de extracción basadas en un mater¡al sorbente reside

en la dispon¡bilidad de una ampl¡a gama de fases, que dan una gran selectividad. Los

sorbentes se emplean actualmente para extraer compuestos orgánicos de varias

matrices ¡ncluyendo agua, aire y algunos suelos. Un sorbente con una gran arin¡dad

hac¡a compuestos orgánicos retendÉ estos compuestos y los concentrará desde

muestras muy diluidas.

Dependiendo de las características del sorbente, la retención de los ana¡¡tos se

produce por adsorción, absorción, interaccón antígeno-ant¡cuerpo o por un mecanismo

de retención m¡xto. La desorc¡ón de los analitos (elución) puede tener lugar mediante el

empleo de un pequeño volumen de disolvente apropiado.

Considerando la naturaleza semivolátil de los hidrocarburos, el método dásico

propuesto, es el EPA 3510, extracción líqu¡doJíqu¡do, técn¡ca un¡versalmente conoc¡da,

la cual últ¡mamente ha sido muy cuestionada, por su gran impacto al medioambiente

debido a la util¡zacién de grandes volúmenes de solventes de alta pureza que deben

ser evaporados para concentrar los anal¡tos de interés, que finalmente terminan en el

medio externo, además de requerir de una preparativa labor¡osa, suelen ocurrir

problemas asoc¡ados a las ¡nterferenc¡as coexraídas desde la muestra, lo que dificulta

su análisis, requiriendo etapas posteriores de limpieza, 'clean up'.

La elecc¡ón de la técnica adecuada para real¡zar la preconcentración de la

muestra, está dada principalmente por la naturaleza de la matriz y el t¡po de compuesto

a analizar (volátil, semivolátil), según lo cual se pueden distinguir los sigu¡entes t¡pos de

extracción.
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Método EPA Matriz Tipo de extracc¡ón Analitos

3535 Agua Extracción en fase sólida
(SPE)

Semivolátiles y no
volátiles orqánicos

3545 Sólido Extracción del fluido a
presión (ASE)

Sem¡volátiles y no
volátiles orqánicos

Tabla 8: Métodos para extracción de compuestos orgánicos semivolát¡les y no

volátilés.

3.2 Extracción Líquido-L¡quido, mótodo EPA 3510

La extracción líquido{íquido es una técnica de preparación de muestra en

la cual se produce una trans{erencia de los analitos desde una fase,

generalmente acuosa, a otra orgán¡ca, transferencia regida por una constante de

reparto. El mayor problema der¡vado de esta técnica es el gran consumo de

disolventes, con el conespondiente gasto y problema med¡oambiental.

La ELL ha sido utilizada para extraer HAPS en muestras dé agua§

potables y aguas naturales. En estos trabajos la extracción ha sido llevada a

cabo con hexano o diclorometano, con un volumen de f50 mL de solvente por

muestra. El extracto obten¡do es concentrado a un volumen conocido y llevado a

anál¡sis por HPLC, según lo indicado en el método EPA 8310.
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3510 Agua Elitracción líquido-líquido Semivolátiles y no
volátiles oroánicos

3540 Sólido b,tracc¡ón por Soxhlet Semivolát¡les y no
volátiles oroánicos

3560i3561 Sólido Extracc¡ón de Fluidos
su oercríticos

Hidrocarburos
semivolátiles v HAP



HIPÓTESIS

o Es posible realizar la cuantificac¡ón de H¡drocarburos Aromáticos

Policíclicos 6n muestras de agua potable y naturales, a través del

método EPA 3535, Extracción en Fase Sólida, con su poster¡or

análisis por HPLC.



Objetivo General

. Validar metodología analítica 3535 (EPA) de acuerdo a requerimientos

normativos dados por el manual de método de la SISS, para la

determ¡nación analít¡ca de Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos, por HPLC

mediante la técnica de extracción en fase sól¡da, para muestras de águas.

Objetivos Específicog

. Estandarizar las cond¡ciones de concentración y eluc¡ón del SPE para el

análisis de HAPS.

. Manejar la estación de extracción en fase sólida (SPE) y la preparación de

muestras para su anális¡s en el HPLC.

. Desanollar una técn¡ca alternativa a la extracc¡ón líquido-liquido que permita

preconcentraf y extraer compuestos orgán¡cos.

. Elaborar patrones ¡nternos para la real¡zación de la recta de cal¡brado, la

cual serv¡rá para comparar y discriminar resultados.

. Comparar los actuales límites establecidos en el laboratorio por extracción

líquido-líquido y los alcanzados con e§ta nueva técnica.
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II. MATERIALES Y METODOS

I Materialés

1.1 Equipos

. Cromatógrafo líquido de alta resolución (HPLC)

. Columna lnertsil ODS-3 3 ¡rm 4,6 x 250 mm

. Calefactor Columna Waters Millipore

. Bomba Binar¡a Perkin Elmer Ser¡e 200

o Detector Uv-Visible Waters 486

. Detec{or de Fluorescencia Waters 474

. Autosampler Waters 71 7 plus

. Desgasificador en llnea Waters UF

. Estac¡ón de Concentración Supelco visidry para SPE

I .2 lnstrumentec¡ón

. Discos de extracción en fase sólida para análisis, 3MrM Empore de fase C-18.

de 47 mm de diámetro y 12 pm de diámetro de partícula.

. Equipo de extracción al vacío, Empore (Figura 8).

. Coniente de Nitrógeno.

. Línea de vacío.

o Microjeringas de vidrio (10, 50 y 100 pL) Ham¡lton.

. Viales de vidrio ámbar (15 mL) tapa rosca y contratapa de teflón.

. Material de vidrio de uso general y volumétrico clase A.
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1.3 Reactivos

. Agua grado react¡vo, clase 1 M¡llipore para análisis de trazas.

. Diclorometáno, F¡scher Sc¡entific para Cromatografía.

. Acetonitrilo, J. T. Baker, para Cromatograftra.

. Metanol, Lichrosolv Merck para Cromatografia.

. MetilTerButilEter J.T. Baker para Cromatografia.

. Patrón certif¡cado de mezcla de 16 HAPs de concentración 100 pg/mL en

metanol, Chem Serv¡ce.

I .4 Softweres

. Software para la adquisición y procesamiento de datos CS\ J32.

. M¡crosoft Off¡ce Excel 2007.

É
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Figura 6: Equ¡po de extracción al vac¡o, Empore.
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2. Procedimiento

2.1 Soluc¡ones de trabajo (curva de calibrac¡ón)

Se realizó una curva de calibración de 6 díluciones del estándar de HAPS

Para la curva se mid¡eron distintos volúmenes con las jeringas Hamilton de 1,0 2,5 5,0

25,0 50,0 y 100,0 pL, del estándar de 100 pg/ml, a estos volúmenes de estándar se

agregó a un volumen final de 500 mL con agua grado reactivo para análisis de trazas.

Se realizó además blanco de reactivos, con 500 mL de agua grado reactivo para

análisis de trazas.

Tabla 9: Volúmenes y concentraciones utilizadas para realizar la curva de cal¡brac¡ón.

Nivel

Volumen (pL) de

estándar (*)

Concentración (pg/L)

I 1,0 o,2

2 2,5 0,5

3 5,0 1,0

4 25,O 5,0

5 50,0 10,0

6 100,0 20,0
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2.2 Protocolo de preparación de la muestra

La metodología de efracción y concentración de Hidrocarburos Aromáticos

Policíclicos (HAPS), mediante el empleo de disco de Extracción Empore 3M es

cons¡derada para el análisis de agua potable y sus fuentes de captac¡ón superficiales y

subterráneas, debido a la naturaleza heterogénea de las muestras, se debe considerar

como punto de partida la cantidad de sólidos en suspensión. Las muestras con

turbiedades mayores a 1 UNT (Un¡dad Nefelométrica de Turbiedad) deben ser filtradas

a través de un filtro de v¡drio de 0,45 mm de poro, antes de ser sometidas al proceso

de extracción y concentración.

El empleo de la metodologla de extracción y concentrac¡ón del disco 3M

involucra 4 pasos críticos.

1. Lavado del disco.

Con el propósito de eliminar alguna pos¡ble contaminación, se requiere un paso

de limpieza del disco, que consiste en hacer pasar 10 mL de diclorometano grado

HPLC, para lograr la limpieza, llevando el sistema a sequedad.

2. Acondicionamiento

El proceso de acondicionam¡ento se realiza con 10 mL de metanol, donde se

deja pasar aprox¡madamente 1 mL dejando el remanente de solvenle durante 15

§egundos, luego se deja pasar los demás milil¡tros gota a gota, s¡n dejar que se seque,

con el fin de solvatar las moléculas del adsorbente, poster¡ormente se sigue el

acondicionamiento con un lavado de 10 mL de agua Grado Reactivo Millipore,

nuevamente sin dejar que §e seque el disco.

Si en alguna etapa se seca el d¡sco es necesario volver al paso de

acondicionamiento partiendo con metanol.
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3. Carga de la muestra

La carga de muestra se debe realizar sobre el dísco prev¡amente

acondicionado, la metodología establecida fue con un volumen de 500 mL de muestra

con un flujo de aproximadamente 30 mL/m¡n.

Una vez pasada la totalidad de la muestra, se debe secar el d¡sco, a través de

vacío, para elÍm¡nar la mayor cantidad de agua.

4. Elución de la muestra

La elución de los analitos de interés se realiza en el tubo colector dentro del

kitasato, con 20 mL de d¡clorometano, en dos porc¡ones de 10 mL cada una, para

lograr la adsorc¡ón de los analitos en el solvente orgánico, llevando a sequedad en

ambos casos el disco.

Luego de estos 4 pasos crít¡cos para la extracción, se requiere que los 20 mL

de d¡clorometano recolectado en el tubo, sean de§hidratados, para lograr estos se

requ¡eren pasos posteriores a la extracción antes de su inyección en el equipo HPLC.

La deshidratación comienza con el empleo de sulfato de sodio anhidro, para ello

el eluato es traspasado a un balón de concentración con un embudo conten¡endo lana

de vidr¡o y sulfato de sodio anhidro, este matraz esférico se lleva a concentración en un

evaporador rotatorio a vacfo, con baño termostatizado a 50o C.

Luego de la concentración en rotiavapor del extracto, se realiza un camb¡o de

solvente agregándole aceton¡trilo.
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El volumen final de extracto se debe llevar a I mL de aceton¡trilo mediante el

empleo de un sistema de corriente de nitrógeno. El extracto resultante es trasPasado a

los viales de vidrio color ámbar, para cromatografia de 1,8 mL con septa de silicona del

automuestreador para su poster¡or análisis en HPLC.

En la Flgura 6, se obseNa un d¡agrama de ñujo de toda la preparación de la

mueslra, desde la filtración de 500 mL de muestra de agua potable o natural hasta

lograr un extrado de 1mL que cont¡ene los anal'rtos de interés (HAPS) en acetronilrilo

para su posterior análisís en HPLC.

Muestra con turb¡edad meyor a I UNT ] Muestra con turbiedad menor a I UNT

Filtración de la muestra al vacío con membrana

ester¡l¡zada de poro 0,45 mm.

J

Lavado: 10 mL Diclorometano a sequedad.

I

Acondicionamiento: 10 mL Metanol, a men¡sco.

l
Lavado: l0 mL Agua grado reactivo, a menisco.

t

Carga: 500 mL muestra, 30 mumin.

J

43



Secado del disco con vacío.

J

Eluc¡ón: 10 mL D¡clorometano +10 mL

Diclorometano, a sequedad.

J

Paso de el extracto desde el tubo colector al balón de

concentración con sulfato de sod¡o anhidro.

J

Concentración: en Rotavapor.

J

Traspaso a tubos de ensayo con tapa rosca y

cambio de solvente a aceton¡trilo.

I

Secado: Coffiente de nitrógeno hasta lograr

I mL de muestra.

J

Anál¡sis: HPLC, UV /is - Fluorescencia.

Figura 7: Diagrama de flujo, proced¡miento SPE
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2.3 Parámetros operacionales del HPLC

El método de HPLC usado para la separación y detección de los hidrocarburos

aromáticos pol¡cíclicos consist¡ó en una detección dual por Uv-V¡sible y Fluorescencia.

El detector UV-V¡s¡ble se empleó en una long¡tud de onda de 254 nm y la sensibilidad

de 0,020 AUFS, el detector de Fluorescencia fue establecido a una energía de

Excitac¡ón (H(^) de 280 nm y una energia de Emis¡ón (EMA) de 389 nm, Ganacia

(GAIN) de 10 y Atenuac¡ón (ATTEN) de 16. Se empleó un sistema de inyecc¡ón

automático (autosampler) el análisis se realizó empleando una Columna lnertsil ODS-3

3 pm 4,6 x 250 mm. La fase móv¡l empleada fue acetonitrilo y agua, utilizando una

gradiente b¡naria, como lo demuestra la F¡gura 7. La velocidad de flujo de la fase móv¡l

fue de 1 ,0 mum¡n con un volumen de inyección de 50 pL de extracto.

\

I

I
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80

^70x
;60
Eroo940ot30

20

10

+Aceton¡trilo
..I-Agua

10 20 30 40

Tiempo (mlnl
50 60

Figura 8: Gráfico de Gradiente de Fase móvil.
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2.3.1 Resumen de condic¡ones instrumentales.

Detector Uv-Visible

. Long¡tud de onda:254 nm

o Sensibilidad: 0,020 AUFS

Detector Fluorescenc¡a

o Energía de Excitac¡ón: 280 nm

o Energía de Emisión: 389 nm

o Ganancia (GAIN): 10

. Atenuación (ATTEN): 16

Columna lntertsil ODS-3 3 Um 4,6 x 250 mm.

. Temperatura de calefactor: 40'G

o Velocidad de flujo: 1 mumin

. Volumen de inyecc¡ón: 50 tr¡L

Gradiente Binaria

. A: aceton¡trilo

. B: agua

Tabla 10: Resumen de Gradiente Binario de la fase móvil.

Paso Tiempo (min) Fluio (mL/min) o/o A "/o B

0 0 1,0 60 40

1
( 1,0 60 40

2 35 ,,,0 100 0

3 1,0 60 40

4 l5 1,0 60 40
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

l. MétodoCromatográf¡co

En las Figuras I y 10, se muestran los cromatogramas del estándar de HAPS, para

una concentración de I ¡rgl- 
1, se puede identif¡car cada espectro de los compuestos y

sus tiempos de retención.

En la Figura 9, se observa con claridad los 16 HAPS analizados por UV-Visible,

peak finos y con un tiempo de retenc¡ón claro, a excepción de los 3 primeros

compuestos, Naftileno, Antraceno y Acenaftileno, esto se debe principalmente a su

elevada presión de vapor, lo cual los hace volátiles, al man¡pular e§tos compuestos

para su extracción, parte de ellos se evaporan, no lográndose una buena resoluc¡ón de

los mismos.

Por esta razón que se deben extremar las medidas de precaución durante la

concentración de los extractos en el rotavapor y corriente de n¡trógeno con el fin de

evitar concentrar a sequedad para disminuir las pérdidas asociadas a los compuestos

más volátiles.
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Figura 9: Cromatograma del estándar de HAPS, con detector UV-Visible'

La Figura 10, nos muestra el cromatograma del estándar obten¡do con el

detector de fluorescencia, aquí sóto se observan 14 compuestos, tanto el Acenaftileno

como el Benzo(ghi)pirileno, no son identif¡cados en el detector de Fluorescenc¡a, esto

se debe a es muy mala la resolución de estos compuestos en fluorescencia, fara

poder observarlos se hubiese necesitiado trabajar a niveles de concentración más altos,

perdiendo la sensibilidad de los otros compue§tos.

inrr I
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Figura '10: Cromatograma del estándar de HAPS, con detector de Fluorescencia.

La determinación de la concentración de la§ muestras de aguas reales, se

obtuvo a través de la curva de calibración realizada con el estándar de HAPs, el valor

cuant¡tativo se logró por la curva de calibrado obtenido con el detector Uv-Visible. El

detector de fluorescenc¡a sólo se ut¡lizó como conf¡rmatoria para determinar la

presencia del compuesto en las muestras naturales. Al ser el detector de Fluorescencia

100 veces más sensible que el detector Uv-Visible es más fácil de determínar la

presencia de HAPS en aguas, pero esta misma sensib¡l¡dad, produce que ciertos

compuestos se saturen ráp¡damente en la columna obteniéndose una mala resolución

en el cromatograma y no se pueda obtener una concenlración real de la muestra, por

lo que la detección dual Uv-v¡sible y Fluorescencia, nos conf¡rma con mayor certeza

tanto la presenc¡a del compuesto como su concentración.
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Tabla 11: T¡empos de retenc¡ón obtenidos para los dos detectores utilizados.

Nombre HAP

T¡empo de retención

(min) en

Detector UV-Visible

T¡empo de retención

(min) en

Detector Fluorescencia

8.8 7,1

Antraceno 't0,3 10,5

12,1

Acenafteno 16,3 16,3

18,2

Fenantreno 20,3 20,4

Pireno 24,3 24,6

Criseno 30,2 30,4

Benzo(k)Fluoranteno 36,1 34,7

Dibenzo(a,h)antraceno 40,5 40,7

lndeno(1,2,3-cdlPireno t3,3 42,7

50

Naftaleno

Acenaftileno

Fluoreno 18,4

Fluoranteno 22,5 22,7

Benzo(a)antraceno 29,3 29,5

Benzo(b)Fluoranteno 34,5 33,1

Benzo(a)p¡reno 38,I 38,21

Benzo(ghi)pirileno 42,6

G): No Detectado



F¡gura 11: Cromatograma de una muestra real analizada con detector Uv-visible.

-------\,_

F,

tmn.1

Figura l2: Cromatograma de una muestra real analizada con detector de Fluorescencia
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Las F¡guras 11 y 12, son los cromatogramas de una muestra real de agua

potable de la cludad de Santiago, sometida a extracción en fase sólida y posterior

análisis por HPLC con detec-tor UV-Visible y de Fluorescencia en línea. La muestra

siguió el protocolo de la Norma EPA 8310 "Polynuclear Aromat¡c Hydrocarbons', en su

sección de "Almacenamiento, transporte y recolecc¡ón de muestras', donde se

recomienda un frasco ámbar de I L, para ev¡tar degradac¡ón, sin preservantes'

transporte y almacenamiento en refrigeración (T't 5'C) y debe ser analizada dentro de

los 40 días de extracción.

Se puede observar que la muestra no presenta picos en los t¡empos de

retención (tr) característicos de los HAPS en ningún cromatograma, por lo tanto se

determ¡na que no ex¡ste superpos¡ción de p¡cos.

Uno de los beneficios de trabajar con dos detectores en lfnea, es confirmar o

desechar de manera rápida la ex¡stencia de algún pico carac{eríst¡co de HAPS

observando los 2 cromatogramas, También se puede utilizar el extracto obten¡do en la

exracción en fase sól¡da en otros equ¡pos ¡nstrumentales, como lo es Cromatografía

Gaseosa con sus d¡versos detectores.
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2, Curvas de calibrac¡ón obtenida§:

Para el anál¡sis cuantitativo de los HAPS se realizó la cal¡bración del equipo. La

curva realizada, está comprendida entre los rangos de o,2 a20 ¡.rgL-1, estos valores se

seleccionaron porque eran los que mejor se corelacionaban de acuerdo a la

sensibilidad establécida en los detectores. La recomendación de la OMS establece un

máximo permitido de 0,7 ¡.rgl-r. Por lo que logrando una ¡dentificación de 0,2 ¡rgL-1 se

podrían ¡dentificar muestras de aguas en un nivel más bajos que el máximo permitido

por las ¡nst¡tuc¡ones internacionales.

Tabla 13: Concentrac¡ones obtenidas de la curva de calibración.

Nivel Volumen (¡rL) de Concentrac¡ón

estándar(*) (pgl't)

1

2

't,0 0,2

2,5 0,5

3 5,0

4 25,0

5

6 100,0 20,0

En 500 mL de agua clase 1

La curva de ca¡ibración de ¡os 6 n¡veles se muestra en la Figura I 1, las otras 15 curvas

de calibracíón se muestran en el Anexo 1.
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Concentra(ión (u&/L)

Figura 12: Curva de Calibración del Acenafteno para sus 6 niveles de

concentración.

En la Figura 12 se observa un factor dé conelación, R2 de 0,99986, para el

Acenafteno ¡ndicándo una buena lineal¡dad, los ejes que se observan son la respuesla

del equ¡po frente a el valor de la concentrac¡ón dados en los 6 n¡veles de la curva

(Absorbanc¡a / Concentración ug/L), bastante cercana a l, ésta buena linealidad se

observa en los 15 compuestos restantes en elAnexo l.

r
¡
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3, Análisis Estadíst¡co

La Superintendencia de Servicios Sanitarios, en su manual de méiodos de

ensayo para agua potable, 2007, establece los requerimientos de calidad analítica,

para verificar el desempeño de métodos de énsayo en anál¡sis fis¡co-químico de

parámetros de calidad de agua (Anexo 3). Según la SISS se requ¡ere un manejo

estadístico que incluya cálculo del límite de detección, límite de Guantif¡cación,

precisión y exactitud.

Para el estándar de 'l ¡rgl-r analizado en ambo§ detectores, se calcularon los

datos estadíst¡cos necesarios para la confiab¡lidad del método, los cuales se muestran

en la Tabla 13 y 14, para detector UV-Visible y Fluorescencia respect¡vamente.

Calculándose para cada caso los s¡gu¡entes parámetros.

X: Promedio

DE: Desviac¡ón estándar

RzC: Razón de Conformidad

LD: Lím¡te de Détección

LC: Límite de Cuantificación

%DER: Desviación Estándar Relat¡va

3.1 Cálculo de Límite de detección del método

El lím¡te de detección del método se obtiene experimentalmente, mediante el

análisis por el m¡smo proced¡miento del método de ensayo, de l0 repetic¡ones de

blancos fortificados con el analito de interés (estándar de HAPS). Para llevar a cabo la

fortificación, se ut¡lizó la solución estándar de 1 pgl-r para cada anal¡to.
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El límite de detección del método, es calculado a partir de la fórmula:

LD=txDE

Donde:

t= Estadígrafo t de Student para (n-1) grados de l¡bértad, 99% de confianza y 1

cola (Anexo 2).

DE= Desviación estándar de las med¡ciones de blancos fort¡ficados.

3.2 Cálculo de Límíte de cuantificación del método

El lím¡te de cuantif¡cac¡ón del método se obtuvo experimentalmente, mediante el

análisis por el mismo procedimiento de 10 repeticiones de blancos fortificados con el

analito de ¡nterés (HAPS). El nivel de fortificación fue de 1 ¡.rgl-1.

El limite de cuantificación del método, es calculado a partir de la fórmula:

LC= l0 x DE

Donde:

S= desviación estándar de las med¡c¡ones de blancos fortificados.
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3.3 Razón de Conformidad

Ad¡cionalmente para comprobar s¡ el valor obtenido para Limite de

Cuantificación es realmente aplicable para el método que se está verificando, se

deberá cumpl¡r el requerimiento de razón de conform¡dad:

4<R<10

Donde R es la razón entre la media de las réplicas y el LC calculado. Si R cae

fuera del rango deberá repetirse la determ¡nación experimental considerando, si fuese

necesario, otro nivel de fortificación.

3.4 Gálculo de Precisión del método

La precisión del método será controlada en términos de % de desviación

estándar relat¡va, como precisión de repetibilidad o de reproducibilidad. Se realizaron

12 ensayos con muestras reales de agua potable que fueron fortmcadas con el analito

de interés (HAPS) en una concentración cercana al límite perm¡t¡do, se util¡zo 1 pgl-l.

El % de desviación estándar relativa, es calculado a partir de la fórmula:

%DER=DExl00

Cu

Donde:

DE = Desviación estándar de la serie de mediciones de la muestra.

CM = Concentración media en la muestra (media de la ser¡e de mediciones)-
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3,5 Cálculo de Exactitud del método

La exactitud de los métodos se controló en términos de % de recuperaciÓn de

material de referenc¡a MR de concentración conocida, preparado por el propio

laboratorio a partir de un patrón prov¡sto por proveedor reconocido. Se realizaron 12

medic¡ones, con un mater¡al de referencia en una concentración de 1 pglr.

El % de recuperación será calculado a part¡r de la fórmula:

o/o R = CexP M¿x 100

Ct MR

Donde:

Cexp MR = Concentración experimental del MR.

Ct MR = Concentración teórica del MR.
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Tabla '13: Tratamiento estadístico del método, para análisis por detector Uv-Visible.

HAP x (ps/L) DE DER (%) RzC

N 0,96 0,02 2,18 4,5

Ant 0,96 0,03 2,65 5,1

Acy 1 ,00 0,01 1,07 5,2

Ace 1,00 0,02 2,44 5,9

F 1 ,00 0,01 't,04 5,3

P 1,O2 0,o2 1,77 5,5

FI 0,99 0,02 1,55 4,7

Pyr 0,99 0,02 f ,99 5,r

B(a)Ant 1,02 o,o2 1 ,48 4 ,4

Chr 1,02 0,01 o,92 5,7

B{b)Fr 1,01 0,01 1,28 4,2

B(k)Fr 1,O2 0,01 1,11 4,4

B{a)pyr 0,99 0,0r 1,12 4,6

DiB(ah)Ant 0,98 0,01 1,36 4,2

B(ghi)Per 0,98 0,02 1,94 7,0

lpyr 1,06 o,o2 1,45 4,4

X: Promedio
DE: Desv¡ación estándar
RzC: Razón de Conformidad

,/óDER: Desviación EsÉndar Relativa

59



f abla 14:. Tratamiento estadíst¡co del método, para análisis por detector de

Fluorescenc¡a.

HAPs x (yg/L) DE %DER RzC

N 1,O4 0,05 2,18 7,3

Ant 1,01 0,06 2,65 6,9

Ace 1,07 0,05 1,07 8,0

F 0,99 0,08 2,O4 4,6

P I,13 0,o4 1,O4 9,9

FI 0,97 0,05 1,77 71

Pyr 0,98 0,06 1,55 5,7

B(a)Ant 1,08 0,08 1,99 4,8

Chr 't ,09 0,06 1,48 6,6

B(b)Fr 1,06 0,08 0,92 4,9

B(k)Fr 1,A4 0,07 1,27 5,3

B(a)pyr 1,04 0,08 1,11 5,0

B(ghi)Per 0,95 0,06 1,12 6.0

lpyr 1,04 0,10 1,358 4,1

61

Xr Pmmedio
DE: Desviación estándar
RzC: Razón de Conformiiad
%DER: Desviación Estándar Relatúa



En la Tabla 14, se observa el anál¡sis estadístico para el detector de

fluorescenc¡a, los promedios estuvieron bastante cercanos al real, a excepciÓn de

Fluoreno y P¡reno, estos dos compuestos presentaban saturación y se observó una

mala resolución de la cromatografia, por lo que fue difícil obtener buenos valores para

el análisis estadíst¡co. La precisión del método es expresada en término de desviación

estándar relativa (%DER), en promed¡o se obtuvo 1,60/o, al no sobrepasa el l0%, al

igual que el detector por Uv-visible se dice que el método es reproduc¡ble (Miller,

2OO2\.

La Exactitud del método, se obtiene a través del porcentaje de recuperación,

para esto se contam¡nó 500 mL de agua grado reactivo con un patrÓn Chem Service

de 100 pg/ml de HAPS, se reál¡zó la extracción en fase sól¡da con el disco C18, el cual

fue activada con un solvente polar como el metanol y luego eluído con 20 mL de

diclorometano. Se util¡zaron concentracionés de HAPS de I pgl-1 para el análisis de

recuperac¡ón en ambos detectores, obteniéndose porcentajes entre 95 | 102o/o pa.a el

caso del detector Uv-visible de 95 y 113%, las cuales se observan a continuac¡ón en la

Tabla 15.
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Tabla 15: Exactitud del rnétodo, a través del porcentaje de recuperación (%R) de todos

los HAPS para una concentración de 1 ¡rgl'r en ambos detectores.

HAP

Exactitud

UV-Vis

Exactitud

Fluorescencia

N 95,4 104,0

Ant 96,0 101,3

Acy 100,7

Ace 100,7 107,0

F 100,9 99,5

P 102,0 112,7

FI 99,5 s7,o

Pyr 99,I 98,3

B(a)Ant 101,9 f 07,6

Chr 102,1 108,8

B(b)Fr 100,7 105,9

B(k)Fr 101,9 104,1

[a)pyr 99,8 104,0

DiB(ah)Ant 97,9 95,2

B(ghi)Per 97,8

lpyr 101 ,9 104,2

(-) No Detectado
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Tabla 16: Tratam¡ento estadístico del método, resultados para LÍmites de Detecc¡ón y

Limite de Cuantificaoión para detector UV-Visible y Fluorescencia.

Detector

UV-Visible

Dotector

Fluorescencia

HAPs LD (pg/L) LC (ps/L) LD (pg/L) LC (ug/L)

N 0,05 0,21 o,14 o,54

Ant 0,25 0,15 0,56

Acy 0,03 0,11

Ace 0,03 0,11 0,13 0,51

F 0,05 0,21 o,22 o,82

P o,02 0,10 0,1 1 0,43

FI 0,05 0,t8 o,14 o,52

Pyr 0,02 0,15 o,17 0,65

B(a)Ant 0,04 o,20 o,22 0,85

Chr 0,05 0,15 0,16 0,62

B(b)Fr 0,04 0,09 0,22 0,83

B(k)Fr o,o2 0,13 n ,20 0,75

D¡B(ah)Ant 0,03 0,13 0,16 0,60

B(a)pyr 0,03 0,11 0,20 0,80

B(ghi)Per 0,03 0,11

lpyr 0,04 0,93 o,25 0,96

LD: Lim¡te de Detección
LC: Lfmite de Cuantificación
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En la Tabla 16 se observa el resultado del análisis estadístico para determinar

tanto el Límite de Detección como el Límite de Cuantificaoión en ambos detectores

utilizados para una misma muestra.

En el detector de fluorescencia el LC menor es de 0,43 ¡rgl-1 y el mayor 0'96

¡.rgl 
1, en camb¡o 0,09 ¡.tgl 

I y el mayor 0,93 ¡rgl-1 en el detector Uv-Vis¡ble. Se

demuestra que el detector Uv-V¡sible da valore§ más bajos de cuantificac¡ón, por lo

que con este detector se obtienen los valores de concentración en el laborator¡o, el

Fluorescenc¡a solo se utiliza como confirmatorio de la presencia del compuesto. Estos

valores de LD y LC del detector Uv-Visible son adecuados, ya que permiten detectar la

presencia de HAPs a n¡veles trazas, y es de conocimiento general que los HAPS se

encuentran en este rango dé concentraciones sobre todo en las agua§ naturales

(Filipkowska, 2005).

El LD ménor en Uv-Visible es de 0,02 ¡rgl-1 y en Fluorescencia es de 0,14 pgll

estos valores son aceptables.

Los resultados obtenidos para el LD y el LC de las curvas de cal¡bración de

ambos detectores garant¡zan la detección de los HAPs a niveles más bajos que los

permit¡dos por la única Normativa Chilena que establece alguna concentración máx¡ma

permitida de Benzo(a)pireno en agua, la "Normas de Ca¡idad Primaria para las aguas

cont¡nentales superficiales apta para actividades de recreación con contacto directo"

que es de 2,2 ¡rgl 
r.
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4. Comparación de dos métodos de extracción,

En la Tabla 17 se da a conocer los valores obtenidos luego del análisis

estadístico de los límites de detección y de cuantmcación realizados en éste Seminario

a través de la técnica de extracc¡ón en fase sól¡da (SPE). Como ya se había

comentado con anterior¡dad el Laboratorio ANAM S-A, reafizaba su§ análisis de HAPs

con la técnica de Extracción Líquido-Líquido, por Io tanto ellos cuentan con un análisis

estadíst¡co reciente, donde dan a conocer sus lím¡tes de cuantificac¡ón y detección. Por

lo tanto en la Tabla 17, se comparan con los resultados obtenidos por parte del

laboratorio ANAM S.A, realizando el m¡smo anál¡§¡s estadist¡co, pero con la técn¡ca de

extracción líquido-líquido y los resultados obtenidos en éste Seminario. Ambos

resultados son con los datos obtenidos por detector Uv-Vis¡ble.
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Tabla 17: Comparación de Limite de detección y cuantificac¡ón de técnica Extracción

líquido-líquido y técnica extracción en fase sólida.

HAP

LD (¡¡grL)

Método

SPE

LD (¡rg/L)

Método

ELL*

LC (FsrL)

Método

SPE

Lc(¡rg/L)

Mótodo

ELL"

N 0,050 0,044 o,210 0,440

Ant 0,060 0,043 o,254 0,430

Acy 0,025 0,043 0,108 0,430

Ace 0,049 0,041 0,206 0,410

F 0,025 0,041 0,105 0,4't0

P 0,049 0,o42 0,'180 o,420

FI 0,025 0,045 0,154 0,450

Pyr 0,043 0,045 0,197 0,450

B(a)Ant 0,047 o,o42 0,150 o,420

Chr 0,036 0,043 0,094 0,430

B(b)Fr o,o22 0,044 o,128 o,440

B(k)Fr 0,030 0,044 0,113 o,440

B(a)pyr 0,o27 0,045 o,112 0,450

D¡B(ah)Ant 0,031 o,o47 0,133 o,470

B(gh¡)Per 0,045 o,o47 0,190 0,470

lpyr 0,035 0,039 0,148 0,390

-ELL: Extracción líquido-líquido, datos entregado porANAM S.A.
SPE: Extracción en fase sólida.
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En la F¡gura 14, se observa el lím¡te de cuantificación alcanzado por ambos

métodos donde se puede observar que en la mayoría de los HAPs se logra una mayor

sensibilidad de cuant¡ficac¡ón con la técnica extracción en fase sól¡da, en los primeros

compuestos, la brecha es menor, ya que por causa de la alta presión de vapor que

presentan estos compuestos, la cual los hace volatilizarse con rapidez, perdiendo

concentración al momento de la manipulación para lograr la extracc¡ón, pero de todas

formas la concentración alcanzada para lograr su cuantificación es la óptima para

compuestos trazas como los HAPs.

Figura 14: Gráfico de comparación para límite de cuant¡ficación en técnica extracc¡ón

en fase sólida y extracción líquido-liquido.

Comparación Limites de Cuantificación

0.5

0,45

o,4

0.35

{ o.¡

.5 o,r'
(J 0,2
J

0,15

0.x

0,05

0

§ *§ *o{ *.r r a s cls ds§*..r.Ssts §

68



De esta forma se demuestra que la extracc¡ón en fase sól¡da logra un excelente

Lím¡te de Detección y Cuantificac¡ón, igual o mejor que la extracción líquido-lÍquido, al

igual que para los otros parámetros estadísticos como Exaclitud y Precisión. Pero

además de esta ventaja, se logra otra muy importante como lo es la dism¡nución del

uso de grandes cantidades de solventes én cada muestra analizada, la cual es muy

importante para el ámbito de los laboratorios de anál¡sis, ya que al d¡sminuir el uso de

solventes, d¡sminuyen costos operacionales y decrecen sus emisiones de

contaminantes al ambiente.
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tv. CONCLUSIONES

Se desanolló y validó una metodología de determinación de Hidrocarburos

Aromáticos Policíclicos, por HPLC mediante la técnica de extracción en fase

sól¡da, para muestras de aguas, según el método EPA 3535.

Se estandar¡zaron las condic¡ones de concentración y eluc¡ón del SPE para el

anális¡s de HAPS.

Se elaboraron patrones ¡nternos para la realizac¡ón de la recta de calibrado, la

cual se ut¡l¡zó para comparar y determ¡nar résultados.

Se desarrolló una técn¡ca alternativa a Extracc¡ón Líqu¡do Líqu¡do que permite

preconcentrar y extraer compuestos orgánicos con su misma efectividad, e

incluso mejor.

Se redujeron los volúmenes de solventes orgánicos desde 150 mL por muestra

a sólo 30 mL. Por lo tanto se disminuyó la em¡s¡ón de disolvente a la atmósfera

en más de un 7oo/o, s¡ se p¡ensa que en un laborator¡o analítico se pueden llegar

a procesar más de 30 muestras diarias, el volumen disminu¡do se hace mucho

más considerable.

El método propuesto resulta ser más ecológico, sensible, preciso y económico,

ya que los laboratorios que antes contaban con anális¡s de HAPS con la técn¡ca

de exlracción líquido-líquido, pueden modif¡car sus operaciones y ahora trabajar

con extracción en fase sól¡da, ya que no es necesario realizar una invers¡ón

importánte en instrumentac¡ón cara y sofisticada para camb¡ar de ELL a SPE,

además de disminuir los volúmenes de solventes utilizados.
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Al comparar los límites de detección y cuantif¡cac¡ón utilizando la técnica

anterior con los actuales límites establecidos en el laboratorio, con esta nueva

técnica, se ha determinado que con la SPE se pueden obtener valores menores

o iguales, del orden de los 0,03 ug/L, los cuales son ópt¡mos para determinar

estos contaminantes trazas.

Estos valores de LD y LC de las curvas de cal¡bración garantlzan la detecc¡ón

de eslos HAPS a niveles más bajos que los permitidos por Ia legislación

nacional y las guías internacional, lo cual, permite llevar un control ef¡ciénte de

estos Contaminantes.

Parte de los analitos estudiados pertenecen a l¡stas prioritarias de

carcinogén¡cos y contaminantes, por sus efectos sobre el medioambiente y el

ser humano, por lo que sus estudios y análisis son prioritar¡os para disminuir su

exposición.

Es necesario por parte de los leg¡sladores nac¡onales, estableces mayores

normativa en el área de Aguas de consumo, sólo existe una Norma de Calidad

Pr¡mar¡a en aguas superficiales donde se establece un máximo al

Benzo(a)p¡reno, pero es necesario una mayor regulación de estos

contaminantes en todas las matr¡ces, ya que se ha establecido con claridad sus

efectos nocivos para la salud-
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ANEXO l: Curvas de Calibración de los l5 compuestos restantes, respuesta del

equipo versus el valor de los 6 n¡veles de la curva de concentracbn

Acénálileñó- ¡ 1.740fi.

Curva de Calibración de Acenaftileno

Coef. Correlación: 0,999341

Ecuación: Y= 3,6561*X + 18,4448
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Gurva de Calibración de Antraceno

Coef. Con€lac¡ón: 0,985984

Ecuación: Y= 9,0786.X
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Artac€nc - 10.326 m n

+

*

+



Curva de Calibración de Benzo[a]anlraceno

Coef. Conelación: 0,999532

Ecuac¡ón: Y= 54,1922.X
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Curva de Calibración de Benzola]pireno

Coef. Correlación: 0,997304

Ecuación: Y= 32,9271*X
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Curva de Calibración de Benzo[b]fluoranteno

Coef. Conelación: 0,993963

Ecuación: Y= 62,1795X
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Do¡zo{oIllorarierc 3,1.517 mir

+

+
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Curva de Calibrac¡ón de Benzo[gh¡]pirileno

Coef. Conelación: 0,997823

Ecuación: Y= 9,736X

a2

*

t- &9973É3

+



Curva de Cal¡bración de Benzolk]fluoranteno

Coef. Conelac¡ón: 0,995079

Ecuación: Y= 22,8516X
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tsen?a(k)i!aranreno 36.249 m¡ñ

+

+
0,so¡!
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Curva de Calibración de Criseno

Coef. Correlación: 0,992933

Ecuación: Y= 68,8204*X
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Curva de Calibración de Dibenzolah]antraceno

Coef. Conelación: 0,995121

Ecuac¡ón: Y= 6,2162X
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Dbenzolah)anlraceno ' 4ü.447 rñr

+

+
+



E+dioi:Y.1$-r9§N.7L3]*

Curva de Calibración de Fenantreno

Coef. Conelación: 0,999855

Ecuac¡ón: 168,49"X + 72,349
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Fenant€no 20.l77mrn



Curva de Calibración de Fluoranteno

Coef. Conelación: 0,999642

Ecuación: Y= 34,O624*X

a7

Fl!úcnteno - 22.4!0 mn

o9J'a



Curva de Calibración de Fluoreno

Coef. Conelación: 0,999786

Ecuac¡ón: Y= 1 15,2588"X

88



Curva de Calibración de lndenofi 2&cdlpireno

Coef. Conelación: 0,995603

Ecuación: Y= 24,395X
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Curva de Calibración de Nafialeno

Coef. Correlación: 0,9981 63

Ecuación: Y= 4,6795X + 20,5249

90

ccrr¡rs F&h 0,srB



Curva de Calibrac¡ón de Pireno

Coef. Conelación: 0,999446

Ecuación: Y= 35,1748*X



ANEXO 2: Manual SISS, Agua potable, Verificación de desempeño de Métodos

de ensayo para el análisis Físico-Químico de parámetros de calidad de agua potable.

Proc€dm¡P,?o ÍÉcñiú PT- C2 -2007

Agua Porable - Procediltientos Técrricr¡s - Parle 02:
Verificaciórr de deseln¡redo de Métodos de errsayn ¡rara el
¡nálisis Fisico-tluirnico rle parár.netros de calidad del Aqua
Pr:table
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:n todc,s ca rná:odcs cña:¡les lJ a€rfEsr¡c on es er g':3 p3i :cñaent-Jccat€5 aÉ.agr§s J
cÉ v¡lo'És ncar!'¡dos Fro' \3h 40;. : air¡ l?! ? stntcÉ pg.ir€trca. r¿3á5):É L-u11pl' cc €l
lliñr-c ExE ac L?3 c¡ai¡ í.1¡utc P¡r3 e €sc a(¡n¡J3¡ ca B]_X. sé aÉbeñ ig¡1i. eñ c-En3 ri§
cgr'ls,ógrcaales esg€ciiP-s noicaór en ME- l+3:
a3rs Él¡aiocJ €5i3 t¡É¡. É l¡bB3ic-c oiber3 crs¡cner del -infofte te Vtr¡:¡c,r ce
sÉÉ+'rrÉrig €€ Llélodg9 si :ñs.!rE5 F C' y oe 03 ¡ú'nics cE rq?'ED c9n lg;3 U iñfun"3cén
!x9a-alfiin',: oLr€ ic susteñs -c ¡niE:rc( srn p€tu cc q.)€ É s sterrl3 de 5eg-.Jh Én:o de
c-tla.s prspo r"l l¡bor3:..a ce:8mne efr¡3r 3d:!.drÉn!É ,:J:f,oig ea o:to5 nivÉks o€
cc¡¡ce.¡lj¡cón. 3i f¡sn€a¡ de 353ra¡a icdc Él Bn;,a 5e i,ra§io É.- qui u!¡l3lr.eñt€ oclBr e{
í€iodo

b) Mátqós ¡ltemxiyos ñ orm¡li¡¡dg6

3xo qtie el:os tscr,:ié¡ cc¡rtapcr_;en ¡ nÉ:o¡ca e6t3arla.¡3!c9. os 3?3,i9s 3 determn3a y
:itÉngs min;rrc§ 3 cur.drr p§3 i3 v€{"fca:ó. ca *s€{f1Fi-ic .iÉ.3 s4rán lcÉ m irros q-É
!§a¡ lcs nácc3É rcales 3_ Érnisrgo e¡ ;¡s -ioo* J:en¡tlgs egi3 c¿rñ:ÉT3ccr eg
ÉrEc3 o&? todc el B"gc ci tsLrro cjed¡r¡of prr ei .E:oab €n c3 o:§r^:os Fá.rercÉ
:ebÉrrcar reí:r l¡s Ér-€b¡! e¡p€¡,rÉ:t¡es pira Er,,:eoc3r 3 iro-:lg¿n y e¡JdrtJo
'€quga.;3 3 r0 rrEncs in:la5'vei9

- Cc.lceñtr¡dcoe5 cÉ.c§'rs J l ¡¡1e ae céi+acliri. c{rrtrf,cJc 5a cs¡ .Éc(i!

- Cc.,*nf¡eoñ€á c6.c.r¡6 a lcÉ v3Jcps nc.ri¡dc,r po. ñ3!:4g§ I

" Cc.'cffir3co.,e9 ce.csl3s ! vrc. s,ipi'cr de 'vlgo da r3¡ü¡c dádr3lic pr3 el rn¿iodc
po. é l¡borSiaac.

P¡(3 b5 n'ácdos 3trnat!§6. el lE<r¡ic.lc :*ef€Éidó cró€rá }ssa"l}'uñ3 sc[ci-. '"m] r 13

S 55 3c.rñ§lñi.rao tcdcs lcs añiecÉo€mes ¡espedo ce 3 rdr€.ü3 b bl cg'jj :3 oe scpole dÉ{
mé-:*c de englto y É "inforra aÉ VÉri:¡cóñ oe:+*¿¡p¿ic ¡+ Lrémocs o+:nsilr-< F-O'" eñ
lis a€ard +cnr-s ¡ates esp€\_fc}:s5 y a"!3Tclisú) sÉgú !E ¡¡r.rl39 ce És¡E F.caÉ{ .1e'io
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á.2 Ocasión en qre se rediz¡ b wrif,c¡cióo de desem¡eño de los nÉtodos

-¡5 ]i:e-1 .13i.r€á * ir:¿t c¡ *:ecacn. i-:ÉÉ f¿ au3.frci: tr. p.€r:rs (ir y É¡3iti-:
cÉbe¡-t' eh«LJse.¡ n 9c cÉ § -pe^E^'-iró¡ o+ retcd: e1 el l3bos:aro p¡r¡ oeiqs:¡ +ei *atcoc e5 @!c slri sU arooos tc y c -e :ta t!ñtc .3s c-i..sef s: ais oe dele.-peil s¿ ¡ -st¡r. s
ca m n ^.lca e: ?do!

-¡ :¿:e*r,_s i_ se :ebe re¡ 3' e¡F€i-ePr'..e¡:e ^ts{ iñte 3 I. cs.r ¡e a¡o¡ rrá- 5
É6p€.:É5 :ü i¡ ps:r:p¡cón de !6cÉ as ¡ t stSs y É{urpos que !'3bq€. en un deeft':a¡cc
i€igéc ¡¡¡? o&-bics ñ:':t_.j¡ies e.r el de'¡a¡c o c€l rÉ:cc: cor:c s:- affBa oe erqr,;:!! ;€
r1€.r¿¿. J'il cnrbo o nc¡rqcrr án oÉ 3-3¡i935 o cu3§u:er i1c! ic¡cón cE proaÉd r-e.:o:!l
,ne:cao dÉ en53'/c crotenflJai¡ En ¡ lE pi.cNv3 ñ¡.r13 oe ref¿aeoca. tcdos os É6:f,tigrlc:
E+el¡_ rÉcJG- 3r9É y :rrlo ' 'uevsrrEnte los ñrve¡eg min l"los oe erigÉ'cg Ei i3qa6,:)5t¡lcs
:¡i rfc¡'"¡ccñ 5e ¡€{¿rJ ^1¡':i_ErfÉ sf,¡:s ¡nvel :¿l ¡boaitc. c

¿.3 Cnieño5 par¡ ac¿pEr l¡ verific¡ción de des¿npeño de lo5 rÉtodoe

: resuir¡dc oe ¿¡93 u.|c ce 
'c.s 

a&bücs l;rn:es ce ce:ee.:o li,:r':es e e-¡ntrc¡ad¡. Fr'Éc 5 c. y
Éx3t:-c c€a€ri arrdplir lcÉ.a!uem1e.:6 ñin;¡p¡ ce cesan'*ñc rnaitco exigcca pJ3 c.s.r
1ÉcCo a€ ¿ns3ro q-e s€ €..:ua.tl3 e¡3€3-rl1ÉñiÉ É3EicñcJ(ios en l¡ diusul¡ 1: ael rÉ:ccc
.§tsu.3'íÉ cJd¡ um d€ ¡llcr y qre 5e re:,,JfiEn an li i3b¡a g-1 y T3bh 3-! a€l asi¡Jlc B dÉ elt¿{,1r¡l ce rÉ:odx óe ens.vo p3? 4iJi pot3ül€,¡E.9 i' ;107.

icoo5 lcs aÉiods f¡;c+quimccs cr:e. .:c3 en es:e ñJ1ui; i e.en c'5 m9ng5 ,t:¡e.Jo9 c€
ir,g+.c 3 .i5p5;ic cel ¡r luic a coar:,oeG' caa erctpcrón oe ics rÉ:cqi6 qre uül:z3n ia¡;o§
arf\?togG'.3s caarespor¡i €r1:€é 3 C'i{€f1a$ ?. }i t-g:3r'33s .,'15¡ a3s. cagLÉ crs. y ¡s-ñcs
sÉ cs F'aoug.,! :;¿-§rr:i¡lros oe O€s,r¡f¿cc on en lcs cue e-1 1ul3'ce ir.,ta oe deleo:rr' 3e
::É:coc se ^¡ ce'.l" ¡c .Éguir iirr:e d€ cl,¡nt 5:¡gón o€iráq;a

5, MANEJO E§TAOISTICO

5. ! Cálcu¡o de L¡nite de detesci$ del rÉtodo

: irnie ÓÉ deecc:ñ c€¡ rÉtodc s€ 3at,s'e É{pÉ-.rr€il1rnfle. n1:ir3ñte €1 3.jl:ss a{r E r's¡f¡J
clcÉoir¡eatc ctl ne:ad9 a€ eñs¡yc, d€ 3l r'i"cs ; rFFilqc.Es oe bl3rcrÉ 'ort'a¡c€6 cco {
i'¡l:tc gÉ ifie.és. P.T! ,lev¡r s .a¡bo 13 'o':fcac í !É oÉ!€ -::l:s 3 sc{ua:ó¡ es:¡d¡r p¡r¡ aJ.s
§-.¡ltc r|E arr a. § diusul¡ a .G.i.§ivca y Sducooes' di c.rd¡ rÉ:cso a? i.r¡yo

i i¡-;l+ ó¿ ogecc.í c, 1Éodo. aá aCc-¡3dc a pütr ae ! fórrrul¡:

LDM . tr§

t= ;s-lc¡o!3h t ée Snroa"rr !§ri.ñ-l r 0¡aca6 aie lbe'¡a Ao. ae ao.f¡n:¡ y I ,:o3 Áñe¡c
S. Desv *Ér est^ixi¡r cle i3! .xs cc-es de b§'c6 jo.:f c'lica
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:t .i!É ie fu.t=i.lqoñ :nrs3l ÉE es¡ ñicc .acr€ : ¡ 5 !{c*s el i¡.¡¡e c+ d¡-:eccón fit"rm€.:Ji fL.
c.1air3:c 3 su ,,E¿ 3 íi3ñr cÉ¡ 3^álisrs de i bl¡ncca d: §l¡ g.3dc re3ü vc s ñ 5n¡cr

IDL=3xS
¡c.de:

§ = Desv;¡¿¡+. es'.¡nd¡i 5e l¡s ireaia,ü'r6 de ¡os d¡nccs

Aorcs'l3'¡e.:e p¡t3 cc..p.c ?'5r :{ vilr cb:en ao a.yi LOLl es tEJnin:E 3, caale a?r3 el
nÉlco c-e 5e e!¡3 vÉa:iclldc, 5€ osÉri aua'lp ' €. fEüuÉñ¡:'rer¡ic cje rqin oe cc'aom :¡d
t<ñ<': ooñ:!Res l¡ r¡¡;o ente 3 F€{ ¡ de ls É-J c-§ y ei lirty' c3üJ3ó0. S R i3e'.er3 ael

:Tl¿i*ff.**, 
* 3 detír¡n3qón erperi€.'-li coos¡de'3 do, 5 ir€:€ neras,rrc. a¡'o ovel

52 Ciicu¡o de Limite de cuelttñcaói€o dél ñÉtodo

El lh:e de áJ3llfc}}o. cel nr:(c:o - o:tene e¡penr"€nBl¡'€ote ñeo 3'ti e ylüi99 a€. el
m sr¡c pr€€<rfterr9 del r'ácOo cje ens¡ra de ¡l rD:.!o! ; .+€ico.es di r $cca funj¡:xcs
,)q. é Jó¡ic de niares 3ira llevir 3 €ba l¡'c!:rtc¡c.q..9e da¡É u¡lat 3 sducóñ et:án:3a
pa.a cad3 3n¡lic, .ocJ.3 ¿¡ 3 dáusül¡ 5:'F.eidrvo3 y Sclus1oal6' c€ c¡3¡ rátcoc oe eo93,ó
El ñ ¡,el c€ f6ri¡cJq{in ' c 3 es e9¡ 'rr.r:o o p3,i r ce lD: a* ia 11isrñJ fcr¡13 yr !'.En:oi§:r en el
tlnlc vl:iaca.

Él ir¡te ai c.r3.fiñca¿,crl iÉ .?todo. 
"s 

cJc" Jdc a 3í'dÉ tr fémul¡l

LQ =l0xs
Do-de:

S= a¿5vi¡soñ es:i'dt de l3s ñ.'€<idcr}?s oÉ bl¡.Ecs 'crt",1¡ca6

Aórcon¡"r€a:e pr3 carrtrcbg'§ É{ v¡o'aEie.!'c Í\3r¡ Lct¡ es Ésrri+'te &a ic.é cva el
rÉ-:rc q.¿ s€ e*: vÉ.fcanoc. 9e 3ee{¡ ü.ñD'e lEsJenlr¿effc ó€ r3¡cn de cojoÍ-,cad
4.ñ.:1i ooñ.i R E6 l¡ rcón en&e ¡ ¡reo ¡ cÉ !B .Éf ¡ css y ¿ LCtlcJc- sc 3 R c¡e';:r¡ cel
r3ngc !€aeai'Erei5€ 3 o€tÉlftn¡qón e¡pe.r)8-:.!i car':sid€r3'do. s fuese ñecalrlc cfro nrv§l
ce ¡cr'Jcac¡].

53 Ci¡lub & P¡ecrsón del nÉroó

5 3.1 * precaén ce o5 ñ áo:cs s,:ri as:!p sj3 e¡l :er.rrr¡os de i' ce c€á!,34r(h es:'g¡r
rehtv! 5nb úEcs f oe rec+{.D oJc o oe rec_ooutb.r.3.s 3 nú^'ero ¡.n rc ce r-¡¡c,co_es ¡
cysc<J. es J¡ rpDDs 1: ens?y!6 aa. rñ-É3!-j9 .63es ce 3&s pot3bL qu€ É'ar¡lblerslle
c+'ie.'!oñ Én fuñ_3 .3!.31 o en t c€:edc h¡yJ] 5¡:c hfti§-¡3s cq ei¡ollic c+ -:e.is en -'3
crÉ^rs:r.. cerc,!'!3 3i llrn:e pE.lritdc p¡r3 ag"¡ !c§!¿e pc. 13 ñc.¡"3 NaH 40Q 1 p¡rJ €i
res¡€c:rvo p}'árDÉfo PB3 ltev3r ¡ cabo 3 'oe;fca:rú. se dea€ ul i:}'13 sdiJqón ?stánd3r c¡r3
c¡:3 3.ili¡c Lndc.xf r la dáu!¡rl3 a -!É*v.'5 y Sduccnes' oe caoa rÉ:cco:: rs-ryo.

:d0
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: ". de desv¡.lairi e9táño¡r reh:Jy3 er a¡c.¡l3c¿ 3 p3.:r de l¡.á-)- ¡
iÉ RSD. S ll00

fa.ae
S = Desv-á: ¡¡li¡dr oa 13 señe oe m¡llc§-e9 dÉ l¡ ruesr3
C" = CcñcÉnr3c .aal reai¡ eo 3 rlJesÍ3 'r'16: 3 ce 3 sáie le a ft,scñe! :

5.32 L3 rrá:r,ón c¿ .c¡ r¡erocs q€ en$yo a¡y3 lÉ.jiJáóñ d€ a!É¿-rF¡¡c h¡ s.dc acÉpr¡dr.
:e ¡o:o ¡ri +. el :,€ar1po óuB.te e{ 

"*\ic 
a!:,n¡-o e l¡bo-*o,ic nÉd,¡fie e aontDl ae

a +}ildcs e¡ |c! c,s::ñtc= s¿t a€ Jñáls¡' E liñ:€ e ¡aef¡qdñ de igs df{refls¡s ÉotÉ
a-pIa§ai,rs aeberá alrrpl;r : ex.¡ocl min fll est¡blendi aif¡ 13 F.€cs,ón ce dt3 rñ¡ldc En
i§33 .r'3 ce h5 5É: oe ^at6'Jis 3_31':¡o§i

5.:l Cilculo de E¡actrud d.l Íáodo

-¡ Éx¡cl:!r: o¡ 'ai 1¿:oics sE ac.!'o¡i cÉ o3s Jcr*rüs.

5-¿.1 i" :árñ "cr d€ '" de :¿c-peoeóo ce r.¡iÉn! ce rÉf«enüi !¡R er ococÉnr*á" €.\asd3.
c'epar¡cc, po¡ a prcpD rborloñ3 3 pJtr gi ;. p.¡frin Frolsto por.3.c,,ÉÉdoa.É.-)úocac a
':mffc ma Ío ci ñ''io c aoe6 3 oons s:¿r:r p3! el célq"ic ce '; üe reaüpers:ó" !i-i i, íEñcs
'i:osr¡os lc" u' _i!Ér,i ce re'eE-c a i- --.t of.iÉ¡T3a o. c8.cañ¡ i l:r!:e F-1: ap pÍ_¡
3¡i pd3t¡e por li ncfr¡ '¡CF a:8 ' Ai3 i .?5pÉtrp p3?nEfo

E', óe rEal.tp€l}Jáñ !Éai clcs,bc ¡ t§ri. c¿ l3'in -¡B

c,.,,Á
16R= 

- 
x100

c,*
]ú!'e

C.,¡ $ - Ca,_cE :=,: :¡' e¡pÉ."É¡'l oe f,ri -€o 3 oe .3 !É_e cé .16 c ]_es
C"o = ccñcenric:í :e]-ca oevR

5.¿-2 C-rdo ex gta saaesc 3 a"3tea! oe ráj€renc§ ,JÉi:fc¡co l,!RC en h .§a: *:rli rci¡¡¡e.
+?r s¡o a{. aentD a€ r.!.fo¿cai¡ sJi^¡.a¡ ".Ercñ.!lc f :eT.ro-31.3¿ er,gr.j ¡oi^§s ?Jct{lqari
i-^I,,-1É.:a oe u.3 pnr+ar¡ cE:r¡:¡b lc¡ y elcacu" oi les€c

5 4 :. I Prr i3 pr,eb3 r¿ ;¡:,sr|éad 5€ c+be¡B pr¡ca cir !n núÍÉro mi¡rn)o .. : ..Ed.,oE5 cr¡
¡rRC aoretoo d m3¡É goced fre.p ce rá¡dc oe eñalyc coi'proh}' ¡ e¡is¿¡c3 C¿
.anLÉ€.ñé::§ c+ trJl::s eor€ u¡'¡n:3 É¡pÉ1ñins y 3 vsr}.:3 56 Ltla y i!¡e!a oq(€.f

- t §€ *!;E*€ni e¡p€a¡reñ:J caG,:dc a 33fi. d: ir:;gu:erte *r.'1, -r

t e4r.= , - ,,

§¡
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O¡'oÉ.

i = ilÉ{,i oe replt:3d¿3 de{ l35cG:r!
x. : Vsff cel 1i:eas É r€4eae.:r¡ ceat-rsdo L(Ea
S = Cese i:,]. ¿sr^inciy ce i¡ !¿r.e c€ .1$ c 

".€s 
ce LIF.S

n = \:18:§ aÉ r.Ed.:0'.á

- : de Str(Ént sitco obten,g¡ ai,s3É h t¡bi3 q-É 5é p.er€.:¡ e., á ,ke¡c dE 
"5tec!o:d mei¡c ccn L--'tgBd3s oe rerEd :a'; d€ nNel de cD.rlsEs y.s:rD-a*- .e l

acl35.

L¡ eqJrvJerrc¡i est3cj:sic.¡ er(rt s rEdÉ c€ l.ó r.€ci a:cñ?5 gr¡c{-ldis lda el ,3óorfcro y el
v¡a. oei llRC s€co.rp.rr€ass'lr€5n,Jr:expe.ñi.3".esr"ñ.rqJe.!ces:u:io!cri¡ca'.
p'3r3 e n:vÉl a€ acñl¡ns eÉa€cj€3*

a 4 3 ? :l sesgc es ;alarl¡co 3 pil:rr d€ ls l¡ñr¡ 3
b= x-t!

repi':3ci5 de{ lsboG'lr 6
:' 1:Éa,¡ dE re¡É{eic3 É::fc,so Hqc

D]'o€:
b = 5<!go
I = lúe<iri oe

El aásJlc ae sesgc se calE¡ pi-3 s.$€. 9 e6:E €s Fatilt c .r+j3:r;o 
- 
3aÉrñis ó¿ 3d aL las

3carf i5 ,nrn€ 3t5§ pff, c sÉnu -c a:n aü3"oc:¿ "¡y3 c¡.rlplac s-frs:3ltca ¡FerEe l¡ pr,+3
de rÉ¡O cJd.

5.4.3 Lr ¿x*ttric ae e9 1útod6 6e eñ§rc. c¡.rr" v€niae:i at aes€fÉeñc ng qrdo ¡cEpt¡lo¡.
5e co.rCüá :ñ 6 tírÉo d-.5:¿ el :r3c.:jc i-t.,yic.el l&d.¡tcñc, eÉcji¡:ie el co.,ÍU c€
rec-p€t'x oñ di .LtEr3 ;€ refÉreog3 \F r c6 d 5tñtc6 5Ét c€ ¡nál s s LaÉ lim':es oe gg)t'Dl
oe §.( Jc ar -ferr y s¡rprq"g' 5e 135 '+:rJ:{3ccms o€Di'jñ :u^.p|. l3 e} lÉñca ^r'n -J
e9:++c3 cy¡ § Éx3atilra * o¡cl n :..f,c eñ cs3 unc oe lca !€l dÉ l|u€stE ¡ara :.§s

6. INFORIIE Y REGIS'RO DE RESULTADOS

6 1 a ñbrBi ie¡eri .colener li tnbñr¡cir ñ3 ¿¡Ca É' 'v-.LTc oe ie3 sB'o FR' PT 02- 2007:
' -'ome oe !'e.f cac á" ci dese.sdc Ji rétcdcs ci eñ$yp :-:' oue 9i ñrlire Én É6le
prcaÉd 1-:emc.

6.2 En'ci-iul¡'cs iñercs e3bqscg i lr3v¿r cÉ qi:'rll¡ :¡cei c .)ecinl€ c-ilgJlo m¡'ud. §é
óeb€{á pÉs€¡:¡, ei óet3¡le óel lii.rb de c53 -ñc ce a6 3¿rbut¿5 y rsñe-.c esEtjig¡.c c+ lcs
.es-i"¡,:cs Py3 É{tc u¡l¡;r lca lEcelos de jfim3o 'a c§-'c3 +. Aie¡c l. : y 3 ói É6le

ProaÉ{i r¡*rlc

98



7. REFERENCIAS

,l S:rd3c lt{-c¿§ ¡s üre E¡¡n-*o d ,i'*. ¡nc lv3§erlJre. AP{A Ail\!¡- t!EF. :l'
:druo: 1Cl5 P3f1 l,llG¡ §3¡e¡q5. f a:C üd} ASE§'í.É.I C-lC D.r,a Currty. Pí 'S+l ¡¡e$c¿
:reÉ{o9 E{ 3"d Er$.j3ifl. B 4. :q.rvJeñ.yTEe:.g.

7.2 l',¡arffÉ Ca.3dre¡lse tR-'1-i?r!C F(tccoL.'-.r¡¡ls¡ac¡ ce réidos e-irrcDÉ'Re,r5 r :"'C:.

7 3 4A,.1. CCi-E,3 Org¡1 sr^'o A!Éñrc oe #ecrt¡or -1,¡lc^xi9. se !,lÉrc¡ca' Revsrí lC3?

7.¿ 
=ur}:¡€.4l.Cr¡$ 

"Gurqi rc !,le¡od i¿J.d¡tq.l rid ReJ:e< i€§. :trÉ arin6s ? puTcle cf
Á¡3lyrrd MEf üií :3i9óñ l?!:

7.5 Err¡shÉta;t¡c 's.ioÉ :o -r3ce¡brl, r Cher.";r¡l .T É3sr,'É.¡En:' Eo.i.,. f:,3

7 §'t3h ::00 cf '9á: -Ge5!á .É .Jd¡c y ¡ss!¡JrJr1E{rtc oe c¡rr:¡c V}:¡bui3rc'

7.7 \Ctr:7:: cf :33:'D "ec?,c85 Fr|-3 s ipli3.ói', E¿ \) - !O ';::: eñ .6 3bcrr:orp5 q-É
'É,¡fa¡ñ :n$ip5 y 3n3 rs s qui.1!c5'.
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ANEXO 3: Estadígrafo t de Student

l1lvo-tailed
lesl

ane-tailed
¡esl

df

g)r/"

t 0-18

gDYO

95oÁ

t o.os

95

97 .5§/"

t B-A25

98Yo

s9%

t a.oI

99i6

9S.5%

t B-ms

99.7Yo

99_e§o¿

t o.m15
1

2
a
A

6
7
al

I
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13
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16
17
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1g
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4A
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G

3.O78
1.886
1.638
4 É4,

1,476

1.440
1 ,415
1.3C7
I.JÓJ
1,372

1,363
1.356
t,350
1.345
1,34 1

1.337
r,333
1,330
1,328
1,325

1314
1 310

1.303

1 lAf\

6.314
2.s2Q
,-\ 4E/)
142'l

2.ofi
1.S43
1,0s5
1.860
1.833
1.812

1,79$
1.782
1 ,771
1.761
1.753

1"746
1.740
1.734
1,72S
1.725
.1 

.708

1"S97

1

1

1

684

ü¡ I

645

12.706
A',741')

3}82
2.77C'
2,571

2.447
2,365
2.300
, ,t\)

2.2A1
2.179
2,1Sü
4345
2,131

?":t2o
2.110
2.101
2,093
2,086

2,t160

2.ü42
2,O21

2,O00

1"960

a 4 óa,l
ñ qñ5
4,54'1
3.147
3,365

3143
2,9S€
2.8S6
2,821
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