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RESUMEN

Debido a sus propiedades carcinogénicas y mutagénicas los Hidrocarburos
Arométicos Policiclicos (HAPs) han sido estudiados ampliamente. La determinacién de
los HAPs en aguas requieren de métodos adecuados para su extraccion, identificacion
y cuantificaciéon, ya que por lo general se encuentran en concentraciones trazas. El
procedimiento estandar para la concentracién de las muestras dado por el método EPA
8310, extraccion liquido-liquido (ELL), pero tiene el inconveniente de consumir mucho
tiempo en su preparacion y requiere un elevado volumen de solventes antes del
analisis instrumental por HPLC. El método estandar (ELL) se comparé con una técnica
alternativa, la extracciéon en fase sélida (SPE), siendo aplicado a aguas potables y
naturales. La extraccion en fase soélida, se realizé utilizando discos comerciales C18
Empore 3M, con diclorometano como solvente de elucién. La identificacion de los
HAPs se realiz6 comparando los tiempos de retencién con estandares y la
cuantificacion se llevé a cabo mediante curva de calibracion empleando el método de
estandar externo. Los limites de deteccién generados fueron comparados con los
obtenidos con el método estandar (ELL). El limite de cuantificacion promedio con la
técnica propuesta fue de 0,16 pg/L a diferencia de los 0,43 ug/L obtenidos mediante
ELL. Los limites obtenidos permiten garantizan la deteccion de estos HAPs segun los
requerimiento internacionales (UE). El método SPE utilizando los discos de extraccion
Empore presentan ventajas comparativas con respecto a los procedimientos de
extraccién convencional, ya que se obtienen extractos libres de interferencias, se
procesan un mayor nimero de muestras, ademas de algo muy importante, la reduccién

considerable, de mas de un 70% de volumen de solventes por muestra.
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ABSTRACT

By their carcinogenic and mutagenic properties, the Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons (PAHs) have been widely studied. The determination of PAHs in waters
require appropriate methods for extraction, identification and quantification, as usually
found in trace concentrations. The standard procedure for the concentration of the
samples given by EPA Method 8310, liquid-liquid extraction (ELL), but has the
drawback of very time consuming in their preparation and require a large volume of
solvent before instrumental analysis by HPLC. The standard method (ELL) was
compared with an alternative technique, solid phase extraction (SPE), being applied to
drinking water and natural. The solid phase extraction was performed using commercial
discs C18, 3M Empore, with dichloromethane as elution solvent. The identification of
PAHs was performed by comparing the retention times and quantification standards is
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
Mg/L obtained from ELL. The limits obtained permit guarantee detection of these PAHs
requirement according to international (EU). SPE method using Empore extraction
disks have advantages over conventional extraction procedures as free extracts are
obtained interference, a higher number of processed samples, besides very importantly,

the significant reduction of more of a 70% volume of solvent per sample.
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INTRODUCCION
Marco Tedrico

1.1 Hidrocarburcos Aromaticos Policiclicos

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPSs) constituyen un grupo variado de
compuestos organicos que contienen dos o mas anillos aromaticos condensados,
formados por atomos de carbono e hidrégeno. Los HAPs son compuestos que se
forman durante la incineracion incompleta de carbén, petréleo, gas, madera, basura y
otras sustancias organicas, como tabaco y carne asada, Los HAPs se encuentran en
todo el medio ambiente en el aire, el agua y el suelo (Jaramillo, 1993). Como
sustancias quimicas puras, los HAPs existen generalmente como sélidos incoloros,
blancos o verdes amarillosos palidos y tienen un olor leve agradable (ATSDR, 1995).

El benceno es un hidrocarburo de férmula molecular CgHg, con forma de anillo,
conocido como anillo bencénico o aromatico. El hecho de estar compuestos
fundamentalmente por carbono e hidrégeno es el origen del nombre “hidrocarburos’.
Por otra parte, de forma coloquial se conoce que el benceno tiene un olor
caracteristico, lo que hace por extensiéon que todos los compuestos derivados del anillo
bencénico se denominen “aromaticos”. Finalmente, el hecho de que la mayoria de
estos compuestos posean varios anillos les otorga su caracter de “policiclicos”.

Los HAPs entran al medio ambiente principalmente 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 moviles. También pueden entrar a las aguas
de superficie a través de las descargas de las plantas industriales y las plantas de

tratamiento de aguas residuales.



1.2 Formacion de los HAPs

Los HAPs se forman durante la combustién incompleta de materia orgénica en
general, formada por carbono e hidrégeno al reaccionar con poco oxigeno. Una
combustion normal forma diéxido de carbono y agua. Sin embargo, si no hay suficiente
oxigeno, la combustién es incompleta; parte del combustible no reacciona
completamente y se forman otros subproductos tales como monéxido de carbono y
HAPs. Este proceso también es conocido como pirélisis.

Los perfiles de HAPs resultantes de la quema de diversos materiales organicos
dependen de la temperatura de combustién, duracion del proceso, las condiciones de
la flama y del tipo de material organico. A temperaturas por debajo de 700°C los
productos de combustion forman HAPs con varias alquilaciones. Un ejemplo tipico es
el humo del cigarro que produce hollin con altos contenidos de HAPs alquilados
(Bjorseth & Ramdahl 1985). A altas temperaturas, sobre 2000°C s6lo se forman HAPs
simples sin alquilaciones (Blumer & Youngblood 1975).

Muchos procesos de carbonizacién producen HAPs durante la degradacion de
material organico a bajas temperaturas (menos de 200°C) y a altas presiones en un
periodo de millones de arfios como es el petréleo y el carbén (Prince & Drake 1999),
por lo que el crudo y sus derivados representan la fuente principal de HAPs en el

ambiente en zonas de explotacién petroleras y en las ciudades.



1.3 Propiedades fisicas y quimicas

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

por carbono e hidrégeno, como se pueden observar en la Figura 1.

SSRGS

Acennfteno Acenaftileno

Benzojajantraceno Pireno

Benzofeipireno

Fluoranteno

B

Fluoreno Indeno|1,2.3-cd|pireno Naftaleno

Fenantrens

Figura 1: Estructura de los 16 HAPs que seran estudiados.



Los HAPs son compuestos no polares o muy débilmente polares que tienen

afinidad por las fases organicas hidrofébicas, presentando una baja solubilidad en el

agua (McBride 1994).

Tabla 1: Nombre y caracteristicas fisico-quimicas de los 16 Hidrocarburos

Aromaticos Policiclicos que seran estudiados.

Nombre HAP

Naftaleno
Acenaftileno
Acenafteno
Fluoreno
Fenantreno
Antraceno
Pireno
Fluoranteno
Criseno
Benzo(a)antraceno
Benzo{b)Fluoranteno
Benzo(k)Fluoranteno
Benzo(a)pireno
Benzo(g.h.i)perileno
Dibenzo{a,h)antraceno
Indeno(1,2,3-cd)Pireno

Abreviatura

Acy
Ace
F
F
Ant
Pyr
Fl
Chr
B(a)Ant
B(b)Fi
B(k)Fi
B(a)Pyr
B(ghi)Per
DiB(ah)Ant
Ipyr

M.M.
(g/mol)
128,2
152,2
154,2
166,2
178,2
178,2
202,3
202,3
228,3
228,3
2523
2523
252,3
276,3
278,4
276,0

Presion de
vapor({Pa)

11,0
3,86

6,0 -
4,2 -
9,1
23
33-
- 10
-10®

6,7
8,4

29 -
6,7 -
1,3 -
.5

1,4

1,3 -
1,3

107
10
10°
10°
10*

1%
10°
10
107

107

107
10

Octanolfagua
(Kow)
3,37
4,07
3,98
4,18
445
445
4,88
490
5,56
5,61
6,04
6,06
6,06
6,50
6,84
6,58



En relacion al coeficiente de distribucién entre el octanol y el agua (Kow) todos los
compuestos tienen un coeficiente mayor a 3 lo que indica una baja solubilidad,
inmovilidad, bajas tasas de biodegradacién, tendencia a acumularse y a ser
persistente. Valores para otros compuestos se pueden encontrar en la base de datos
de Sangster Research Laboratories, para tener una estimacién de este valor, se puede
utilizar el método QSAR (relacion cuantitativa estructura-actividad). En la tabla 2 se
observa la afinidad de una sustancia por los tejidos grasos (abundantes en animales)
en funcion del valor del logaritmo del coeficiente de reparto octanol-agua.

Tabla 2: Afinidad de una sustancia por los tejidos grasos en funcion del valor del

logaritmo del coeficiente de reparto octanol-agua

Valor log Kow Afinidad por tejidos grasos
>de 5 Muy alta
35a5 Alta
3a35 Media
1a3 Baja
<de 1 Muy Baja

En general, los HAPs de baja masa molar son mas volatiles, solubles en aguas y
menos lipofilicos que los compuestos de alta masa molar. Estas caracteristicas fisicas
y quimicas determinan en gran medida su comportamiento en el ambiente y los

procesos de descarga a otros receptores secundarios.



Por ejemplo, la transferencia a otros compartimentos del ambiente y la
degradacion es mas alta para estos compuestos, los HAPs de baja masa molar, son
mas volatiles, por lo tanto dominan en el aire y se encontraran principalmenie en la
fase vapor (Jaward y col, 2004),

En suelos la mayoria de los HAPs son fuertemente adsorbidos a la materia
organica del suelo (Chiou y col, 1998), reduciendo su disponibilidad tanto para ser
biodegradados, como para ser absorbidos por las plantas y lixiviados al acuifero. Si los
HAPs son transferidos a sistemas acuaticos, son rapidamente transferidos a los
sedimentos y las concentraciones en la columna de agua reflejan el producto de
solubilidad de cada compuesto. En el caso de derrames de petréleos o sus derivados
en suelos, el producto derramado comienza a desaparecer por evaporacion, dispersion
y degradacion microbiana.

La adsorcion de un compuesto organico a través de la materia organica del suelo
se describe con la siguiente ecuacion:

Koc = Kd / foc [1]

En dénde Koc es el coeficiente de distribucién del compuesto organico entre el
carbono organico del suelo y el agua de poro, Kd es el coeficiente de distribucién del
compuesto organico entre el suelo y el agua y foc es la fraccidon de carbono organico
en el suelo. El Koc tiene una relacién directa con la solubilidad en agua y el Kow del

compuesto.



1.4 Fuentes de Emisién

Dada la amplia distribucion de los HAPs, presente en la mayoria de los procesos
de combustién, se puede determinar que los HAPs son ubicuos, es decir se encuentran
de forma generalizada en el medio ambiente. Por lo que en general se puede realizar
una division segun su fuente de emision, siendo esto asi, se pueden distinguir dos tipos

de fuentes como responsables de la presencia de HAPs en el ambiente.

1.4.1 Fuentes naturales

Para efectos del INEM (Inventario Nacional de Emisiones de México) las fuentes
naturales se definen como biogénicas o geogénicas. Una fuente biogénica seria la
formacién del Perileno en sedimentos anaerdbicos (Wild & Jones, 1995), y por su
parte, las mayores fuentes de emision es la geogénicas, de origen geolbgico, por lo
tanto serian las erupciones de los volcanes las que emiten las mayores
concentraciones de HAPs a la biota, otra fuente importante de HAPs serian los
incendios forestales debidos a causas naturales (OMS, 2003). Sin embargo, en zonas
de poca actividad volcanica, el aporte de HAPs proveniente de fuentes naturales, no es

muy importante en comparacion a fuentes antropogénicas.



1.4.2 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 utilizacion de procesos de
combustiéon de materia organica durante el Gltimo siglo ha hecho que la produccion de
HAPs sea un fenémeno habitual en nuestra sociedad. Los combustibles fosiles son de

uso frecuente y abundante, sobre todo en tres ambitos:

1.4.2.1 Las calefacciones domésticas

Una fuente primaria de HAPs es la combustion incompleta de madera, gas y otros
combustibles organicos. La concentracion de las emisiones depende del tipo de
combustible. En zonas rurales donde la calefaccién es principalmente con madera, las
emisiones puntuales por calefacciones domésticas son mayores que en zonas

urbanas, especialmente en invierno.

1.4.2.2 Vehiculos de motor

Emision de gases de vehiculos, incluyendo barcos y aviones. En areas urbanas
una de las fuentes principales de HAPs son los gases de los tubos de escape.

Esta cantidad de contaminante, varia en funcién del tipo de vehiculo, época de
fabricacion y tipo de combustible utilizado. La aplicacién de normas de control de
contaminacién que rigen para la fabricacién de vehiculos en esta ultima década, tales
como la utilizacién de convertidores cataliticos, gasolinas sin plomo marcan un limite
de contencion a los niveles de contaminacion atmosférica urbana. Lo que origina una
gran diferencia en los niveles de emision de los vehiculos nuevos y antiguos, siendo

estos Gltimos los que producen mayor contaminacion {Domenech, 1996).



1.4.2.3 Usos industriales

Los HAPs se forman también en muchos procesos industriales o se emiten al
ambiente de trabajo por la utilizacién de productos ricos en HAPs en muchas
industrias. Algunos HAPs se utilizan en medicina y para la produccion de tintas,
plasticos y pesticidas. Se encuentran HAPs en el petréleo crudo, el asfalto, el carbén,
el alquitran, la brea, la creosota y algunos disolventes comerciales. También se
produce emisién de HAPs en plantas de generacién de energia eléctrica, incineradoras
de residuos domésticos y de origen agricola, y la industria metaldrgica, especialmente

del hierro y el aluminio.

1.4.2.4 El tabaco y los alimentos

Una de las formas de combustién incompleta de origen antropogénico es la que
conlleva el habito de fumar. Entre los muchos productos que se originan en la
combustion, el humo del tabaco contiene cantidades importantes de HAPs.

Los HAPs formados en la combustion del tabaco se encuentran tanto en el humo
directamente inhalado por el fumador, como en el que se exhala después o el que se
emite directamente. Algunos HAPs pueden formarse también como productos de la
pirdlisis de los carbohidratos, aminoacidos, y 4acidos grasos. Asi pues, muchos
alimentos, especialmente carnes elaboradas a la parrilla, en que la coccion se produce
a elevadas temperaturas y en contacto directo con la llama, se forman HAPs en la
superficie del alimento. Lo mismo 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.



1.4.3 Fuentes de combustion
Las emisiones de HAPs como resultado de las actividades humanas también se

pueden dividir en fuente de combustion estacionaria y fuentes de combustién moviles.

1.4.3.1 Combustién estacionaria

Las principales fuentes fijas que emiten HAPs son instalaciones de generacion de
calor y energia (termo y carboelectricas), calefaccién con carbén y madera,
quemadores de gas, incineracion de residuos organicos municipales e industriales,
quemas intencionales e incendios forestales y diversos procesos industriales (coque,

cracking del petréleo, fundidoras, produccién de asfalto, etc.).

1.4.3.2 Combustién moévil

Cualquier maquina, aparato o dispositivo emisor de contaminantes a la atmésfera,
al agua y al suelo que no tiene un lugar fijo, se le considera una fuente mévil, los
mayores ejemplos son los vehiculos como automéviles, barcos, aviones, los cuales
queman grandes cantidades de combustibles fésiles, y en menor medida la combustion

del humo del cigarrillo.
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1.5 Formas y niveles de exposicién a los HAPs

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

los HAPs: ambiental, dietetica, del humo de tabaco, y ocupacional.

1.5.1. Exposicién ambiental

Es mas probable que en el medio ambiente la exposicion se deba a los HAPs
volatiles del aire, o a los HAPs que estan adheridos al polvo y a otras particulas
presentes en el aire. La via de exposicion es fundamentalmente inhalatoria.

Los HAPs son ubicuos en el medio ambiente, dando lugar a niveles basales
detectables en la poblacion general. En el aire de las areas rurales se han encontrado
niveles de algunos HAPs que oscilan entre 0,02 y 1,2 ng/m?. En areas urbanas los
niveles detectados varian de 0,15 a 20 ng/m* Las concentraciones han disminuido

sustancialmente durante los Gltimos 30 anos.

1.5.2 Exposicion por humo del tabaco

La exposicién al humo del tabaco comporta el acceso al interior de los pulmones
de una cantidad importante de HAPs, junto con ofras substancias toxicas, mediante la
inhalacién directa del humo por parte del fumador. Para el fumador la inhalacién de
humo del tabaco es una forma de exposicién directa y especifica.

Se estima que un fumador de un paquete de cigarrillos ingiere entre 2 y 5 pg/dia.
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1.5.3 Exposicién por la dieta

Una gran parte de los alimentos que consumimos de forma habitual contienen
HAPs, aunque sea en cantidades minimas. Los vegetales cultivados en suelos o
étmésferas contaminadas pueden contener trazas de HAPs. También pueden
encontrarse HAPs en alimentos a base de cereales y los lacteos. Cocinar carne y otros
alimentos a altas temperaturas, lo cual ocurre cuando se utiliza carbon o lefia,
aumentando las cantidades de HAPs presentes en los alimentos. Lo mismo ocurre al
ahumar los alimentos.

Para los alimentos que se consumen crudos la UE ha fijado un limite méximo de
0,3 pg/kg. Aun no se ha fijado un limite para alimentos ahumados, aunque en aigunos

paises como Francia, Alemania, Suiza se han establecido valores de 1 pg/kg.

1.5.4 Exposicién ocupacional

En algunas personas la principal fuente de exposicién a los HAPs ocurre en el
lugar de trabajo. La exposicion ocupacional es principalmente por inhalacion de gases
y particulas, pero en algunos casos, exposicion por la piel, al entrar en contacto o
manipular substancias con un elevado contenido en HAPs.

La exposicidn ocupacional en industrias con exposicion a HAPs, el
Benzo[a]pireno se encuentra a veces a concentraciones de 10 a 100 Hg/m°, cuando en
el aire la concentracion tipica es del orden de pocos ng/m>. Por otra parte es una
exposicién que puede tener variaciones en su concentracion, y que tiene lugar durante
un periodo limitado de tiempo a lo largo de la semana. Finalmente, con frecuencia la
exposicién ocurre en lugares confinados, sometidos a condiciones no habituales de

temperatura, y en muchas ocasiones con exposicion a otros compuestos quimicos.
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1.5.4 Niveles de referencia en la Exposicion Ocupacional a HAPs.

Diversas instituciones internacionales han establecido limites de exposicion

ocupacional recomendado como concentracién promedio ponderado de tiempo, éstas

se pueden comparar en la Tabla 3.

Tabla 3: Comparacion de instituciones y sus rangos permisibles de HAPs en

exposicién ocupacional.

Institucién

NIOSH (USA)
ACGIH (USA)
OSHA (USA)
DFG (Alemania)

INSHT (Espaita)

Promedio

ponderado (Hora)

10

8

Concentracion

0,1 mg/m®
0,2 mg/m?
0,2 mg/m®
5 ug/m® 2 pg/m® (*)

2 yg/m’®

(*) Para el Benzoa]pireno de 5 pg/m® durante la produccién y carga de los homos de
coquificacion, y 2 pgfm3 en el resto de localizaciones.
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1.6 Degradacion de HAPs

Los HAPs més pesados (4 a 6 anillos) son mas persistentes que los pequeiios
(Conte y col, 2000). Los mecanismos de destruccion de HAPs son principalmente
quimico y biolégico, e incluyen biodegradacién, oxidacion abiotica, hidrolisis,
destruccion UV en la superficie (Basel, 2002). La biodegradacion de HAPs depende
principalmente de su biodisponibilidad. Esta biodisponibilidad depende de la cercania
de los microorganismos a los sitios en donde se encuentran sorbidos los HAPs en el
suelo. Algunos microorganismos producen biosurfactantes que favorecen la desorcion
de HAPs desde la materia organica del suelo, ya que los solubilizan, aumentando su
biodisponibilidad, y por ende, pueden biodegradar a estos compuestos, siendo éste el
paso fundamental para que se inicie el proceso de biodegradacion (Voparil & Mayer,
2000).

La intensidad de la biodegradacion depende de la temperatura (a 5°C es nula a
30°C es muy alta), de la presencia de agua y oxigeno (generalmente la biodegradacion
se lleva a cabo bajo condiciones aerobias; se conocen pocos informes de procesos de
biodegradacién bajo condiciones anaerobias), de los nutrientes, de los
microorganismos presentes y de los procesos de adsorcion que impiden que el
compuesto sea soluble y por lo tanto biodisponible.

Se ha observado que las concentraciones de HAPs en el ambiente de regiones
tropicales son mé&s bajas que en las regiones polares debido a una rapida degradacion

microbiana, fotooxidacién y volatilizaciéon (Wilcke y col, 1999).
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1.7 Efectos sobre la salud
Curiosamente, los HAPs estan presentes desde los origenes de la medicina laboral;
a ellos se debe que por primera vez se reconociese que el trabajo y las substancias a
las que se esta expuesto pueden ser causa de enfermedad. En 1775 los médicos
britanicos Percival Pott y John Hill informaron de la apariciéon anormaimente elevada de
un tipo de tumor genital, el cancer de piel del escroto, enire los deshollinadores. Este
tipo de tumor practicamente no se encontraba en otros pacientes. Su deduccion fue
que algunos de estos trabajadores acababan por desarroliar este extrafio tumor tras
muchos afios de exposicion al hollin.
En 1918 los japoneses Katsuburo Yamgiwa y Koichi Ichikawa consiguieron inducir
cancer de piel en conejos producido por la aplicacién de alquitran.

Sin embargo tanto el alquitran como el hollin son mezclas de diversas substancias,
y el aislamiento de los compuestos quimicos responsables del posible efecto resultaba
complejo. En 1920 por primera vez se indicaron a los hidrocarburos aromaticos
policiclicos como los compuestos posiblemente cancerigenos del alquitran.

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 epidemioldgicos que
muestran el desarrollo de cancer en ciertas personas que han respirado o estado en
contacto con mezclas de HAP por largo tiempo. Es importante sefialar la consideracion
que se tiene de que todos los HAPs en general, son sospechosos de ser

carcinogénicos en un grado u otro, aunque el nivel sea muy bajo.
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1.7.1Absorcién y metabolismo de los HAPs

La exposicion humana a los HAPs se produce sobre todo por inhalacién, ingestién
u absorcion. Tras su absorcidén por el organismo se distribuyen ampliamente en todos
los tejidos, especialmente los con mayor contenido graso. Los HAPs no tienden a
acumularse en el organismo, y la mayoria de elios son eliminados principaimente por la
orina y heces.

Pero un aspecto de interés para comprender la actividad biolégica de los HAPs es
su metabolismo, es decir, la serie de transformaciones que sufren una vez absorbidos
por el organismo. Como con cualquier substancia externa, el organismo trata de
eliminarlos, proceso que se conoce como detoxificacién, y que se realiza mediante

enzimas. Este proceso tiene lugar sobre todo, aunque no exclusivamente, en el higado.
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Figura 2: Ruta metabdlica del Benzo(a)pireno.

El primer paso consiste en la oxidacion de los HAPs; posteriormente, al compuesto
oxidado se le aflade una moiécula abundante en el organismo como el glutation; este
paso se conoce como conjugacion. El proceso de oxidacion-conjugacion tiene como
objeto que un compuesto que originalmente era soluble en las grasas se haga

hidrosoluble (soluble en el agua) y favorecer asi su eliminacion por la orina.
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Figura 3: Proceso de solubilizacién de Benzo(a)pireno.

Por desgracia, el paso intermedio de la oxidacién produce compuestos conocidos
como epdxidos que son altamente reactivos, con capacidad para unirse a moléculas
complejas, como las proteinas y el ADN. Esta Gltima caracteristica es la responsable

de la capacidad genotéxica de los HAPs.
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1.7.2 Los HAPs como causa de cancer

La capacidad de producir cancer es sin duda el principal motivo de preocupacién
por el cual es necesario estudiar, legislar e identificar HAPs. EIl principal mecanismo
para la induccién de tumores por parte de los HAPs es su genotoxicidad. El efecto
cancerigeno de los HAP ha sido claramente demostrado en los seres humanos para
diversos tumores y para varios tipos de exposicion.

El alto poder cancerigeno de estos compuestos, se debe a que poseen una region
en su estructura con una elevada energia de deslocalizacién de electrones, que
permiten interaccionar con los enlaces covalentes (Spivack y col, 2001).

Existe un grupo de enzimas que son capaces de convertir los compuestos
xenobidticos lipofilicos (incluidos los HAPs) en productos solubles en agua. Este tipo
de enzimas son las "Mixes Function Oxidasas” (MFO). En este proceso de eliminacion
de los HAPs se forman compuestos intermedios llamados epdxidos. Son estos
derivados de los HAP los que tienen la capacidad de adherirse al ADN formando lo que
se conoce como aductos.

El ADN es fundamental para la vida ya que es la molécula que forma los genes.
Cuando la célula se divide, cada una de las células resultantes contiene una copia del
ADN original. En este proceso de copia del ADN, la presencia de substancias extrafias
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 mutacion. Si esta mutacioén se produce en algunos genes
clave, que controlan el crecimiento celular, la célula puede entrar en un estado de

crecimiento inconfrolado, que a la larga puede ser el inicio de un cancer.
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1.7.3 Clasificacién de la exposicién a HAPs como cancerigenos

Diversos organismos y agencias han establecido clasificaciones para determinar la
carcinogenicidad de substancias quimicas. Actualmente la mas aceptada es la
clasificacion de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer, conocida por
sus siglas en inglés IARC, con sede en Lyon (Francia), dependiente de la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS). La clasificacién la IARC tiene cuatro grupos principales:

Tabla 4: Clasificacion de la IARC para substancias cancerigenas.
Grupo Definicién

Grupo 1 Substancias o exposiciones que son cancerigenos para el ser humano.

Grupo 2A | Substancias 0 exposiciones que son “probables” cancerigenos para el ser
humano. En general se clasifican en este grupo las substancias que son
claramente cancerigenas en experimentacion animal pero para las que no hay

suficiente informacion en los seres humanos.

Grupo 2B = Substancias que son “posibles” cancerigenos para el ser humano. En general
se clasifican en este grupo substancias para las que no hay suficiente
informacién en los seres humanos, y no se puede concluir que sean claramente

cancerigenos animales.

Grupo 3  Substancias para las que no se dispone de suficiente informacion sobre su

capacidad carcinogénica.

Grupo 4 Substancias que probablemente no son carcinogénicas para los seres
humanos.
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Cuando una substancia se clasifica en el grupo 1 significa que no hay duda sobre
su potencial para producir cancer. Deben promoverse acciones de proteccion de la
salud y se deben establecer medidas regulatorias para prevenir la exposicion a la
misma. Las substancias clasificadas en el grupo 2A deben ser objeto de atencion, y el
principio de precaucion sugiere actuar practicamente como si fueran del grupo 1. De
hecho, las substancias del grupo 2A son objeto prioritario de investigacion que aporte

nuevas pruebas.

1.7.4 Clasificacién de la IARC para los HAPs.
Respecto a los HAP individuales la dltima actualizacion de la IARC ha establecido
la siguiente clasificacion:

Tabla 5: Clasificacion de la IARC para los HAPs.

Grupo HAPs

Grupo 1 Benzo[a]pireno.

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

Grupo 2B  Benzo[jlaceantrileno, Benzo[a]antraceno, Benzo[bjfluoranteno,
Benzoljifluoranteno, Benzo[klfluoranteno, Benzo[c|fenantreno,

Criseno, Dibenzo[a,h]pireno, Dibenzofa,i]pireno, Indeno[1,2,3-
cd]pireno.

21



1.8 Normativa

A fin de proteger la salud publica es preciso fijar contenidos maximos permitidos
de ios diversos HAPs, aungue se le ha puesto especial normativa al Benzo(a)pireno, ya
que es el componente mas estudiado, la normativa se le ha aplicado a determinadas
maftrices como:

¢ Alimentos con procesos de ahumado.

e Alimentos expuestos a contaminacién medioambiental, como derrames
de hidrocarburos.

¢« Contaminantes ambientales como el Material Particulado.

s Aguas de consumo.

e Aguas continentales superficiales

Para los HAPs tiene por objeto aplicar el principio de que la exposicion a esos
contaminantes tiene que ser lo mas baja posible. No establece valores limite para las
emisiones de HAPs, pero utiliza el Benzo(a)pireno como indicador del riesgo
cancerigeno de esos contaminantes y fija para éste un valor objetivo que debera
alcanzarse. Las Guias Internacionales de la OMS de 1971 sefalaron que algunos
HAPs son cancerigenos y que las concentraciones de seis HAP representativos
(Fluoranteno, 3,4-benzofluoranteno, 11,12-Benzofluoranteno, 3,4-Benzopireno, 1,12-
Benzopireno e Indeno[1,2,3-cd]pireno) no deben superar, en general, los 0,2 ug/L.

En la primera edicion de las Guias para la calidad del agua potable de 1993
concluyeron que no se disponia de datos suficientes para calcular valores de referencia
para los HAPs en el agua de consumo, salvo para el Benzo[a]pireno.

Se calculd un valor de referencia para el Benzo[ajpireno, correspondiente a un

valor maximo del riesgo adicional vitalicio de cancer, de 0,7 pg/L. Este valor de
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referencia se mantuvo en el apéndice a la segunda edicion de las Guias, publicado en

1998, ya que se confirmé en nuevos estudios sobre su capacidad cancerigena.

En la Tabla 6 observamos los limites de calidad de aguas de consumo y naturales

indicados por organismos internacionales frente a HAPs y el B[a]pyr.

Tabla 6: Limites de Calidad de aguas de consumo y naturales de organismos

internacionales frente a HAPs totales y Benzo{a]pireno.

Referencia
OMS
OMSs

U Europea

US EPA

IDEM

IDEM

Matriz
Aguas Subterraneas
Agua Potable
Agua Potable
Agua Potable
Agua Subterranea
(uso residencial)

Agua Subterranea

(uso industrial)

Ao

2003

2003

1998

2006

2001

2001

Limite max HAPs
totales (pug/L)
0,005 -10
0,001 -1
‘ 01

0,2

0,15

2,5

Valor guia de
Bla]Pyr (ugiL)
0,7
0,7
0,01
0,02

0,2

0,2

En el caso particular de la Normativa Chilena, no se encuentran legislados los

Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos 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 ningGn méximo de concentracion para HAPs en ninguna matriz,

especialmente en el agua.
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La Norma Chilena Oficial NCh 409/1.0f2005 Agua Potable — Parte 1 — Requisitos,
que se considerada en sus definiciones por Norma Chilena Oficial NCh 1333.0f78,
Modificada en 1987 Requisitos de calidad del agua para diferentes usos, sefiala
explicitamente que entre los parametros que definen los requisitos de calidad del agua
se tienen los de Tipo Il “Elementos o sustancias quimicas de importancia para la
salud”, sin hacer mayor mencién o definicién de los mismos.

A su vez, el D.S. 76/2009, Modifica Decreto N° 735, de 1969, “Reglamentoc de los
Servicios de Agua Destinados al Consumo Humano” establece claramente en su
Articulo 9° que las aguas que se utilicen para agua potable “...no deberan contener
sustancias téxica....”, sin embargo no hace ninguna referencia ni define estas
sustancias.

En este contexto podemos sefalar que si bien la normativa chilena no es explicita
en mencionar los HAPs como una sustancia a controlar en las aguas a utilizar para
consumo humano, si esta abierta la posibilidad de incorporar éstas en el caso que se
demuestre cientificamente que representan un riesgo para la salud de la poblacion.

En el articulo 11° de la Ley 19.300, en su inciso dltimo, se enuncia que tanto para
evaluar el riesgo como para evaluar los dafios adversos a la salud se considerara lo
establecido en las normas de calidad ambiental y de emisién vigentes, en el caso de
que exista una carencia de tales normas, se utilizaran como referencia las vigentes en
los Estados que sefiale el reglamento. Para esto el Reglamento del SEIA estipula en su
7° articulo que las normas de calidad ambiental y de emision que se utilizaran como
referencia, seran aquellas vigentes en los siguientes Estados: Republica Federal de
Alemania, Republica Argentina, Australia, Republica Federativa del Brasil,

Confederacion de Canada, Reino de Espaia, Estados Unidos Mexicanos, Estados
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Unidos de Norteamérica, Nueva Zelandia, Reino de los Paises Bajos, Replblica de
italia, Japén, Reino de Suecia y Confederacién Suiza.

El D.S N° 143/08 del Ministeric Secretaria General de la Presidencia de la
Republica, “Establece Normas de Calidad Primaria para las aguas continentales
superficiales apta para actividades de recreacion con contacte directo”, donde se
establece un valor maximo permitido para el “Benzo(a)pireno”, este valor maximo es de
0,0022 mg/L 6sea 2,2 ug/L, con una frecuencia de monitoreo minima anual de 1 vez
cada 3 meses y minimo 1 vez en época de baiio. El método establecido es el 6440 B
Método Cromatografico Extracciéon Liquido Liquido — Cromatografia de gases -
Detector de masa.. Con condiciones de muestreo descritas en la NCh 411/3 Of96.
Calidad de agua-Muestreo-Parte3: Guia sobre la preservacion y manejo de muestras.
D.S N° 501/96, del Ministerio de Cbras Publicas, o en “Coliection and Preservation of
Samples” descritas en el namero 1060 Del “Standard Methods for Examinatio of Water
and Wastewater’. 20th Edition 1998. APHA-AWWA-WPCF o ediciones posteriores.
Este Decreto Supremo tiene por objeto proteger la calidad de las aguas continentales
superficiales para salvaguardar la salud de las personas.

Si bien en Chile no estd normado el contenido de HAPs en aguas para consumo
humano, si existe la regulacion del Benzo(a)pireno, el HAPs mas peligroso, en aguas
continentales superficiales aptas para actividades recreativas. El analisis para estimar
su concentracion en aguas, es realizado por laboratorios certificados y lo realizan
principalmente grandes empresas que se adhieren a normativas y estandares de
calidad internacionales, cumpliendo principaimente los valores expuestos en las Guias

de ia OMS o EPA.
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1.8.1 Concentraciones de HAPs en algunas ciudades

En algunas ciudades de Estados Unidos, se encontraron en 1997 concentraciones
en el agua potable desde 0.0047 mg/L hasta 12,44 mg/L lo cual los obligé a tomar
medidas de control fuertes.

En los rios Uruguay y Rio de la Plata se detectaron concentraciones de HAP de
entre 1,8 y 12 ug/L, en aguas costeras de la Patagonia, afectadas por actividades de
extraccion de petréleo, el rango fue de 8-41 pg/L.

En las aguas costeras de Chile, especificamente en Quintero (Bonert & Dorién,
1989) se determinaron una concentracién de 0,1 a 2,34 Ng/L, lo cual se estima como
gue no se indicd alguna sefal de contaminacion.

En Santiago de Chile, se han realizado mayores estudios en el &area de
contaminacion atmosférica por HAPs, principalmente se reportaron concentraciones
promedio de HAPs para el periodo de invierno del afo 1992, de 34 ng/m® esta
concentracion promedio se mantuvo por varios afos, observandose una disminuciéon
en la concentracion de HAPs y B[a]Pyr en el afio 1995. Durante el afio 1995 y 1996 se
reportdé una concentracion promedio para el periodo de invierno de 9,2 ng/m® y 4,9
ng!m3 respectivamente [Adonis & Gil, 2000]. Esta disminucién en las concentraciones
de HAPs cancerigenos y no cancerigenos coincide con la aplicacién del primer Plan de

Descontaminacién de la Regién Metropolitana [Adonis, 1999].
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2. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La Cromatografia liquida de alta resolucién o High performance liquid
chromatography (HPLC), es una técnica utilizada para separar los componentes de
una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las
sustancias analizadas y la columna cromatografica. La muestra a analizar es
introducida en pequefias cantidades y sus componentes se retrasan diferencialmente
dependiendo de las interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria a medida
gue avanzan por la columna.

El tiempo que tarda un compuesto en ser eluido, se denomina tiempo de
retenciéon (tr) y se considera una propiedad identificativa caracteristica de un
compuesto en una determinada fase mévil y estacionaria. Los disolventes que
componen la fase moévil mas utilizados son el agua, el metanol y el acetonitrilo.

Una mejora introducida a la técnica de HPLC es la variacion en la composicion
de la fase mévil durante el andlisis, conocida como elucién en gradiente. El gradiente
utilizado varia en funcién de la hidrofobicidad del compuesto. El gradiente separa los
componentes de la muestra como funcion de la afinidad del compuesto por la fase
moévil. Al utilizar un gradiente agua/acetonitrilo, se espera que los compuestos
hidrofilicos eluirdn a mayor concentracion de agua, mientras que los compuestos mas
hidrofébicos, como nuestro analito de interés, HAPs, se espera que eluyan a
concentraciones elevadas de acetonitrilo, para esto se trabajara con una gradiente que

aumente la concentraciéon de acetonitrilo en el tiempo.
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2.1 Sistema de Deteccidn

Los sistemas de deteccion habituaimente empleados son ultravioleta-visible,
fluorescencia y espectrometria de masas o masas-masas. La deteccion mediante
espectroscopia ultravioleta-visible se ha utilizado principalmente para la determinacién
de HAPs seleccionando la longitud de onda de 254 nm para registrar los
cromatogramas.

En el caso de muestras de tan bajas concentraciones, como los HAPs es
bastante dificil identificarlos en muestras de aguas naturales y potables. En caso de
laboratorios, donde deben identificar y determinar concentracion en un porcentaje muy
alto de seguridad, es necesario contar con una segunda confirmacion del resultado,
para ello se puede utilizar un detector de Fluorescencia en linea con el UV-Visible, para
registrar ambos cromatogramas para una misma muestra, y tener una mayor certeza
de la presencia de estos analitos en las muestras, o si se cuenta con detectores de
masas, el extracto podra ser evaluado en forma cualitativa y cuantitativa

simultaneamente.
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3. Metodologia de Extraccién

El fin de cualquier metodologia de preparacion de muesira es disponer del
analito en el estado mas “puro” posible y en un disolvente compatible con la tecnica de
determinacién utilizada, HPLC.

Para ello, en la mayoria de los métodos analiticos es necesario realizar una
primera etapa en la cual se aislara los analitos de la matriz “agua” que los contiene
consiguiendo su purificaciéon y concentracion.

Las matrices acuosas suelen contener los compuestos a concentraciones muy
inferiores a los limites de deteccién de los equipos utilizados en la etapa de
determinaciéon. Ademas, es muy probable que la matriz no sea compatible con la
técnica de medida, por lo cual suele ser necesaria una etapa de preparacion de
muestra que, sobre todo en matrices medioambientales, nos permita concentrar los
analitos y a su vez separarlos de otros compuestos que puedan interferir en su
determinacion.

En este trabajo se ha considerado una metodologia alternativa de extraccion, la
extraccion en fase solida, como una alternativa a la ya utilizada extraccion liquido-

liquido en muestras de aguas para el andlisis de HAPs.
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3.1 Extraccién en Fase Sélida (SPE)

La SPE es una técnica de concentraciéon de muestras, que permite obtener
extractos libres de interferencia, proporcionando bajos limites de deteccion. La SPE
comenz6 a desarrollarse mediante la aparicion de técnicas de preconcentracion por
extraccion sdélido-liquido con materiales adsorbentes. La utilizacién de esta técnica
permite aislar, purificar y preconcentrar compuestos quimicos de manera rapida y
reproducible.

Desde su primera aplicacién en los afios 50, la expansion de la SPE ha sido
constante, llegando a ser hoy en dia una de las mas utilizadas, debido a la sintesis de
nuevos adsorbentes que han incrementado la selectividad de la extraccion. Mediante la
SPE, conseguimos concentrar y/o purificar los analitos mediante su retenciéon en una
fase sélida, o una fase liquida inmovilizada sobre un soporte sélido, para a
continuacién proceder a su elucién con un disolvente adecuado (Thurman & Mills,
1998).

Entre las mdltiples ventajas que presenta destacan las siguientes:

e Rapidez y simplicidad en la preparacion.

« Proporcionar extractos limpios, libres de interferencias.

« Permita alcanzar un nivel de concentracion adecuado para el analisis de

trazas.

s Consume una cantidad considerablemente menor de disolventes organicos.

e Generar el menor costo posible en el proceso.

 Permita procesar un gran volumen de muestras.

e Permita la posibilidad de automatizacion del proceso.
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3.1.1 Adsorbente de Extraccién en Fase Sélida

El adsorbente de extraccién en SPE esta contenido en tres posibles formatos:
discos, cartuchos y jeringas. El primero se utiliza principalmente para concentrar
grandes volimenes de muestra, hasta 2 y 4 L (Loraine &Pettigrove, 2006), permitiendo
flujos de paso de liquido muy elevados debido a |a escasa resistencia al paso de
muestra que poseen. En los discos el sorbente estd inmovilizado en una membrana de
microfibra.

El mayor inconveniente reside en que un componente de la matriz, tal como los
sélidos en suspensién saturen el sistema impidiendo su filtracion, lo que dificulta la
interaccidn entre el analito y el sorbente, por lo general esto se resuelve filtrando
previamente un volumen de muestra la que posteriormente es sometida al sistema de
concentracién por SPE. Los dispositivos de cartuchos y jeringas pueden ser facilmente
integrados en sistemas on-line con el equipo de medida, generaimente un
cromatografo de liquidos. De este modo, la manipulaciéon de la muestra es minima,
aungue los volimenes concentrados son inferiores a los empleados en las aplicaciones

off-line.
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Figura 4. Distintos formatos de SPE: Jeringa, Cartucho y Discos.

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

funcionamiento, los 4 pasos esenciales son los siguientes:

1. Acondicionamiento de la fase estacionaria.- Se hace pasar a través del cartucho un
disolvente o mezcla de disolventes adecuados, eliminando asi las impurezas,
hidratando Ia fase estacionaria y facilitando la transferencia de materia con la muestra.
2. Paso de la muestra a través del material adsorbente.- El objetivo de esta etapa es
retener cuantitativamente el analito, consiguiendo ademas un cierto grado de
selectividad.

3. Lavado.- Se utilizan disolventes con gran afinidad por las interferencias.

4. Elucién.- Con un disolvente apropiado se recupera el analito de la fase adsorbente.
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Figura 5. Esquema de preparacidon de muestra mediante SPE.

Las fases adsorbentes en SPE son similares a las empleadas en cromatografia
de liquidos. Las mas comunes son las de silices enlazadas, polimeros de ftipo
estireno-divinilbenceno, carbén grafitizado, silicato de magnesio, silica gel y 6xidos de
aluminio.

Tabla 7: Adsorbentes mas comunes en SPE.

Adsorbente ~ Tipo de fase Estructura
Octadecilsilano (C18) Invertida -Si-(CH2)17-CH3
Octilsilano (C8) invertida -Si-(CH2)7-CH3
Silice Normal -Si-OH
SCX Cambiador i6nico -Si-(CH2)3-S03
Oasis HLB Polimérica Divinilbenceno-vinilpirrolidona
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El interés de las técnicas de extracciéon basadas en un material sorbente reside
en la disponibilidad de una amplia gama de fases, que dan una gran selectividad. Los
sorbentes se emplean actualmente para exiraer compuestos organicos de varias
matrices incluyendo agua, aire y algunos suelos. Un sorbente con una gran afinidad
hacia compuestos organicos retendra estos compuestos y los concentrard desde
muestras muy diluidas.

Dependiendo de las caracteristicas del sorbente, la retencién de los analitos se
produce por adsorcién, absorcién, interaccién antigeno-anticuerpo o por un mecanismo
de retencién mixto. La desorcion de los analitos (elucion) puede tener lugar mediante el
empleo de un pequefio volumen de disolvente apropiado.

Considerando la naturaleza semivolatil de los hidrocarburos, el método clasico
propuesto, es el EPA 3510, extraccién liquido-liquido, técnica universalmente conocida,
la cual dltimamente ha sido muy cuestionada, por su gran impacto al medioambiente
debido a la utilizaciéon de grandes volimenes de solventes de alta pureza que deben
ser evaporados para concentrar los analitos de interés, que finalmente terminan en el
medio externo, ademas de requerir de una preparativa laboriosa, suelen ocurrir
problemas asociados a las interferencias coextraidas desde |la muestra, lo que dificulta
su analisis, requiriendo etapas posteriores de limpieza, “clean up”.

La eleccion de la técnica adecuada para realizar la preconcentracion de la
muestra, estéd dada principalmente por la naturaleza de la matriz y el tipo de compuesto
a analizar (volatil, semivolatil), segin lo cual se pueden distinguir los siguientes tipos de

extraccion.
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Tabla 8: Métodos para extraccién de compuestos organicos semivolatiles y no

volatiles.

Método EPA
35610

3535

3540

3545

3560/3561

3.2 Extraccion Liquido-Liquido, método EPA 3510

Matriz

Agua

Agua

Solido

Sdlido

Sélido

Tipo de extraccién
Extraccion liquido-liquido
Extraccion en fase sdlida

(SPE)
Extraccion por Soxhiet

Extraccion del fluido a
presion (ASE)

Extraccion de Fluidos
supercriticos

Analitos

Semivolatiles y no
volatiles organicos

Semivolatiles y no
volatiles organicos

Semivolatiles y no
volatiles organicos

Semivolatiles y no
volatiles organicos

Hidrocarburos
semivolatiles y HAP

La extraccion liquido-liquido es una técnica de preparacion de muestra en

la cual se produce una ftransferencia de los analitos desde una fase,

generalmente acuosa, a otra organica, transferencia regida por una constante de

reparto. El mayor problema derivado de esta técnica es el gran consumo de

disolventes, con el correspondiente gasto y problema medioambiental.

La ELL ha sido utilizada para extraer HAPs en muestras de aguas

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

cabo con hexano o diclorometano, con un volumen de 150 mL de solvente por

muestra. El extracto obtenido es concentrade a un volumen conocido y llevado a

analisis por HPLC, segun lo indicado en el método EPA 8310.
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HIPOTESIS

« Es posible realizar la cuantificacion de Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos en muestras de agua potable y naturales, a través del
método EPA 3535, Extraccion en Fase Solida, con su posterior

analisis por HPLC.
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Objetivo General

Objetivos

Validar metodologia analitica 3535 (EPA) de acuerdo a requerimientos
normativos dados por ei manual de método de la SISS, para la
determinacion analitica de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos, por HPLC

mediante la técnica de extraccién en fase sélida, para muestras de aguas.

Especificos

Estandarizar las condiciones de concentracién y elucion del SPE para el
analisis de HAPs.

Manejar la estacion de extraccion en fase sélida (SPE) y la preparacion de
muestras para su analisis en el HPLC.

Desarrollar una técnica alternativa a la extraccion liquido-liquido que permita
preconcentrar y extraer compuestos organicos.

Elaborar patrones internos para la realizacion de la recta de calibrado, la
cual servira para comparar y discriminar resuiltados.

Comparar los actuales limites establecidos en el laboratorio por extraccion

liquido-liquido y los alcanzados con esta nueva técnica.
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il. MATERIALES Y METODOS
1 Materiales

1.4 Equipos

Cromatégrafo liquido de alta resolucién (HPLC)
« Columna Inertsit ODS-3 3 um 4,6 x 250 mm

e Calefactor Columna Waters Millipore

» Bomba Binaria Perkin Eimer Serie 200

« Detector UV-Visible Waters 486

« Detector de Fluorescencia Waters 474

« Autosampler Waters 717 plus

» Desgasificador en linea Waters UF

« Estaciéon de Concentracién Supelco visidry para SPE

1.2 Instrumentacion
« Discos de extraccién en fase sélida para analisis, 3M™ Empore™ de fase C-18.
de 47 mm de didmetro y 12 pm de diametro de particula.
» Equipo de extraccién al vacio, Empore (Figura 8).
+ Corriente de Nitrogeno.
e Linea de vacio.
« Microjeringas de vidrio (10, 50 y 100 pL) Hamilton.
« Viales de vidrio &mbar (15 mL) tapa rosca y contratapa de teflon.

+ Material de vidrio de uso general y volumeéfrico clase A,
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1.3 Reactivos
« Agua grado reactivo, clase 1 Millipore para analisis de trazas.
» Diclorometano, Fischer Scientific para Cromatografia.
e Acetonitrilo, J. T. Baker, para Cromatografia.
+ Metanol, Lichrosolv Merck para Cromatografia.
« MetilTerButilEter J.T. Baker para Cromatografia.
« Patron certificado de mezcla de 16 HAPs de concentracion 100 pg/mL en

metanol, Chem Service.

1.4 Softwares
« Software para la adquisicién y procesamiento de datos CSW32.

+ Microsoft Office Excel 2007.

Reservoir

Clamp

-
Kel-F
Support

Figura 6: Equipo de extraccion al vacio, Empore.
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2. Procedimiento

2.1 Soluciones de trabajo (curva de calibracion)

Se realiz6 una curva de calibracién de 6 diluciones del estandar de HAPs
Para la curva se midieron distintos voliumenes con las jeringas Hamilton de 1,0 2,5 5,0
25,0 50,0 y 100,0 pL, del estandar de 100 pg/mL, a estos volimenes de estandar se
agrego a un volumen final de 500 mL con agua grado reactivo para analisis de trazas.
Se realizd ademas blanco de reactivos, con 500 mL de agua grado reactivo para

analisis de trazas.

Tabla 9: Volimenes y concentraciones utilizadas para realizar la curva de calibracion.

Volumen (uL) de = Concentracion (pg/L)

Nivel estandar (*)
1 1,0 0,2
2 25 0,5
3 5,0 1,0
4 25,0 5,0
5 50,0 10,0
6 100,0 20,0
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2.2 Protocolo de preparacion de la muestra

La metodologia de extraccion y concentracion de Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (HAPs), mediante el empleo de disco de Extraccion Empore 3M es
considerada para el anélisis de agua potable y sus fuentes de captacion superficiales y
subterraneas, debido a la naturaleza heterogénea de las muestras, se debe considerar
como punto de partida la cantidad de sélidos en suspension. Las muestras con
turbiedades mayores a 1 UNT (Unidad Nefelométrica de Turbiedad) deben ser filtradas
a través de un filtro de vidrio de 0,45 mm de poro, antes de ser sometidas al proceso
de extraccion y concentracion.

El empleo de la metodologia de extraccion y concentracion del disco 3M
involucra 4 pasos criticos.

1. Lavado del disco.

Con el propésito de eliminar alguna posible contaminacion, 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 acondicionamiento se realiza con 10 mL de metanol, donde se
deja pasar aproximadamente 1 mL dejando el remanente de solvente durante 15
segundos, luego se deja pasar los demas mililitros gota a gota, sin dejar que se seque,
con el fin de solvatar las moléculas del adsorbente, posteriormente se sigue el
acondicionamiento con un lavado de 10 mL de agua Grado Reactivo Millipore,
nuevamente sin dejar que se seque el disco.

Si en alguna etapa se seca el disco 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 disco previamente
acondicionado, la metodologia establecida fue con un volumen de 500 mL de muestra
con un flujo de aproximadamente 30 mL/min.

Una vez pasada la totalidad de la muestra, se debe secar el disco, a través de
vacio, para eliminar la mayor cantidad de agua.
4. Elucion de la muestra

La elucién de los analitos de interés se realiza en el tubo colector dentro del
kitasato, con 20 mL de diclorometano, en dos porciones de 10 mL cada una, para
lograr la adsorcion de los analitos en el solvente organico, llevando a sequedad en
ambos casos el disco.

Luego de estos 4 pasos criticos para la extraccion, se requiere que los 20 mL
de diclorometano recolectado en el tubo, sean deshidratados, para lograr esios se
requieren pasos posteriores a la extraccion antes de su inyeccién en el equipo HPLC.

La deshidratacién comienza con el empleo de sulfato de sodio anhidro, para ello
el eluato es traspasado a un balén de concentracion con un embudo conteniendo lana
de vidrio y sulfato de sodio anhidro, este matraz esférico se lleva a concentracién en un
evaporador rotatorio a vacio, con bario termostatizado a 50° C.

Luego de la concentracion en rotavapor del extracto, se realiza un cambio de

solvente agregandole acetonitrilo.
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El volumen final de extracto se debe llevar a 1 mL de acetonitrilo mediante el
empleo de un sistema de corriente de nitrégeno. El extracto resultante es traspasado a
los viales de vidrio color &mbar, para cromatografia de 1,8 mL con septa de silicona del
automuestreador para su posterior andlisis en HPLC.

En la Figura 6, se observa un diagrama de flujo de toda la preparacion de la
muestra, desde ia filtraciéon de 500 mil de muestra de agua potable o natural hasta
lograr un extracto de 1mL que contiene los analitos de interés (HAPs) en acetronitrilo

para su posterior analisis en HPLC.

Muestra con turbiedad mayor a 1 UNT Muestra con turbiedad menor a 1 UNT

!

Filtracion de la muestra al vacio con membrana

esterilizada de poro 0,45 mm.

!

Lavado: 10 mL Diclorometano a sequedad. -—

|

Acondicionamiento: 10 mL Metanol, a menisco.

{

Lavado: 10 mL Agua grado reactivo, a menisco.

i

Carga: 500 mL muestra, 30 mL/min.

l
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Secado del disco con vacio.

!

Elucién: 10 mL Diclorometanc +10 mL

Diclorometano, a sequedad.

!

Paso de el extracto desde el tubo colector al balén de

concentracion con sulfato de sodio anhidro.

!

Concentracion: en Rotavapor.

!

Traspaso a tubos de ensayo con tapa rosca y

cambio de solvente a acetonitrilo.

!

Secado: Corriente de nitrégeno hasta lograr

1mL de muestra.

l

Andlisis: HPLC, UV/Vis — Fluorescencia.

Figura 7: Diagrama de flujo, procedimiento SPE
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2.3 Parametros operacionales del HPLC

El método de HPLC usado para la separacion y deteccion de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos consistié en una deteccién dual por UV-Visible y Fluorescencia.
El detector UV-Visible se empleé en una longitud de onda de 254 nm y la sensibilidad
de 0,020 AUFS, el detector de Fluorescencia fue establecido a una energia de
Excitacion (EXA) de 280 nm y una energia de Emision (EMA) de 389 nm, Ganacia
(GAIN) de 10 y Atenuacion (ATTEN) de 16. Se empleé un sistema de inyeccién
automatico (autosampler) el andlisis se realizé6 empleando una Columna Inertsil ODS-3
3 um 4,6 x 250 mm. La fase moévil empleada fue acetonitrilo y agua, utilizando una
gradiente binaria, como lo demuestra la Figura 7. La velocidad de flujo de la fase movil

fue de 1,0 mL/min con un volumen de inyeccion de 50 uL de extracto.
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Figura 8: Gréfico de Gradiente de Fase movil.
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2.3.1 Resumen de condiciones instrumentales.

Detector UV-Visible

e Longitud de onda: 254 nm

e Sensibilidad: 0,020 AUFS
Detector Fluorescencia

¢ Energia de Excitacion: 280 nm

e Energia de Emisién: 389 nm

e (Ganancia (GAIN): 10

e Afenuacion (ATTEN): 16
Columna Intertsit ODS-3 3 ym 4,6 x 250 mm.

¢ Temperatura de calefactor: 40°C

e Velocidad de flujo: 1 mL/min

e Volumen de inyeccién: 50 uL
Gradiente Binaria

e A: acetonitrilo

e B:agua

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

Paso Tiempo (min) | Fiujo (mL/min) % A
0 0 1,0 60
1 5 1,0 60
2 35 1,0 100
3 5 1,0 60
4 15 1,0 60

% B
40
40

40
40
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Hl. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Método Cromatogréafico

En las Figuras 9 y 10, se muestran los cromatogramas del estandar de HAPs, para
una concentracion de 1 ugL™, se puede identificar cada espectro de los compuestos y
sus tiempos de retencion.

En la Figura 9, se observa con claridad los 16 HAPs analizados por UV-Visible,
peak finos y con un tiempo de retencién claro, a excepciéon de los 3 primeros
compuestos, Naftileno, Antraceno y Acenaftiieno, esto se debe principalmente a su
elevada presion de vapor, lo cual los hace volatiles, al manipular estos compuestos
para su extraccion, parte de ellos se evaporan, no lograndose una buena resolucion de
los mismos.

Por esta razon que se deben extremar las medidas de precaucién durante la
concentracion de los extractos en el rotavapor y corriente de nitrégeno con el fin de
evitar concentrar a sequedad para disminuir las pérdidas asociadas a los compuestos

mas volatiles.
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Figura 9: Cromatograma del estandar de HAPs, con detector UV-Visible.

La Figura 10, nos muestra el cromatograma del estdndar obtenido con el
detector de fluorescencia, aqui solo se observan 14 compuestos, tanto el Acenaftileno
como el Benzo(ghi)pirileno, no son identificados en el detector de Fluorescencia, esto
se debe a es muy mala la resolucién de estos compuestos en fluorescencia, para
poder observarlos se hubiese necesitado trabajar a niveles de concentracién mas altos,

perdiendo la sensibilidad de los otros compuestos.
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Figura 10: Cromatograma del estandar de HAPs, con detector de Fluorescencia.

La determinacién de la concentracion de las muestras de aguas reales, se
obtuvo a través de la curva de calibracién realizada con el estandar de HAPs, el valor
cuantitativo se logro por la curva de calibrado obtenido con el detector UV-Visible. El
detector de fluorescencia solo se utilizé como confirmatoria para determinar la
presencia del compuesto en las muestras naturales. Al ser el detector de Fluorescencia
100 veces mas sensible que el detector UV-Visible es mas facil de determinar la
presencia de HAPs en aguas, pero esta misma sensibilidad, produce que ciertos
compuestos se saturen rapidamente en la columna obteniéndose una mala resolucion
en el cromatograma y no se pueda obtener una concentracion real de la muestra, por
lo que la deteccion dual UV-visible y Fluorescencia, nos confirma con mayor certeza

tanto la presencia del compuesto como su concentracion.
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Tabla 11: Tiempos de retencién obtenidos para los dos detectores utilizados.

Nombre HAP

Naftaleno
Antraceno
Acenaftileno
Acenafteno
Fluoreno
Fenantreno
Fluoranteno
Pireno
Benzo{a)antraceno
Criseno
Benzo(b)Fluoranteno
Benzo(k)Fluoranteno
Benzo{a)pireno
Dibenzo(a,h)antraceno
Benzo(ghi)pirileno
Indeno(1,2,3-cd)Pireno

(-): No Detectado

Tiempo de retencién
(min) en
Detector UV-Visible
8.8
10,3
12,1
16,3
18,2
20,3
22,5
243
29,3
30,2
34,5
36,1
38,1
40,5
42,6
43,3

Tiempo de retencién
(min) en
Detector Fluorescencia
71
10,5
16,3
18,4
20,4
22,7
246
29,5
30,4
33,1
34,7
38,21
40,7

42,7

50



[mV]L‘._ RS NIEERIG . " o et g M e e

44]_;
-
o
i
]
7
Ok - T —— T ~— :
L - ‘ - : . = 5 |
Time L
Figura 11: Cromatograma de una muestra real analizada con detector UV-visible.
mV
40
3“}_
¥
_gr
20
10
T I ¥ T T
1] 10 20 30 40 50 &0
- [min.}

Figura 12: Cromatograma de una muestra real analizada con detector de Fluorescencia
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Las Figuras 11 y 12, son los cromatogramas de una muestra real de agua
potable de la ciudad de Santiago, sometida a extraccién en fase solida y posterior
andlisis por HPLC con detector UV-Visible y de Fluorescencia en linea. La muestra
siguio el protocolo de la Norma EPA 8310 “Polynuciear Aromatic Hydrocarbons”, en su
seccion de “Almacenamiento, transporte y recoleccion de muestras”, donde se
recomienda un frasco ambar de 1 L, para evitar degradacion, sin preservantes,
transporte y almacenamiento en refrigeracion (T° = 5°C) y debe ser analizada dentro de
los 40 dias de extraccion.

Se puede observar que la muestra no presenta picos en los tiempos de
retencién (tr) caracteristicos de los HAPs en ninguin cromatograma, por lo tanto se
determina que no existe superposicion de picos.

Uno de los beneficios de trabajar con dos detectores en linea, es confirmar o
desechar de manera répida la existencia de algin pico caracteristico de HAPs
observando los 2 cromatogramas. También se puede utilizar el extracto obtenido en la
extraccién en fase sélida en otros equipos instrumentales, como lo es Cromatografia

Gaseosa con sus diversos detectores.
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2. Curvas de calibracion obtenidas:

Para el analisis cuantitativo de los HAPs se realiz6 la calibracion del equipo. La
curva realizada, est4 comprendida entre los rangos de 0,2 a 20 uglL™”, estos valores se
seleccionaron porqgue eran los que mejor se correlacionaban de acuerdo a la
sensibilidad establecida en los detectores. La recomendacién de la OMS establece un
maximo permitido de 0,7 ugL™”. Por lo que logrando una identificacion de 0,2 pgL” se
podrian identificar muestras de aguas en un nivel mas bajos que el maximo permitido

por las instituciones internacionales.

Tabla 13: Concentraciones obtenidas de la curva de calibracion.

Nivel  Volumen (pL) de Concentracién
estandar (*) (gL
1 1,0 0,2
2 25 0,5
3 50 1,0
4 25,0 5,0
5 50,0 10,0
6 100,0 20,0

(*) En 500 mL de agua grado reactivo clase 1

La curva de calibracién de los 6 niveles se muestra en la Figura 11, las otras 15 curvas

de calibracién se muestran en el Anexo 1.
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Absorbancia (mV.s)

Concentracion (ug/L)

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

concentracion.

En la Figura 12 se observa un factor de correlacion, R? de 0,99986, para el
Acenafteno indicando una buena linealidad, los ejes que se observan son la respuesta
del equipo frente a el valor de la concentracion dados en los 6 niveles de la curva
(Absorbancia / Concentracién ug/L), bastante cercana a 1, ésta buena linealidad se

observa en los 15 compuestos restantes en el Anexo 1.
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3. Andlisis Estadistico

La Superintendencia de Servicios Sanitarios, en su manual de métodos de
ensayo para agua potable, 2007, establece los requerimientos de calidad analitica,
para verificar el desempefio de métodos de ensayo en analisis fisico-quimico de
parametros de calidad de agua (Anexo 3). Segin la SISS se requiere un manejo
estadistico que incluya célculo del limite de deteccion, limite de cuantificacion,
precision y exactitud.

Para el estandar de 1 pgi_“ analizado en ambos detectores, se calcularon los
datos estadisticos necesarios para la confiabilidad del método, los cuales se muestran
en la Tabla 13 y 14, para detector UV-Visible y Fluorescencia respectivamente.
Calculandose para cada caso los siguientes parametros.

X: Promedio

DE: Desviacién estandar

RzC: Razén de Conformidad

LD: Limite de Deteccién

LC: Limite de Cuantificacion

%DER: Desviacion Estandar Relativa

3.1 Célculo de Limite de deteccién del método

El limite de deteccion del método se obtiene experimentalmente, mediante el
andlisis por el mismo procedimiento del método de ensayo, de 10 repeticiones de
blancos fortificados con el analito de interés (estandar de HAPs). Para llevar a cabo la

fortificacion, se utilizo la solucién estandar de 1 ugL™ para cada analito.
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El limite de deteccién del método, es calculado a partir de la formula:
LD =tx DE
Donde:
t= Estadigrafo t de Student para (n-1) grados de libertad, 99% de confianza y 1
cola (Anexo 2).

DE= Desviacion estandar de las mediciones de blancos fortificados.

3.2 Calculo de Limite de cuantificacion del método
El limite de cuantificacion del método se obtuvo experimentalmente, mediante el
andlisis por el mismo procedimiento de 10 repeticiones de blancos fortificados con el
analito de interés (HAPs). El nivel de fortificacion fue de 1 pgL™".
El limite de cuantificaciéon del método, es calculado a partir de la formula:
LC=10 x DE
Donde:

S= desviacion estandar de las mediciones de blancos fortificados.
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3.3 Razén de Conformidad
Adicionalmente para comprobar si el valor obtenido para Limite de
Cuantificacion es realmente aplicable para el método que se esta verificando, se
debera cumplir el requerimiento de razén de conformidad:
4<R<10
Donde R es la razén entre la media de las réplicas y el LC calculado. Si R cae
fuera del rango debera repetirse la determinacion experimental considerando, si fuese

necesario, otro nivel de fortificacion.

3.4 Calculo de Precision del método

La precision del método sera controlada en términos de % de desviacion
estandar relativa, como precision de repetibilidad o de reproducibilidad. Se realizaron
12 ensayos con muestras reales de agua potable que fueron fortificadas con el analito
de interés (HAPs) en una concentracién cercana al limite permitido, se utilizo 1 uglL™.
E! % de desviacion estandar relativa, es calculado a partir de la formula:

% DER = DE x 100
Cm
Donde:
DE = Desviacién estandar de la serie de mediciones de la muestra.

CM = Concentraciéon media en ia muestra (media de la serie de mediciones).
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3.5 Caiculo de Exactitud del método

La exactitud de los métodos se control6 en términos de % de recuperacion de
material de referencia MR de concentracién conocida, preparado por el propio
laboratorio a partir de un patrén provisto por proveedor reconocido. Se realizaron 12
mediciones, con un material de referencia en una concentracién de 1 pglL™.

El % de recuperacion sera calculado a partir de la formula:

% R =Cexp Mg x 100
CtMR

Donde:
Cexp MR = Concentracion experimental del MR.

Ct MR = Concentracion teorica del MR.
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Tabla 13: Tratamiento estadistico del método, para analisis por detector UV-Visible.

HAP X (pglL) DE DER (%) RzC
N 0,96 0,02 2,18 45
Ant 0,96 0,03 2,65 5,1
Acy 1,00 0,01 1,07 5,2
Ace 1,00 0,02 2,04 5,9
£ 1,00 0,01 1,04 5,3
P 1,02 0,02 1,77 55
Fi 0,99 0,02 1,55 4,7
Pyr 0,99 0,02 1,99 5,1
B(a)Ant 1,02 0,02 1,48 4.4
Chr 1,02 0,01 0,92 57
B(b)FI 1,01 0,01 1,28 4,2
B(k)FI 1,02 0,01 1,11 4.4
B(a)pyr 0,99 0,01 1,12 4,6
DiB(ah)Ant 0,98 0,01 1,36 42
B(ghi)Per 0,98 0,02 1,94 7.0
Ipyr 1,06 0,02 1,45 4,4

X: Promedio

DE: Desviacion estandar
RzC: Razdn de Conformidad
%DER: Desviacion Estandar Relativa
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Tabla 14: Tratamiento estadistico del método, para analisis por detector de

Fluorescencia.

HAPs X (ug/L) DE %DER RzC

N 1,04 0,05 2,18 73
Ant 1,01 0,06 2,65 6,9
Ace 1,07 0,05 1,07 8,0

F 0,99 0,08 2,04 46

2 1,13 0,04 1,04 9,9

Fi 0,97 0,05 1,77 7
Pyr 0,98 0,06 1,55 57
B(a)Ant 1,08 0,08 1,99 48
Chr 1,09 0,06 1,48 6,6
B(b)FI 1,08 0,08 0,92 4,9
B(k)FI 1,04 0,07 1,27 53
B(a)pyr 1,04 0,08 1,11 5,0
B(ghi)Per 0,95 0,06 1,12 6.0
Ipyr 1,04 0,10 1,358 4.1

X: Promedio

DE: Desviacién estandar
RzC: Razon de Conformidad
%DER: Desviacion Estandar Relativa



En la Tabla 14, se observa el analisis estadistico para el detector de
fluorescencia, los promedios estuvieron bastante cercanos al real, a excepcion de
Fluoreno y Pireno, estos dos compuestos presentaban saturacién y se observé una
mala resolucién de |la cromatografia, por lo que fue dificil obtener buenos valores para
el analisis estadistico. La precision del método es expresada en término de desviacion
estandar relativa (%DER), en promedio se obtuvo 1,6%, al no sobrepasa el 10%, al
igual que el detector por UV-visible se dice que el método es reproducible (Miller,
2002).

La Exactitud del método, se obtiene a través del porcentaje de recuperacion,
para esto se contaminé 500 mL de agua grado reactivo con un patrén Chem Service
de 100 pg/mL de HAPs, se realizo la extraccion en fase sélida con el disco C18, el cual
fue activada con un solvente polar como el metanol y luego eluido con 20 mL de
diclorometano. Se utilizaron concentraciones de HAPs de 1 pgL™” para el analisis de
recuperacion en ambos detectores, obteniéndose porcentajes entre 95 y 102% para el
caso del detector UV-Visible de 95 y 113%, las cuales se observan a continuacion en la

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

los HAPs para una concentracion de 1 pgL™” en ambos detectores.

Exactitud Exactitud
HAP UV-Vis 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
Fl 99,5 97,0
Pyr 99,1 98,3
B(a)Ant 101,9 107,6
Chr 102,1 108,8
B(b)FI 100,7 105,9
B(k)FI 101,9 104,1
B(a)pyr 99,8 104,0
DiB(ah)Ant 97,9 95,2
B(ghi)Per 97,8 -
Ipyr 101,9 104,2

(-) No Detectado
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Tabia 16: Tratamiento estadistico del metodo, resultados para Limites de Deteccidén y

Limite de Cuantificacion para detector UV-Visible y Fluorescencia.

Detector Detector
UV-Visible Fluorescencia
HAPs LD (ug/L) LC (ug/L) LD (ug/L) LC (ug/L)

N 0,05 0,21 0,14 0,54
Ant 0,06 0,25 0,15 0,56

Acy 0,03 0,11 . i
Ace 0,03 0,11 0,13 0,51
F 0,05 0,21 0,22 0,82
P 0,02 0,10 0,11 0,43
FI 0,05 0,18 0,14 0,52
Pyr 0,02 0,15 0,17 0,65
B(a)Ant 0,04 0,20 0,22 0,85
Chr 0,05 0,15 0,16 0,62
B(b)FI 0,04 0,09 0,22 0,83
B(k)FI 0,02 0,13 0,20 0,75
DiB{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 - -
Ipyr 0,04 0,93 0,25 0,96

LD: Limite de Deteccion
LC: Limite de Cuantificacién
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En la Tabla 16 se observa el resultado del analisis estadistico para determinar
tanto el Limite de Deteccién como el Limite de Cuantificacién en ambos detectores
utilizados para una misma muestra.

En el detector de fluorescencia el LC menor es de 0,43 ugL™ y el mayor 0,96
pgL™, en cambio 0,09 ugL" y el mayor 0,93 pgL™ en el detector UV-Visible. Se
demuestra que el detector UV-Visible da valores mas bajos de cuantificacion, por lo
que con este detector se obtienen los valores de concentracion en el laboratorio, el
Fluorescencia 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 ia
presencia de HAPs a niveles trazas, y es de conocimiento general que los HAPs se
encuentran en este rango de concentraciones sobre todo en las aguas naturales
(Filipkowska, 2005).

El LD menor en UV-Visible es de 0,02 ng" y en Fluorescencia es de 0,14 ugL‘1
estos valores son aceptabies.

Los resultados obtenidos para el LD y el LC de las curvas de calibracion de
ambos detectores garantizan la deteccion de los HAPs a niveles mas bajos que los
permitidos por la unica Normativa Chilena que establece alguna concentracion maxima
permitida de Benzo(a)pireno en agua, la “Normas de Calidad Primaria para las aguas
continentales superficiales apta para actividades de recreacién con contacto directo”

que es de 2,2 uglL™.

65



4. Comparacion de dos métodos de extraccion.

En la Tabla 17 se da a conocer los valores obtenidos luego del analisis
estadistico de los limites de deteccion y de cuantificacion realizados en este Seminario
a través de la técnica de extraccién en fase sélida (SPE). Como ya se habia
comentado con anterioridad el Laboratorio ANAM S.A, realizaba sus analisis de HAPs
con la técnica de Extraccion Liquido-Liquido, por lo tanto ellos cuentan con un analisis
estadistico reciente, donde dan a conocer sus limites de cuantificacién y deteccion. Por
lo tanto en la Tabla 17, se comparan con los resultados obtenidos por parte del
laboratorio ANAM S.A, realizando el mismo analisis estadistico, pero con la técnica de
extraccion liquido-liquido y los resultados obtenidos en éste Seminario. Ambos

resultados son con los datos obtenidos por detector UV-Visible.
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Tabla 17: Comparacion de Limite de deteccion y cuantificacién de técnica Extraccion

liquido-liquido y técnica extraccion en fase solida.

LD (ug/t) LD (pg/L) LC(ug/L) LC(uglL)

HAP Método Método Método Método
SPE ELL* SPE ELL*
N 0,050 0,044 0,210 0,440
Ant 0,060 0,043 0,254 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 0,410
P 0,049 0,042 0,180 0,420
Fl 0,025 0,045 0,154 0,450
Pyr 0,043 0,045 0,197 0,450
B(a)Ant 0,047 0,042 0,150 0,420
Chr 0,036 0,043 0,094 0,430
B(b)FI 0,022 0,044 0,128 0,440
B(k)FI 0,030 0,044 0,113 0,440
B(a)pyr 0,027 0,045 0,112 0,450
DiB(ah)Ant 0,031 0,047 0,133 0,470
B(ghi)Per 0,045 0,047 0,190 0,470
Ipyr 0,035 0,039 0,148 0,380

*ELL: Extraccion liquido-liquido, datos entregado por ANAM S.A.
SPE: Extraccion en fase solida.
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En la Figura 14, se observa el limite de cuantificacion alcanzado por ambos
métodos donde se puede observar que en la mayoria de los HAPs se logra una mayor
sensibilidad de cuantificacion con la técnica extraccion en fase sdlida, en los primeros
compuestos, la brecha es menor, ya que por causa de |la alta presion de vapor que
presentan estos compuestos, la cual los hace volatilizarse con rapidez, perdiendo
concentracién al momento de la manipulacion para lograr la extraccion, pero de todas
formas la concentracion alcanzada para lograr su cuantificacién es la 6ptima para

compuestos trazas como los HAPs.

Comparacion Limites de Cuantificacion
0’5 - N — = : : |

Figura 14: Grafico de comparacién para limite de cuantificacién en técnica extraccion

en fase solida y extraccién liquido-liquido.
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De esta forma se demuestra que la extraccidn en fase solida logra un excelente
Limite de Deteccion y Cuantificacion, igual o mejor que la extraccion liquido-liquido, al
igual que para los otros parametros estadisticos como Exactitud y Precision. Pero
ademads de esta ventaja, se logra otra muy importante como lo es la disminucion del
uso de grandes cantidades de solventes en cada muestra analizada, la cual es muy
importante para el ambito de los laboratorios de analisis, ya que al disminuir el uso de
solventes, disminuyen costos operacionales y decrecen sus emisiones de

contaminantes al ambiente.
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CONCLUSIONES

Se desarrolié y validé una metodologia de determinacién de Hidrocarburos
Aromaéticos Policiclicos, por HPLC mediante la técnica de extraccion en fase
solida, para muestras de aguas, segun el método EPA 3535.

Se estandarizaron las condiciones de concentracién y elucién del SPE para el
anélisis de HAPs.

Se elaboraron patrones internos para la realizacién de la recta de calibrado, la
cual se utilizé para comparar y determinar resultados.

Se desarrolié una técnica alternativa a Extraccién Liquido Liquido que permite
preconcentrar y extraer compuestos organicos con su misma efectividad, e
incluso mejor.

Se redujeron los volumenes de solventes organicos desde 150 mL por muestra
a s6lo 30 mL. Por lo tanto se disminuy6 la emisién de disolvente a la atmosfera
en mas de un 70%, si se piensa que en un laboratorio analitico se pueden llegar
a procesar mas de 30 muestras diarias, el volumen disminuido se hace mucho
mas considerable.

El método propuesto resulta ser mas ecolégico, sensible, preciso y econémico,
va que los laboratorios que antes contaban con analisis de HAPs con la técnica
de extraccion liquido-liguido, pueden modificar sus operaciones y ahora trabajar
con extraccion en fase sdlida, ya que no es necesario realizar una inversion
importante en instrumentacion cara y sofisticada para cambiar de ELL a SPE,

ademas de disminuir los volimenes de solventes utilizados.
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Al comparar los limites de deteccién y cuantificaciéon utilizando la técnica
anterior con los actuales limites establecidos en el laboratorio, con esta nueva
técnica, se ha determinado que con la SPE se pueden obtener valores menores
0 iguales, del orden de los 0,03 ug/L, los cuales son optimos para determinar
estos contaminantes trazas.

Estos valores de LD y LC de las curvas de calibraciéon garantizan la deteccion
de estos HAPs a niveles mas bajos que los permitidos por la legistacién
nacional y las guias internacional, lo cual, permite llevar un control eficiente de
estos Contaminantes.

Parte de los analitos estudiados pertenecen a listas prioritarias de
carcinogénicos y contaminantes, por sus efectos sobre el medicambiente y el
ser humano, por lo que sus estudios y andlisis son prioritarios para disminuir su
exposicion.

Es necesario por parte de los legisladores nacionales, estableces mayores
normativa en el area de Aguas de consumo, solo existe una Norma de Calidad
Primaria en aguas superficiales donde se establece un maximo al
Benzo(a)pireno, pero es necesario una mayor reguiacibn de estos
contaminantes en todas las matrices, ya que se ha establecido con claridad sus

efectos nocivos para la salud.
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ANEXO 1: Curvas de Calibracién de los 15 compuestos restantes, respuesta del

equipo versus el valor de los 6 niveles de la curva de concentracién

Acanaftiieno - 11,740 min
Im¥s]
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SD% /
{
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&
o
40 /
/
20+
Equation: ¥ = 3856174 + 18,4448
Corrsiation Factor: 0.555341
o T
a 5 (] 15 0
At

Curva de Calibracion de Acenaftileno
Coef. Correlacion: 0,999341

Ecuacion: Y= 3,6561*X + 18,4448
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Antracena - 10,326 min
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Curva de Calibracién de Antraceno
Coef. Correlaciéon: 0,985984

Ecuacion: Y= 9,0786*X
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Benzo{a)antraceno - 28.764 min
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Equalion 1 7 = 54,1925
Corslation Factor : 0939532
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Curva de Calibracién de Benzo[a]antraceno
Coef. Correlacién; 0,999532

Ecuacion: Y= 54,1922*X
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Benzo(alpireno - 37,976 min

754 37
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Equation : Y = 32.92T1%2

Comelation Factor :

0997304
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5 10 15
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Curva de Calibracién de Benzo[a]pireno
Coef. Correlacion: 0,997304

Ecuacion: Y= 32,9271*X
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[n¥.s]

Benzo{b}fluoranteno - 34,617 min

34 T230mV s
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Curva de Calibracion de Benzo[b]fluoranteno
Coef. Correlacién: 0,993963

Ecuacion: Y=62,1795*X
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Curva de Calibracién de Benzo[ghi]pirileno
Coef. Correlacion: 0,997823

Ecuacién: Y=9,736*X
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Benzo{kifiuoranteno - 36.249 min
mv.s]
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Equation Y = 22 8516°%

Conelation Fachar : 0,935079
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Amount

Curva de Calibracion de Benzo[k]fluoranteno
Coef. Correlacion: 0,995079

Ecuacion: Y= 22,8516"X
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Criseno - 30,143 min
fm¥.s]
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Equation : Y = B6,8204%

Corelation Factor :
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Curva de Calibracién de Criseno
Coef. Correlacion; 0,992933

Ecuacion: Y= 68,8204*X
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Dibenzolahantraceno - 40,447 min
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Curva de Calibracién de Dibenzo[ah]antraceno
Coef. Correlacion: 0,995121

Ecuacién: Y= 6,2162*X
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Curva de Calibracion de Fenantreno
Coef. Correlacion: 0,999855

Ecuacién: 168,49*X + 72,349
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Fluoranteno - 22 480 min
31 4 BB MY S
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e

Equation : Y = 34,0824"¢

Conedation Factor 0999842

H 10 15 20
Amourt )

Curva de Calibraciéon de Fluoranteno
Coef. Correlacion: 0,999642

Ecuacion: Y= 34,0624*X
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Fluorenc- 18 160 min
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Curva de Calibracién de Fluoreno
Coef. Correlacion: 0,999786

Ecuacion: Y= 115,2588*X
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Indenal! 2,3-cdpirenc - 43,321 min
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Canrplation Factor : 0735603
e T T T v
1] 5 10 15 2
Amourt I

Curva de Calibracién de Indeno[123-cd]pireno

Coef. Correlacion: 0,995603

Ecuacion: Y= 24,395*X
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Naftaleno - 8.817 min
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Curva de Calibracién de Naftaleno
Coef. Correlacion: 0,998163

Ecuacién: Y= 4,6795"X + 20,5249
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Pireno - 24.138 min
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Curva de Calibracion de Pireno
Coef. Correlacién: 0,999446

Ecuacion: Y= 35,1748*X
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ANEXO 2: Manual SISS, Agua Potable, Verificacion de desempeiio de Métodos

de ensayo para el analisis Fisico-Quimico de parametros de calidad de agua potable.

Procedimiento Técnico PT- 02 - 2007

Agua Potable — Procedimientos Técnicos — Parte 02:

Verificacion de desempeiio de Métodos de ensayo para el
andlisis Fisico-Quimico de parametros de calidad del Agua
Potable

1. OBJETWQ

Este procedimiento tene por cbiete deseribir la metodologis a aplear para flevar 3 cabo la
verficacion ge cesempefio de los MEID00S de eNs3IYD THco-QUINICDS descritos & este manual,
selsccionades para sfectuar los andliss de calidad gl agua potable v de las aguas nawrles e
constituyen (35 fuentes de abastecmients de los servicios

2. ALCANCE

2.1 La verificaciin de desempefio consiste &n svidencar expermentaiments bajo las condiciones
del propio laboratono, que un metodo nommalizado ha sdo Fpropacaments mpementado y que
POr 13™0 €5 3010 P33 SU DTOpOsito. es dedir que |as caractersicas de cessmpeno SsON Capates de
progducir resultados de 3cusrce ton las necesiiades del problema snaiitice. Pars tl efecto y daco
que se aplica 3 métodes nomMaizacos, =sta verficacion noivye sdlo algunos de los crtercs de
desemgenc de la valicacon, conociendoss tambien come “validscidn parcal

22 Este procedimients e apies a todos los métmdos fsco- quimicos oficiales descrios =n este
manu3l. con la fnafdad de evidenciar que se cumpien los requenmentos minimes de deserrpeic
anaitico respecte de limite e detecoin o cuantficacion. precision y exacttud, engdos gor i3
autordad, para que puedan se utlizacos =n & anilisis de agua potable y fuentss.

23 Egte¢ procedimientc deberd también ser splicado por los laborstorios, para verficar ef
desempeno anaiico de cualguier método altemative cuvo uso sea soligitado 3 la autordad. Es
exigencia gue ¢ método altsmatve que se desse inroduck sea normalzado y de mefzrencia
niEmacional reconocida como son Standad Methods for the Examination of Water and
Wastewater, 150, EPA ADAT, ASTM y NIOSH. todos e su ultima edicitn.

24 B organsme fiscalzacor stlo autorizara meétedos gue cumglan con las exigencizs antes
descritas y que cuenten con registro comipieto de su verficacian de desempeio. para tal sfecto se
deberd disponer cel “informe de Verficacidn de desempsfio de Metodos ge Ensayes F-OF
desarroliaco de 3cuerdo 3 13 pauas y fomatos de regisiro contenidos en este procadimiente

25 Ee procedmisnio no Se AP 3 oF0s MENdos mo nomMaizados, no sstandarzados,
mECifoatos o desameiados por & propio laborstoric. Bajo ninguna circunstancia y aun cusndo
hayan sigo validados, 2 auteridad autorizara este oo de metodos para ef control del agua potabie
y sus fuentes de captaciin
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3. TERMINOS Y DEFINICIONES

3.1 Agua potable: Agua que cumpie con los requsitos fisicos, quimices y radiosctivos y
microbioidgicos preescrmos en |a norma NCh 42801 ((tma edicon), qus aseguran @ inocuidad y
3ptud para el consumo humano.

32 Ensayo: Operacion ticnica que consste &n 3 determnacion de una 0 mis Caractensticas o
componamients 08 un GSIEMINJG0 DROCUCD, T8 ICUETT0 3 UN Procecimientd e50eciicado.

3.3 Exactitud: Cercania o grado de acuerco entre & resultado de una medicdn y & valor e
referenca 32801300 Es una combinacion de 58500 y precisitn de un procedimients analitico.

34 Futiﬁcaci{an: Accion de fortficar (dopar) imenconamente, agregando cantidades conoccas gl
anato Ce inter=s, ya 5&3 3 Muestras 0 3 blancos de agua para analisis grado reattive.

3.5 Limite de deteccion Instrumental IDL: Concentracién ce un constituyents cue produce una
sefia! mayor que fres veoes 1a desviacion estindar del nivel medic del ruido.

3.6 Limite de deteccion del método LDM: Concentacion minma del analite mayor gue cero, qus
puede s&r medaa & nformada con un 88% de confanza

3.7 Limite de cuantificacion del método LQM: Concenracidn mas baia cel anzito que se puece
gatemynar ¢on un nived acsptable de nestdumire.

3.8 Material de referencia: Matena que posee propiecades nomoginess y ben gefinidas, como
Dara pemtir st Uso en fa calinracidon ce un metrumEnto ¢ |3 evaluacion de un metodo. s MRE, s
cuEnta con un cantfficaco que entrega trazatilidad e incertdumbee ¢on un nivel de confanza dace.

3.9 Método: Manera ordenada y sstemdtica o= realizar un ensayo.

3.10 Método analitico: Conjunto ce oosraciones especfficas pama catacterzar cudlitstvamente o
cuanttativamente a un analto en una OENTINACca Muestra.

311 Precision: Grado de concordancia entre resultados independentes de una misma muestra
sometda a snsayo bao condciones de repetibicad o o= reproducibiicad.

3.12 Sesgo: Comesponcs 3 la desviacion o vaior medido respecto del valor vercadsro. causada per
ETOres SSeMAticos en & procedmento,

3.13 Trazabilidad: Relacdén entre una mecicon y los valorss de paTones nacionales intemaconaes
0 makEnaies ge referenca.

3.44 Verficacion: Confrmacion mediame examen y 3pone o8 evidercas obietvas que se han
cumgliddo los raquisitos especfoases
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4. METODOLOGIA
4.1 Criterios de desempefio analitico a verificar

£l crgansmo fiscalzador -uper"'er'enca de Servicics u.amtanos n3 cetemnado exigir pam |a
verficacion intema de desempsfic de los métodos de ensayd fisico-quimicos. |3 determinacion de
lcs siguientes atrbutos:

- Determinacion de limte de deteccion o de cuantficacion, segun comesporda 3l tipo de método
- Determinacion de precision del métode ge ensayo.
- Determinacion de exactitud del métoto de ensayo.

Los estadigrafos se deberdn obtener expermentaiments bao las condicones propias de cada
laboratoro, para cada parame::c de calidad de agua. Para sfctos de las prusbas expermentales
se deb=ra distingur si & método es oficial o temativo y prosedsr & (3 siguiente manera:

a) Meétodos oficiales

En todos ies metades oficiales. I3 demestracion es exigida para CONCENtraciones Cercanas 3
'os valkores normados por NCH 40201 para los distatos parametres, debiendose cumplr con el
minime exigide para cada atrbute. Para e caso puntual ce BTX, se deben tomar en cuent fas
consigeraciones especiales indicadas en ME-12-07.

Para evicencar esta tarea, = laboratoric deberd disponer del “informe ge Verdicacion ce
cesemp=o oe Métodos de Ensayes F-Q” y de los formatos de registre con toda s informacdn
expenimenty que lo sustenta Lo antenor sin peruicio que = s'stema de aseguramiento de
calcad propo cel laborstorio cetermne efsctuar adcionalments conToies en oTos niveles de
CONCertracion, de manera de abarcar todo & rango de trabaje en que usualments ocupa e

b} Metodos altemativos normalizados

Daco gue estos tamtien comesponcen 3 metodos estandanzades, los atroutos a determinar y
Sritenos mnmms a cumplir pxa la verificacion ce d—semp-c intema. seran los msmos que
para los métocos oficales Sin emibargo en ios meétodos altematvos esta cemosTacion es
exiyca paa todo el range ce rabajo dedarado para o mélodo en los distintos parametros.
cebéén:ose redza las pruebas expermentaes para evoenciar [a precision y exacttud
requersa 3 io menos n tres nvess:

- Concentraciones cercanas al limite de ceteccion’ cuantificacon dal métods.
- Concentracicnes cercanas a les vaiores normados por NCH 40871

- Concentraciones cercanas al valor sup=ror del rango o= Tabajo deciarato para el metode
por & laboratoric.

Para kos meétodos altematves, e laboratono interesado cebera pressntar una selicitud foma’ a la
S 5 acompafando todes los antecedentes respecto de fa referencia bibliografica de soponte del
métado de ensayo y & “informe de Vesfizacion de desempefic de Métodos de Ensayes F-Q7 " en

las condiciones antes especficatas y cesamollado segin las pautas de este proced mento
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4.2 Ocasion en que se realiza la verificacion de desempefio de los métodos

Las determinaciones de limites de deteccon, limites Oz cuamtificacion, precision y exactitud
deberan efectuatse al inicic o= k3 implementacion del método en el laboratorio, para demostrar que
= n*e:odo 5 3pto Para sU Droposito y que por tanto las caracteristicas de desempedd s Fustan 3
los minmos exgidos

L3 ceteminacion se debe reaizar expermrr.aimeme mediante la apicacion de cada método
especifico, con [a participacion de todos los analstas y £quipos que trabajen en un deteminaco
meodo. Ante cambios mportantes ‘en & desamoio gl mEtndo come 0N cambic de equipd &
mecicidn fnal, cambio o incorporacion de analistas o cuaiquier modicacion gl procedimiento oel
metodo Oe ensayo conternplada en i3 respactva norma de referencia, todos fos as’adogra‘cs
ceberan recaleviarse y cumplr nuevamente los niveles minimos de exigencia. En todos los cases
tal informacién se deterd mantensf regisTasa a nivel cel laboraterio.

4.3 Criterios para aceptar la verificacion de desempefio de los métodos

£ resuitado de cada uno de los anbutes i:rmes ¢& deteccion. I.'n‘es ge cuantficacion, precision y
-‘-xxtmc gsbera cumplir los requerimientos minimos ce cesempeno analitico exigicos para caca
ME0C0 C& SNSIYD, Que S8 eNCUSNLan expresamsante especiicados en la dausula 10 cel métose
partcuiar de cada uno de =lics y que se resumen 2n la Tabla 8-1y Tabla 3-2 cel capitule 8 de este
Manual ce méwdos de ensays pam agua potable versidn 2007,

Todos los métodes fisico-quimicos contenicos en este manual teren los mMismos criterios o
exigencia raspecto cel atricuto a considerar. con exeepeion de los %1&'0::05 que utilizan téenicas
crormtogrs‘.as COMespons £Ntes 3 Gterminacion de sustancias orginicas, plaguicidas, y agunes
¢e les productos secuncanos de desinfeccion, en los que en lugar de limite de deteccion del
méodo se ha cefinido regular limite de cuantficacion del mitodo

5. MANEJO ESTADISTICO

5.1 Cakulo de Limite de deteccion del método

£I limite de deteccidn ol método se ottiene expefimentaimente, meciante &l analisis por & mismo
procedimiente cel método de ensayo, de al menos T repsticionss de blances fortficados con o
analte o imerés. Para llevar a cabo la fortficacdn, se dete utilzar [a soiucion estandar para cada
analite. indieada =n la dausula 5 "Reactives y Sdlucones”™ de cada método ce ensayo.

El fimite 0= deteccdn cal metodo, &5 calculado 3 partr de la formula:

LDM = tx S
Donge:

= Es.amgra‘a tde Studem para {n-1) grades de Ibermad, 29% de confianza y 1 coia [Anexc).
$= Desv acidn estinda de las mecicones de blancos forificades.
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El nivel 52 fortficacion inicial es estmace como 2 a 5 veces el limite S dztecedn nstrumensal iDL,
cacuiate 3 su vez 3 partr ¢ analisis de 7 blances d= agua grado reactvo sn fortficar

iDL=3x$§
Oonde:

§ = Desviation estindar de las medicionss de los blances.

Adicionamente para comprobar si & valor oblenco para LDM es realmente aplicatle para el
matoco gue se estd verfficando, se detera cumpir & requerimiento de razén de conformicad
£<R<10 donce R &s |a razdn entre a media de las réplicas y el LDM calculado. S R cae fuera del
rango cebesa repettse 3 determinacion expermental considerando, i fuese necesano, otro nivel
de forificacion.

52 Calculo de Limite de cuantificacion de! método

El limte de cuantficacion cel mitso se ottene experimentaimente. medante & analisis porel
misme procedimiento oel meétodo de ensayo. de al menos 7 repeticiones O plancos fortficados
con & analto de ntenés. Para llevar a cabo la fortifcacion, se debs utilizar la solucion estandar
para cada analfo, ncicada =n '3 dausula 5 Reactivos y Scluciones” ce cada métode de ensayo.
El nvel ce fortficacion nica es estmado 3 partr ce IDL, de la misma forma ya mencionada en el
punte antener.

El limite ¢ cuantificacion oe! método, &s calculado a partr d= 1z fonmula

LOM=10x§
Donde:

§= gesviacion estindar de 1as medicionss de blancos fortfcacos

Adicionaimente para comprobar si & vaor obtenco para LOM es reaiments apicable para el
MECs Que se ests ver‘fc:mdo se getsrd cumpir € requerimientd de razén de conformicdad
4<R<10, donde R &s |3 razon entre la media g2 las '-phcasy- LOM calcuiade. 5 R cae fuera cel
rango cebera repettse la delerminacion expermental considerando, 5 fuese necesario, ofro nivel
de fortficacion.

5.3 Calculo de Precision del método

5.3.1 La precisén ce ios mitodes s&ra controlada en 1émmincs de % Ce cesviacion estancar
relativa. como precsion de repetibidad o de recroducibilidad . £ nimero minimo de medicones a
consigerar, es al menos 12 ensayos con muestras redes ce agua potable que prefenblemente
contengan en forma natural o en su defecto hayan sido fortficadas con el analfo de interss en una

conoentacion cercana al limte pemitdo para agua petable por [a norma NCH 408/1 para &
respective pardmetro. Para llevar a cabo [a fortficacion, se debs utiizar |3 solucion estindar para
caca analite. indicada en la dausula 5" Reactivos y Solucenes”™ de cada método o= ensayo.
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£l % de desviacion estindar relativa. es caculace a partr de la formuda

% RSD=§ x 100

Cu

s
Cu

n Ilg

Desviacion estandar de a sene de medicones o2 la muestra
Concentracon media en 3 muestra {meda de |a serie de mediciones)

532La pf-\.:s‘on de los métcdos ce ensays, cuya werficacion de desampsfio ha side aceptada,
se conwolara &n el tiempo durante e Tan3e nNNatG del laboratorio. mediame &f contel de
cuplicados en lcs cistintos set ce analsis E limte de aceptacion de las dferencias =nte
cuplicados, cebera cur'p ir 3 exgencia minma establecida para |a precsion de cada métode., en
cada uno oe los st de mussiras analizadas

5.4 Calculo de Exactitud del método

La exactzud o= los metodos se controlara de dos formas:

341 En h:cm'\es de % de recuperacion oe materal de referencia MR o= concentracion conotida,
preparade por & propio laboratorio a partr de un pau'on pr'wstc por proweedor reconocico. El
"urrp-rc minmo ¢e mediciones 3 consigerar pasa ef calcuo o % ce rewperaﬂw 5273 al menos

2 =nsayos, con un matend de refersnca =n una CcoNCENTACioN cercana & limite pemitico pata
3;ua petabie por la norma NCH 40€/1 pama =f respective parametro

% O recuperacion sera caicuiade 3 parts o= la frmula

Gz
WR= = x100
Coe
Donce

Ces: v = Concentracion exper'maﬂ.al del MR (media de |a sene de megicones)
C.ur = Concentracion tednca del MR

5.4.2 Cuando exista 3cceso a matenal de referencia cenficade MRC en la matriz agua potable,
provisto oOr centro ce metrologia cuimca "aacnai o miemacional, S& exigra ademas v.denciar &
cumplimiento de una prusba ¢z trazabifcad y el ciculo del sesgo.

$4.2.1 Parala prueba e trazatilidad se cebera practcar un numero minimo ce 7 medicionss dal
MRC sometido a msmo procedmiento de metode de ensayc, comprobar !a existenca ¢
homogenecad Ge VANaNIas entre varanza expenmantal y [a vananza de MRC y luego obtensr

- tde Swcent experimental caicuiade 3 partr g2 [a siguiente iz

texp= X - X

Sivn
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8

Media de replicadas del laboratoria
Valor cel materal o= referencia cen®icado MRC
Cesviation estandar de 13 sene ce mecdcones del MRC

x
Xz
s .
n = Nimero oe medciones

Wowopn

- 1 de Student critco, cbtenido Ossods |3 tabla que se presenta en & Anexo o =ste
procedimiente, con (n-1) grados de lbertad. 25% de nivel de conflanza y distribucidn ce 2
colas.

La egquivalencia estadistica emre '3 media ce las medcionss practicadas por el laboratorio v el
vaor del MRC, se comprueba 5 "t de Student expermenta’, es menor que "t de Student critco”,

para el nivel ce corfianza esgecicado

£4.2.2El sesgo es calculado a partr de la formuia; s
b= x-x,

Donde:

b =Sesgo

X = Media de repli:ados del [aboratono
X, = Vaor cel matera d= referenwia centificade MRC

El calculo ce sesgo se realiza para saber si este s positvo o negatvo, acernas de aplicar las
acciones inmed atas para ¢sminunic. ain cuande se haya cumpldo satis'actoriamente (3 prueba
de razabicad.

5.4.3 La exacttud ce los métodos de ensayo, cuya venteacion ¢e desempeno ha sido aceptada,
se controlard en & tempo durante el Tantaje ntnanc cel laboratorio, mediante el contrel ce
recuperacion de maters ce referencia MR en [os distntos set ce anafsis. Los limies de control
de aceptacion inferior y superor de las recupsracenes. debsran cumplir 13 exigencia minima
establscica para |3 exacttuc de cada método. en cada uno de los set de muesTas anal Zacas.

6. INFORME Y REGISTRO DE RESULTADOS

6.1 El informe deber3 contener la informacidn indicada en formato de registro FR- PT 02- 2007:
“informe de Verificacidn de deserpetio g métodes O ensays F-0° que s& intluye &n este
procedimiento,

6.2 En formularcs anexos eaborades a raves de pianila Excel o mediants calculc manual, se
deberd presenta o detalle del c3culo de cada uno ce [os atrbutes y mansio estadistico ¢= los
resultaces. Para ello utlizar los mocdelos de formato indicades =n Anexe 1, 2 y 3 d2 este
procedimieno,
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ANEXO 3: Estadigrafo t de Student

tww-tatled 0% S0% 95% TD% S 99 7%
test
one-tailed GO Q9% g7 B9, QoS g0 59 GG B
test
dt to10 toos topas | toor to,o0s toonis
1 3072 6,314 12706 | 21821 | 63657 2358
2 1,826 2920 4303 965 9,925 18,207
2 1,638 2353 3,182 4 541 5 641 9219
4 1533 2132 2776 3,747 4604 6620
5 1476 2015 2571 3 365 4,032 5507
6 1440 1.843 2447 3143 2707 4,904
7 1415 1,895 2265 2,998 3499 4,530
&8 1397 1.860 2 2306 2 896 3 355 4277
g 13583 1.833 2 262 2 821 3 250 4.084
10 1.372 1.812 2228 2764 4 160 3975
11 1,263 1,796 2 201 2,718 106 3,850
17 1356 1782 2179 2 681 055 3764
13 1,350 1,771 2,160 265 2.012 3.694
14 1,345 1.761 2145 2 824 977 3 B36
15 1,341 1.753 213 2602 2947 3 586
16 12337 1746 2 120 2 583 2 921 3544
17 1,33 1.740 2.110 2 567 898 3507
18 1330 1734 2101 2 552 2878 3475
19 1328 1725 2093 2 539 2861 3447
20 1,325 1725 2 086 2523 2 345 3422
25 1.316 1.708 2 060 7 485 2787 3.330
30 1310 1647 2042 2457 2.75( 3270
A0 1,303 1,684 2,021 2423 2 704 3,199
60 1296 1.671 2.000 2.39 2 660 3.130
o 1,282 1.645 1.960 2326 2576 3.000
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