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RESUMEN 

Se validó e implementó la metodología 8015C Compuestos Orgánicos no halogenados por 

cromatografía de gases de la US Enviromental Protection Agency, EPA, para la 

determinación de hidrocarburos totales de petróleo (TPH) en las fracciones del rango 

orgánico del diésel (DRO) desde C10 hasta C28 y del rango orgánico del aceite (ORO) desde 

C28 hasta C40 para las matrices de aguas y suelos ingresadas al laboratorio AGQ Lambda. 

Para esto se optimizaron las condiciones instrumentales del método logrando identificar los 

factores críticos que incidían directamente con su desempeño, como el programa de 

temperaturas, el ajuste de las ventanas de tiempo de retención y el uso de estándares de 

calibración representativos. Esto permitió alcanzar los resultados esperados según las 

necesidades en materia ambiental del sector industrial.  

Para todos los parámetros de desempeño analizados en la validación se lograron alcanzar los 

criterios de aceptación planteados por la norma EPA 8000D, tomada como referencia, 

linealidad (R2 ≥ 0,99); precisión (DER ≤ 20%); veracidad en porcentaje de recuperación       

[(70 – 130) %]; límites de detección y cuantificación para suelos y aguas (≤ 10 mg L-1 y           

≤ 0,5 mg L-1 respectivamente) y sensibilidad (m > 0).  

Finalmente, el método validado se aplicó a todas las muestras de agua y suelos ingresadas al 

laboratorio entre los meses de junio - diciembre del 2020, donde se pudo constatar que una 

gran mayoría superaba los límites máximos permitidos por reglamentación nacional para 

aguas de vertido en cuerpos receptores (10 mg L-1) y para suelos de diferente uso [(61 - 100) 

mg L-1] y que, por lo tanto, la metodología demostró ser una herramienta de potencial utilidad 

para el monitoreo y remediación de zonas contaminadas con este tipo de sustancias en el país.  
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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

1.1 Justificación 

Costa Rica cuenta con una amplia normativa en materia de protección ambiental y 

planeamiento de la sostenibilidad (PEN, 2019), sin embargo, El Informe de Estado de la 

Nación 2018 planteó que, aunque el país es eficaz en el uso de los recursos naturales para el 

impulso de su desarrollo, es débil para controlar los efectos residuales e impactos de su uso 

(PEN, 2018). Esta consecuencia es visible en temas de consumo energético, situación hídrica 

y gestión del suelo, y se acentúa principalmente en zonas donde la cercanía e invasión de 

actividades productivas comprometen los recursos. 

A lo largo del tiempo, muchos estudios han detallado con mayor exactitud episodios de 

contaminación en aguas por compuestos como metales y plaguicidas debido a la intensidad de 

las actividades agrícolas en el país, como por ejemplo, el caso reportado por el Instituto 

Regional de Estudios en Sustancias Tóxicas de la Universidad Nacional (UNA) en ríos y 

cuerpos de agua en Batán de Limón en el 2018 o la contaminación con bromacil en las siete 

fuentes de agua que abastecen la asada de Pital de San Carlos en la zona norte, reportado por 

el Laboratorio de Análisis Ambiental de la UNA (PEN, 2019); sin embargo, se han dejado de 

percibir y documentar otros eventos de impacto ambiental que repercuten directamente en el 

estado óptimo de recursos naturales como el agua y el suelo. 
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Tal es el caso de los hidrocarburos totales del petróleo, sustancias que se encuentran 

inmiscuidas en productos de uso cotidiano, como la gasolina, el diésel, el aceite, el búnker, 

entre otros. (Public Health Service, 1999; WHO, 2011) 

Estos compuestos resultan ser los contaminantes que con mayor frecuencia se detectan en el 

ambiente (Collins, 2007) y su toxicidad ha sido reportada para muchos organismos (Bence, 

2004; Weisman, 1998) incluyendo la salud en los seres humanos, tanto en exposición por 

fuentes de agua de consumo como por inhalación y absorción dérmica. Muchos compuestos 

volátiles, incluyendo los hidrocarburos policíclicos aromáticos, PAH, generan severos efectos 

al interactuar con estas fuentes de agua (Augulyte et al., 2008) y sedimentos. (Bert et al., 2009) 

A lo largo del tiempo se han publicado diferentes normativas que contemplan valores máximos 

permitidos para sustancias contaminantes en aguas y suelos como el Decreto No. 37757-S, 

Reglamento sobre valores guía en suelos para descontaminación de sitios afectados por 

emergencias ambientales y derrames y el Decreto No. 33601 Reglamento de Vertido y Reúso 

de Aguas Residuales, los cuales se han fundamentado en valores guías planteados por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) para que cada país los adopte según su situación 

socioeconómica e hidrológica (Mora, 2018). Sin embargo, es una realidad que la mayoría de 

los países ha hecho uso de estos valores sin haber realizado una investigación epidemiológica 

relacionada con la calidad del agua. (Mora, 2018) 

En este sentido, monitorear y fortalecer los controles en materia de hidrocarburos resulta vital 

para el cumplimiento de políticas ambientales y de salud. Sectores como el transportista y 

energético encuentran en los hidrocarburos derivados del petróleo su principal herramienta de 

funcionamiento y estas actividades sumadas a cualquier otra donde se requiera su uso, 

envuelven riesgos de contaminación por mala disposición, fugas en tanques de 
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almacenamiento o derrames accidentales (Bansal, 2008). Estos eventos son los causantes de 

la filtración de sustancias específicas como la gasolina, el diésel y el búnker en suelos y 

sedimentos, que posteriormente llegan a alcanzar mantos acuíferos y otros cuerpos receptores. 

(WHO, 2011; Rozaimahh, 2020) 

En Costa Rica, a pesar de que la contaminación por petróleo ha sido ampliamente estudiada 

y evidenciada para los litorales Caribe y Pacífico (Acuña-González, et al., 2004) aún no se 

cuenta con un plan de contingencia formal que involucre derrames petroleros en aguas 

territoriales, situación que podría extenderse también a los suelos. (Arceyut-Morales & 

Torres-Alvarado, 2019) 

Así mismo, aunque el país es pionero en el uso de energías renovables, el sector transporte 

sigue manteniendo una tendencia al alza en el uso de combustibles fósiles, tendencia que se 

refleja en los aproximadamente 19 millones de barriles de petróleo que arriban al país hacia 

la Refinadora Costarricense de Petróleo (RECOPE) anualmente (Zamora-Quirós, 2017) y 

ante dicha situación, no es una sorpresa que se hayan presentado numerosas situaciones de 

derrames y fugas tanto en los tanques de almacenamiento como en los propios buques 

navieros.  

Por otra parte, y como una problemática que se ha extendido a nivel nacional en los últimos 

años se encuentra el robo de combustible en los oleoductos nacionales. De noviembre del 

2016 a agosto del 2019, RECOPE registró 530 tomas ilegales, cuyo valor sustraído alcanzó 

los ₡7500 millones, con un volumen cercano a los 15 000 m3 de combustibles entre los que 

se destacan el diésel, Jet-A1, gasolinas súper y Plus 91, lo que equivale a 446 camiones 

cisterna. (RECOPE, 2019) 
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Toda esta situación ha desencadenado gran preocupación a nivel económico y ambiental, 

principalmente por las zonas que ya han sido afectadas y por el costo de remediación que 

implicará su recuperación, pero también porque con el paso del tiempo, muchos cuerpos 

receptores de agua y suelos dedicados al uso agrícola e industrial se podrán ver contaminados 

con este tipo de sustancias. 

Por estas razones, y por las estrictas regulaciones ambientales que determinan los valores 

máximos admisibles para dichos compuestos (Bansal, 2008) se vuelve determinante la 

realización de este tipo de investigaciones, que permitan medir, a través de metodologías 

técnicas competentes, el impacto ambiental de forma eficaz.  

De esta manera, la presente validación coloca al servicio del país un análisis de alta calidad 

para el control de aguas y suelos afectados por contaminación con hidrocarburos, incluyendo 

la problemática del robo de combustibles y la necesidad de subsanar sus consecuencias, así 

como el establecimiento de parámetros que pueden ser de interés como guía para la normativa 

nacional. 
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1.2 Objetivos  

1.2.1 Objetivo General 

Implementar y validar la metodología EPA 8015C para la determinación de hidrocarburos 

totales de petróleo (TPH) en muestras de agua y suelos utilizando la técnica de cromatografía 

de gases con FID. 

1.2.2 Objetivos Específicos  

1.2.2.1 Optimizar las condiciones de trabajo del cromatógrafo de gases con detector FID 

para la medición de muestras de agua y suelos en el rango orgánico del diésel 

(DRO) y el rango orgánico del aceite (ORO). 

1.2.2.2 Evaluar los parámetros de desempeño que correspondan al método normalizado 

modificado según especificaciones técnicas. 

1.2.2.3 Aplicar el método validado a un número limitado de muestras reales de suelos y 

aguas que ingresan al laboratorio AGQ Lambda para probar su efectividad. 
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CAPÍTULO 2 

MARCO TEÓRICO 

2.1 Hidrocarburos derivados del petróleo 

El petróleo es una mezcla compleja formada por cientos de hidrocarburos que van desde 

compuestos orgánicos ligeros, de cadena corta, hasta compuestos pesados de cadenas largas 

y ramificados (Drozdova et al., 2013). Aunque el carbono (80 – 87) % y el hidrógeno (10 – 

15) % son los elementos más abundantes de su composición, también se ubican otros 

elementos como el azufre (0 – 10) %, el nitrógeno (0 – 1) % y el oxígeno (0 – 5) % que se 

encuentran en su forma elemental, como constituyentes heterocíclicos o como parte de 

grupos funcionales. (Botello et al., 2005) 

Por lo general, dentro de su composición, los hidrocarburos suelen contener compuestos 

saturados de cadena lineal (alcanos), compuestos alicíclicos (cicloalcanos) y compuestos 

aromáticos, con al menos un anillo bencénico en su estructura molecular (Gennadiev et al., 

2015). En el caso de los alcanos, estos además de su forma lineal, pueden encontrarse como 

isoalcanos de cadena ramificada de la forma (CnH2n+2) y con átomos de carbono desde C1 

hasta C40. (Botello et al., 2005) 

Por encima de los trece carbonos, el grupo más importante de cicloalcanos es constituido por 

los hidrocarburos isoprenoides, conformados por unidades de isopreno, siendo el pristano 

(C19) y el fitano (C20) los más abundantes en el petróleo. (Bekins et al., 2020) 
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Por su parte, los hidrocarburos aromáticos conformados por uno o más anillos bencénicos en 

su estructura molecular, poseen menor abundancia en la composición del petróleo y suelen 

sufrir alquilaciones cuando se trata de estructuras formadas por dos anillos bencénicos 

(naftalenos) o tres anillos (antraceno y fenantreno). (Botello et al., 2005) 

Por encima de las estructuras moleculares formadas por la unión de más de tres anillos 

aromáticos se encuentran los hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAH) de amplio estudio 

ambiental por el nivel toxicológico que representan para la salud humana y los ecosistemas. 

(Okparanma & Mouazen, 2013) 

Por último, se encuentran las cadenas de mayor peso molecular, que se conforman por 

moléculas mixtas de hidrocarburos con algunos compuestos polares a los que se les denomina 

asfaltenos. La estructura de los asfaltenos puede estar formada hasta por 20 anillos con 

cadenas laterales de hidrocarburos alifáticos y nafténicos. (Botello et al., 2005) 
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Figura 1. Estructura química de los principales grupos que conforman los hidrocarburos del petróleo. 

(Botello et al., 2005) 

2.1.1 Propiedades fisicoquímicas de los hidrocarburos 

En cada serie de hidrocarburos, las propiedades físicas varían según el número de átomos de 

carbono que posea un compuesto (WHO, 2011), por ejemplo, por cada átomo de carbono 

sumado a una cadena de n-alcanos, su punto de ebullición incrementará en aproximadamente 

20 ºC.  
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Así mismo, la polaridad de estos compuestos es una propiedad definida por sus interacciones 

intermoleculares, de manera que, en el caso de los hidrocarburos aromáticos, estos suelen ser 

generalmente más polares que los hidrocarburos alifáticos y, por lo tanto, menos volátiles y 

más solubles en medios como el agua. (Gennadiev et al., 2015) 

Debido a la compleja composición que poseen los hidrocarburos, caracterizarlos en términos 

de su composición, estructura y fórmula molecular resulta una tarea compleja (Bierkens & 

Geerts, 2014) y por este motivo incluso reciben el nombre reglamentario de productos de 

reacción compleja desconocida o variable o UVCB.  

Por lo tanto, y para facilitar su caracterización, dichas sustancias han sido agrupadas por 

diferentes reglamentaciones y metodologías en fracciones más sencillas, que siguen patrones 

regulares como resultado de factores estructurales y donde se considera también su proceso 

de fabricación y propiedades físicas básicas. (Zemo et al., 2013) 

Dichas fracciones están determinadas por propiedades químicas y físicas como la solubilidad, 

densidad, viscosidad y presión de vapor, y se encuentran tan estrechamente relacionadas, que 

los isómeros y miembros adyacentes de una serie homóloga de hidrocarburos pueden ser 

categorizados bajo propiedades toxicológicas, ambientales, de degradación y de destino 

ambiental. (Bierkens & Geerts, 2014) 

Estas propiedades son la base de las medidas de lixiviabilidad y volatilidad de los 

hidrocarburos individuales, donde, además, utilizando n-alcanos específicos se pueden 

marcar resultados analíticos de compuestos alifáticos y aromáticos para delimitar a los 

hidrocarburos dentro de dichas fracciones. 
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2.1.2 Número de carbonos equivalentes 

Como se vio anteriormente, agrupar simplifica en gran medida la caracterización de los 

hidrocarburos según sus propiedades y evolución en el ambiente, por esta razón una 

característica importante de los métodos analíticos para la determinación de TPH es el uso 

de un índice de número de carbono equivalente (índice EC, índice ECN o ECNI) que 

representa los puntos de ebullición equivalentes para cada sustancia y constituye la 

característica física base para separar los componentes del petróleo a través de los diferentes 

análisis químicos. (J. G. Speight, 2011) 

Bajo este enfoque de fraccionamiento, uno de los criterios más utilizados ha sido el del Grupo 

de Trabajo de los Hidrocarburos Totales de Petróleo, TPHWG, que indica que el carbono 

equivalente (EC) de cualquier hidrocarburo se basa en la comparación de su punto de 

ebullición con el compuesto de referencia n-hexano. (Pindado Jiménez et al., 2015) 

Generalmente y dado que los compuestos derivados del petróleo cubren un amplio rango de 

puntos de ebullición y número de carbonos, suelen clasificarse en mapas del petróleo, 

construidos en término de estos dos parámetros (J. Speight, 2015), como se observa en la 

Figura 2. 
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Figura 2. Mapa del petróleo según número de carbono y punto de ebullición. (J. Speight, 2015) 

De esta manera muchos grupos de investigación simplifican y delimitan los rangos de 

medición de los hidrocarburos según el enfoque con el que trabajen, aunque este modelo de 

división por fracciones también involucra asumir un factor de variabilidad cuando se trata de 

comparar con otras metodologías, puesto que los resultados se vuelven muy dependientes de 

la norma de referencia (ASTDR, s.f). A pesar de esto, cuando las comparaciones se realizan 

entre fracciones consistentes sí es posible alcanzar buenos índices de repetibilidad. (Johnson 

et al., 2004) 

En el caso de esta investigación, las fracciones de petróleo fueron definidas por el estándar 

EPA 8015C, la cual ubica dos fracciones particulares, el rango orgánico de la gasolina (GRO) 

entre el grupo de alcanos C6 hasta C10, con puntos de ebullición entre (60 – 170) °C y el rango 

orgánico del diésel (DRO) correspondiente al rango de alcanos entre C10 y C28 en un rango 

de puntos de ebullición entre (130 – 430) °C.  
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La norma amplía su alcance para otras fracciones siempre que se cuente con el equipo y el 

respaldo analítico para cuantificarlas, por lo que, por adaptación del método también se 

trabajó con el rango orgánico del aceite (ORO) correspondiente al rango de alcanos entre C28 

y C40.  

Con base en esto, es importante indicar que, una vez definidas las fracciones de trabajo y por 

el alcance de la metodología utilizada, los rangos en los cuales se enfocó la investigación 

abarcan únicamente DRO y ORO, ya que el rango de GRO requiere de equipo instrumental 

y técnicas especializadas en compuestos volátiles, como por ejemplo inyección por 

headspace. 

2.2 Productos derivados del petróleo 

Del crudo de petróleo se obtiene una gran variedad de productos de uso común, tanto de 

consumo a pequeña y gran escala. Todos estos productos se encuentran de igual forma 

constituidos por mezclas complejas de cientos de hidrocarburos y sus propiedades son 

otorgadas por la fuente desde la cual se extrae el crudo y las prácticas de refinación utilizadas. 

(Weisman, 1998) 

Generalmente, y a excepción de pocas filtraciones superficiales, el crudo de petróleo yace 

bajo la superficie terrestre y se extrae únicamente por perforación (Weisman, 1998). Su 

proceso de refinado inicia con un lavado para la eliminación de sales y otros compuestos 

inorgánicos y posteriormente se destila para obtener un amplio rango de fracciones, desde el 

metano hasta el asfalto. 

Durante el proceso de refinación, el petróleo es dividido en fracciones de punto de ebullición 

similar, que posteriormente son modificadas por procesos de craqueo, condensación, 
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polimerización y alquilación para formar productos comerciales como la nafta, la gasolina, 

el diésel y otros fuelóleos. (J. Speight, 2015) 

La composición de estos productos puede variar según la refinería involucrada, la época del 

año, la variación en los aditivos, entre otros factores, y muchas veces la exposición ambiental 

y el almacenamiento a la intemperie también introducen una variable de modificación 

biológica que interfiere con la composición de los productos derivados del petróleo. 

(Gennadiev et al., 2015) 

2.2.1 La gasolina  

La gasolina es una mezcla compleja de hidrocarburos volátiles del petróleo, aditivos y 

agentes de mezcla. Su composición varía ampliamente de acuerdo con la composición del 

crudo desde el cual se refinó y muchas de sus propiedades funcionales son establecidas según 

mercados específicos y reglamentaciones locales. (Weisman, 1998) 

Esta mezcla contiene principalmente hidrocarburos en el rango C4 – C12, distribuidos 

típicamente de la siguiente forma (porcentajes en masa): alcanos (4 – 8) %, alquenos (2 – 5) 

%, isoalcanos (25 – 40) %, cicloalcanos (1 – 4) % y aromáticos (20 – 50) %. En esta 

distribución se destaca el benceno, con una presencia entre (0,12 – 3,5) %. (J. Speight, 2015) 

Otros componentes presentes suelen ser agentes antidetonantes como el tetraetilo de plomo, 

agentes eliminadores de plomo como el 1,2-dibromoetano, detergentes, agentes antioxidantes 

y agentes que evitan el hielo, como los alcoholes. Muchos productos adicionados también 

tienen la función de aumentar el octanaje, incluidos el etano y el metil ter-butil éter, MTBE. 

(Weisman, 1998) 
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2.2.2 El diésel 

El diésel forma parte de los destilados del petróleo conocidos como destilados del medio o 

medios, porque poseen puntos de ebullición mayores a los de la gasolina, pero menores a las 

fracciones del gasóleo o aceites. El rango de temperaturas de ebullición que cubre se 

encuentre generalmente entre los (175 – 375) ºC y posee un número de carbonos entre C8 y 

C30. Su composición depende generalmente de la naturaleza del crudo y su proceso de 

refinamiento. (Briker & Ring, 2001) 

2.2.3 Óleos  

La fracción oleosa suele estar compuesta por aceites minerales lubricantes y su índice de 

hidrocarburos suele encontrarse entre C15 y C50. Estos hidrocarburos suelen ser una mezcla 

de alcanos lineales, ramificados, cicloalcanos e hidrocarburos aromáticos, aunque también 

es posible encontrar hidrocarburos aromáticos policíclicos cuando los aceites han sido 

expuestos a tiempos prolongados de uso. (J. Speight, 2015) 

2.3 Los hidrocarburos totales de petróleo (TPH) 

A diferencia de otros términos como el de Hidrocarburos de Petróleo, PHC por sus siglas en 

inglés, que hace referencia a todos los compuestos que contienen hidrógeno y carbono 

originarios del crudo de petróleo, el término TPH se diferencia porque se encuentra 

intrínsecamente asociado a investigaciones ambientales y sus resultados consiguientes. En el 

ámbito de su uso, los TPH son específicos para definir parámetros de exposición final, 

alteraciones naturales y su destino ambiental. (ASTDR, s.f.) 
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Los hidrocarburos totales de petróleo, es un término utilizado para denominar a una gran 

cantidad de sustancias derivadas del crudo de petróleo que se encuentran en el ambiente, y 

dado que esta sustancia posee una composición muy variada, el término engloba de forma 

sencilla una mezcla compleja de compuestos. (Public Health Service, 1999) 

Históricamente el término se estableció para determinar el grado de contaminación presente 

en diferentes ecosistemas, tanto acuáticos como terrestres, que permitiera un enfoque común 

entre agencias y entes reguladores (Weisman, 1998) y dado que el término comprende un 

rango indeterminado de compuestos, muchas veces su definición se entrelaza con el método 

analítico con el que se trabaje, dependiendo de los rangos que interprete o sea capaz de 

detectar. (ASTDR, s.f.) 

Estos compuestos, como parte de toda sustancia derivada del crudo de petróleo, están 

formados por estructuras químicas de bajo y alto peso molecular, incluyendo heteroátomos 

como el nitrógeno, el oxígeno y el azufre e incluso algunos de los compuestos existen como 

complejos formados con vanadio, hierro y níquel en su estructura. (Botello et al., 2005) 

Estas características son indicio de que el origen, la composición y la calidad del crudo de 

petróleo dependen de parámetros fisicoquímicos y microbiológicos como el depósito original 

de materia orgánica, las condiciones ambientales y su disposición a la biodegradabilidad. 

(Kanaujia, 2018) 

Esto resulta de gran importancia a considerar ya que, aunque la determinación de TPH no es 

una metodología selectiva, sí implica la visión de una huella dactilar que da indicios del tipo 

de contaminación presente en una zona.  
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2.4 Contaminación por TPH 

En las últimas décadas, el uso de productos derivados del petróleo ha ido en aumento 

(Balseiro-Romero et al., 2018) y consecuentemente el riesgo de contaminación en el 

ambiente. Muchos de estos productos son de uso cotidiano para el ser humano y participan 

de actividades fundamentales como el transporte, la calefacción, la generación de energía y 

la producción de materias primas, por lo que no es sorpresa que su presencia en diversos 

ecosistemas sea sobresaliente sobre otras sustancias de igual preocupación para el ambiente 

y la salud. 

Cuando los hidrocarburos son liberados al ambiente ocurren diversos cambios que afectan 

significativamente las condiciones del entorno, lo que incluye la captación de recursos 

naturales para las poblaciones, ya que la contaminación reduce drásticamente el potencial 

agrícola del suelo y, producto de la lixiviación desencadenada por las lluvias, se ven afectadas 

también fuentes de agua subterránea y otros afluentes (Abha & Singh, 2012). Muchos de 

estos compuestos incluso suelen ser altamente persistentes, lo que les permite ser absorbidos 

por partículas de suelo durante largos períodos de tiempo. 

Este tipo de contaminación puede ocurrir en cualquier etapa del procesamiento de 

hidrocarburos, como la extracción, refinamiento, transporte y almacenamiento, aunque la 

mayoría de los incidentes ocurren por fugas en tuberías de transporte y deficiencias en los 

tanques de almacenamiento. (Balseiro-Romero et al., 2018) 

Generalmente cuando ocurre una fuga o derrame de petróleo se forma lo que se conoce como 

un líquido en fase no acuosa (NAPL), como se observa en la Figura 3, que se encuentra 

influenciado por el volumen derramado, el área afectada, la composición del hidrocarburo, 



16 
 

 
 

las propiedades del suelo y las condiciones ambientales del lugar. Todos estos factores son 

indispensables de analizar para comprender cómo será el comportamiento de los 

hidrocarburos en dicho medio. 

 

Figura 3. Proceso de transporte, transferencia de masa y atenuación que ocurre en el suelo después de un 

derrame de combustible. (Balseiro-Romero et al., 2018) 
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Normalmente cuando estos compuestos forman parte de mezclas complejas, los componentes 

individuales nunca alcanzan concentraciones predichas a partir de su constante de 

solubilidad, de manera que, compuestos como el tolueno o el benceno que poseen muy alta 

toxicidad, tienen una predisposición mayoritaria a mantenerse en las plumas de NAPL 

(Balseiro-Romero et al., 2018). Los TPH en general, se mueven hacia el suelo o el agua a 

través de los bordes de estas plumas. 

A través de determinaciones de TPH también se han evidenciado cambios en las propiedades 

del suelo, como disminución de su pH, reducción en la retención de la humedad de hasta un 

23% y aumento en el contenido de CO presente, hasta en un 500% (Castellanos et al., 2015). 

Por otra parte, en las aguas subterráneas se ha observado que los derrames y fugas de 

hidrocarburos como gasolina y diésel han sido unos de sus principales contaminantes. 

(Arceyut-Morales & Torres-Alvarado, 2019) 

Cuando se presentan estas situaciones, las investigaciones han demostrado que además de 

los hidrocarburos presentes en las mezclas iniciales, se encuentran en los sitios contaminados 

otras sustancias producto de su meteorización, de los cuales muchos suelen tener mayor 

polaridad, por lo que su transporte a través del agua o el suelo, su disposición final y sus 

propiedades toxicológicas cambian, incrementándose el riesgo de recuperar áreas 

contaminadas. (Bekins et al., 2020; Wade et al., 2016) 

Por ejemplo, existen estudios de biorremediación de PAH que indican mayor toxicidad por 

parte de los productos de transformación hidroxilados y carboxilados que sus compuestos 

precursores (Bekins et al., 2020) lo que ha generado discusión en los grupos de investigación 

sobre la necesidad de cuantificar y evaluar los productos de la degradación. 
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Por esta y otras razones, conocer la información específica del sitio donde ocurre la 

contaminación siempre es necesaria para una interpretación correcta de los datos, además de 

la diferencia en el comportamiento de las sustancias dependiendo del medio en el que se 

encuentren, por ejemplo, si se trata de aguas superficiales, subterráneas o suelos. 

2.4.1 Propiedades de los hidrocarburos que contribuyen a la contaminación 

2.4.1.1 Solubilidad en agua 

La solubilidad es uno de los factores clave para determinar el comportamiento de los 

hidrocarburos cuando entran en contacto con el ambiente, ya que, cuanto mayor sea la 

solubilidad de uno de estos compuestos en agua, mayor será su predisposición para disolverse 

y extenderse por medio de la lluvia y otros cuerpos de agua desde su punto de liberación. 

(Balseiro-Romero et al., 2018). 

La solubilidad es un parámetro que disminuye conforme aumenta el peso molecular de los 

compuestos, por lo tanto, los hidrocarburos aromáticos son más solubles y móviles en agua 

que los alifáticos de cadena lineal y esto les confiere un interés de investigación mayor por 

el riesgo que representan. (Weisman, 1998) 

2.4.1.2 Coeficiente de partición carbono – agua 

Otro de los factores involucrados en la distribución de hidrocarburos a través del ambiente 

es el coeficiente partición de carbono orgánico – agua (Koc), que describe la disposición de 

un compuesto orgánico de repartirse entre el agua y el carbono orgánico del suelo. (J. Speight, 

2015) 
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Dicha característica permite predecir la movilidad química de una sustancia en función de la 

probabilidad de dividirse con mayor fuerza entre el carbono orgánico del suelo y el agua. 

Así, por ejemplo, un compuesto que se encuentre fuertemente asociado o absorbido a un 

sustrato será relativamente inmóvil y no se lixiviará o transportará grandes distancias desde 

su área de liberación, caso contrario con sustancias poco o nada absorbidas, donde su 

potencial de transportarse mayores distancias aumenta. (Canadian Council of Ministers of 

the Environment, 2008; Park & Park, 2010) 

Este grado de sorción no solo afecta la movilidad del compuesto, sino que también interviene 

con otros factores como la tasa de volatilización y la biodegradación, que dependen del grado 

de división. (J. Speight, 2015; Z. Wang & Fingas, 1997) 

2.4.1.3 Biodegradación  

La biodegradación es un factor importante de considerar puesto que, una vez hecho el 

contacto de los TPH con el agua o el suelo, los microorganismos presentes en el entorno 

iniciarán un proceso de degradación dependiente de la composición química del producto 

liberado y de la morfología específica del lugar, que podrá diversificar las sustancias 

presentes inicialmente. (Arjoon & Speight, 2020) 

Normalmente, los hidrocarburos de cadena lineal y aromáticos se degradan con mayor 

facilidad que otros compuestos alifáticos, siendo los n-alcanos, n-alquilaromáticos y 

aromáticos en el rango C10 – C22 los más sencillos de biodegradar. (Riazi, 2005; J. Speight, 

2015) 
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2.5 Técnicas para la determinación de TPH 

Existen diversas metodologías de análisis específicas para la determinación de compuestos 

críticos como los PAH, BTEX y TPH, y aunque la determinación de TPH por sí misma, no 

brinda información del nivel de riesgo implicado para la salud humana o para el ambiente, sí 

constituye una herramienta eficaz para detectar la presencia de fugas o derrames en un área, 

para evaluar la severidad de contaminación de un hábitat o para dar seguimiento al progreso 

de una remediación (Weisman, 1998). Por eso, más que enfatizar en la comparación o el 

detalle, los métodos de TPH detallan en el control de calidad. (Pikovskii et al., 2017) 

Entre las metodologías más destacadas para la determinación de hidrocarburos totales de 

petróleo se encuentran los métodos gravimétricos, de espectro infrarrojo y cromatográficos. 

En un inicio los métodos de IR fueron los más utilizados, porque resultaban más simples, 

rápidos y de menor costo, sin embargo, se fue descontinuando por la prohibición de uso del 

gas freón, que era requerido para la extracción de las muestras. (Liang & Tilotta, 2003; L. 

Wang et al., 2019) 

Por su parte, los métodos gravimétricos, aunque resultan ser los más simples y de rápida 

aplicación son muy limitados en cuanto a su selectividad para el tipo de combustible 

analizado. Este método es útil únicamente cuando las concentraciones de hidrocarburos en 

aguas o suelos son significativamente altas. (Drozdova et al., 2013) 

Por estos motivos la técnica más ampliamente desarrollada para el análisis de hidrocarburos 

ha sido la cromatografía de gases acoplada a diferentes tipos de detectores, entre los que 

destacan el espectrómetro de masas (GC-MS) y el detector de ionización de llama FID.  
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La cromatografía de gases es una técnica que ofrece una alta sensibilidad y para el propósito 

de monitoreo de dichas metodologías permite la detección y cuantificación de hidrocarburos 

de una manera muy eficiente. (Zubair et al., 2015) 

Un aspecto por considerar de las técnicas cromatográficas es el ingreso de los analitos al 

sistema de detección, debido a su naturaleza volátil, por lo que existen equipos ensamblados 

con diferentes metodologías de inyección que facilitan este proceso (Saari et al., 2010). Por 

ejemplo, en el caso del rango orgánico de la gasolina (GRO) es necesario hacer uso de 

técnicas de inyección más especializadas para compuestos volátiles como headspace o purge 

and trap, mientras que en el caso del rango orgánico del diésel (DRO) o el rango orgánico 

del aceite (ORO) esto no es estrictamente necesario y puede realizarse por inyección simple, 

con la recomendación de hacer uso de automuestreadores, para mejorar la repetibilidad. 

(Pérez Pavón et al., 2004) 

Esta técnica también se acompaña de diversos métodos de extracción y tratamiento de 

muestra como el uso de soxhlet, ultrasonido, fluidos supercríticos, microondas, entre otros, 

para poder concentrar eficazmente los analitos de interés. (Schwab et al., 1999) 

La técnica que se escoja depende de factores propios del sistema como la concentración de 

los analitos y el tipo de matriz que se trabaje, pero también es importante considerar el tiempo 

del que se disponga para el análisis y el volumen de muestras por medir en análisis rutinarios.  

Siempre es muy importante definir el alcance y limitaciones de la técnica de trabajo, porque 

en el caso de los TPH, una misma muestra evaluada por diferentes métodos, puede generar 

resultados diferentes, justamente porque su concepto se encuentra muy arraigado a la técnica 

de aplicación. Por esto, la escogencia del método también depende del propósito de la 
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investigación y de los requisitos reglamentarios establecidos con los que se trabaje. (Z. Wang 

& Fingas, 1997) 

Una de las metodologías más utilizadas para el estudio de hidrocarburos ha sido el estándar 

EPA 8015C de la Enviromental Protection Agency, que permite cuantificar concentraciones 

para hidrocarburos purgables y extraíbles. El método, al igual que otros, consiste en una 

extracción inicial de los analitos en las matrices de aguas y suelos utilizando un disolvente 

no polar y una posterior cuantificación a través de la técnica de cromatografía de gases CG-

FID en un rango orgánico eluido entre n-decano y n-tetracontano. (Grosser et al., 1993) 

Este método fue seleccionado por el laboratorio por la estructura regulatoria que posee la 

Agencia de Protección Ambiental (EPA) y por la solidez de los métodos que componen el 

compendio SW-846 en el desarrollo de estas metodologías. 

2.6 Proceso de validación del método 

La validación de un método es el proceso mediante el cual se busca demostrar que un 

procedimiento analítico es adecuado para un uso previsto. Este implica la realización de una 

variedad de estudios que evalúan su rendimiento en condiciones definidas (The FEM Method 

Validation Team, 2005) y proporciona confianza en la calidad y diseño del sistema para 

generar datos analíticos válidos y útiles. 

Las metodologías de la EPA se encuentran diseñadas para abarcar una amplia variedad de 

objetivos de medición, entre ellos monitorear el cumplimiento de reglamentaciones 

ambientales y recopilar información a través de estudios científicos y dependiendo de estos 

objetivos, se ajustan los detalles técnicos, los parámetros de desempeño y los criterios de 

aceptación. (The FEM Method Validation Team, 2005) 
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2.6.1 Parámetros de desempeño de la validación analítica 

Los parámetros de desempeño evaluados en esta validación se seleccionaron con base en la 

naturaleza del método, las necesidades del laboratorio y los requerimientos de la norma EPA 

8015C, de manera que se pudiera dar cumplimiento a los estándares establecidos 

considerando las posibilidades e intereses del laboratorio. A continuación, se describen los 

parámetros seleccionados. 

2.6.1.1 Intervalo lineal 

Es una característica de desempeño que corresponde al ámbito en donde la relación entre la 

concentración de los patrones de calibración y su respectiva señal instrumental se ajustan a 

una función lineal, ecuación [1]. (Eurolab, 2016; ASTM E2857-11R16, 2016). 

𝑦 = 𝑚𝑥 + 𝑏 [1] 

2.6.1.2 Precisión 

La precisión es una medida del grado de dispersión entre una serie de mediciones (Eurolab, 

2016) y se expresa mediante parámetros estadísticos que describen dicha propagación, como 

la desviación estándar (desviación estándar relativa) calculada a partir de los resultados de 

mediciones repetidas en condiciones específicas. Así mismo la precisión se estima 

considerando dos condiciones: (a) la repetibilidad y (b) la precisión intermedia. 

2.6.1.3 Veracidad 

La veracidad corresponde a la proximidad entre la media de un número infinito de resultados 

producidos por el método y un valor de referencia (Eurolab, 2016). Generalmente, y al no 

ser factible realizar mediciones infinitas en un método, la veracidad se expresa 
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cuantitativamente en términos de sesgo y una práctica común para su determinación son los 

ensayos de recuperación, haciendo uso de la ecuación [2]. 

𝑅′(%) =
𝑥̅′ − 𝑥̅

𝑥𝑎𝑑𝑖𝑐𝑖ó𝑛
× 100 [2] 

Donde 𝑥̅′ corresponde a la concentración medida en la muestra enriquecida, 𝑥̅ a la 

concentración medida en la muestra no enriquecida y 𝑥𝑎𝑑𝑖𝑐𝑖ó𝑛 representa la concentración 

añadida. 

2.6.1.4 Límites de detección y cuantificación 

El límite de detección de un ensayo describe la cantidad más pequeña de analito que puede 

ser detectada a través de la técnica de medición a un cierto nivel de confianza, mientras que 

el límite de cuantificación hace alusión a la cantidad más pequeña de analito que puede ser 

cuantitativamente determinada con una exactitud aceptable (Eurolab, 2016). Sus valores se 

estiman utilizando las ecuaciones [3] y [4] respectivamente. 

LD = 3 × s0 [3] 

LC = 10 × s0 [4] 

2.6.1.5 Sensibilidad 

La sensibilidad analítica es la variación de la respuesta del instrumento correspondiente a una 

variación de la magnitud medida, es decir, el gradiente de la curva de respuesta. (Eurolab, 

2016) 
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2.6.1.6 Selectividad 

La selectividad es un parámetro que describe la habilidad de un procedimiento analítico para 

determinar un analito o analitos particulares en una matriz sin ser afectado por interferencias 

de otros compuestos de comportamiento similar. (Eurolab, 2016) 

2.6.1.7 Incertidumbre de medición  

La incertidumbre de medición es un intervalo asociado a un resultado de medida, que expresa 

un ámbito de valores que razonablemente pueden atribuirse a la cantidad que se está 

midiendo. (Eurolab, 2016; JCGM, 2012) 
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CAPÍTULO 3 

SECCIÓN EXPERIMENTAL 

3.1 Metodología 

Para la determinación de hidrocarburos totales de petróleo en aguas y suelos por la técnica 

de cromatografía de gases acoplado a un detector FID (CG-FID) y su correspondiente 

validación, se siguió el procedimiento descrito por la norma EPA 8015C Compuestos 

Orgánicos no Halogenados por Cromatografía de Gases de la Enviromental Protection 

Agency junto con las recomendaciones y lineamientos de su serie homóloga EPA 8000D 

Separaciones Cromatográficas Determinativas. 

Se determinaron las fracciones correspondientes al rango orgánico del diésel C10 – C28 (DRO) 

y al rango orgánico del aceite C28 – C40 (ORO) en aguas subterráneas, aguas residuales y 

suelos. 

3.2 Reactivos e insumos 

Durante el proceso de validación del método se utilizó diclorometano para cromatografía 

como disolvente, pureza 99,8%, marca Merck Millipore, sulfato de sodio anhidro, pureza 

99,7%, marca Fermont PA Cert y sílica gel 60 (35 – 70) µm, marca Merck Millipore. 

Además, se trabajó con cristalería clase A y equipo volumétrico en los rangos (2 – 20) µL; 

(10 – 100) µL; (100 – 1 000) µL y (0,500 – 5,00) mL. Todos los reactivos y disolventes se 

emplearon tal y como fueron recibidos. 
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3.3 Equipamiento 

El sistema GC-FID utilizado para la medición de TPH consistió en un cromatógrafo de gases 

marca Perkin Elmer, modelo Clarus 500 con automuestreador, acoplado a detector FID, 

como se muestra en la Figura 4 y columna cromatográfica capilar de alta resolución, marca 

Agilent J&W DB-5HT Fase 5% phenyl-95% methylpolysiloxane de 30 m de longitud, 0,250 

mm ID y 0,25 μm de film. Se utilizó el programa TotalChrom Navigator para procesar las 

figuras cromatográficas y realizar la cuantificación de los analitos. 

 

Figura 4. Equipo GC-FID marca Perkin Elmer, modelo Clarus 500 con automuestreador  

utilizado para la determinación del rango DRO y ORO. 

Además, se utilizó un baño ultrasónico marca Bransonic, modelo CPX5800H, una balanza 

analítica marca VIBRA, modelo LF224, una balanza granataria marca Precisa, modelo 

3100D y un rotavapor marca IKA, modelo RE100-pro. 
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3.4 Materiales de referencia 

Los materiales de referencia fueron proporcionados por AGQ LABS & Tech y utilizados tal 

y como fueron recibidos para la realización de las pruebas preliminares y la optimización del 

método. Posteriormente se utilizó diésel y aceite comercial caracterizados por la Refinadora 

Costarricense de Petróleo (RECOPE) y avalados por la Autoridad Reguladora de Servicios 

Públicos (ARESEP) para las pruebas de validación. Todos los materiales de referencia se 

detallan en el Cuadro I. 

Cuadro I. Materiales de referencia certificados utilizados para las pruebas preliminares, 

optimización de las condiciones instrumentales y validación de la metodología EPA 8015C.  

Nombre Casa Comercial Lote 

FTRPH / Ventana de tiempo de retención AccuStandard ®, Inc. 213111309 
n-decano DR EHRENSTORFER G984419 

n-tetracontano DR EHRENSTORFER G1001185 
Diésel 50 comercial - - 
Aceite Quartz 5000 - T23254 

3.5 Optimización de las condiciones instrumentales 

Para la optimización de las condiciones instrumentales se siguieron las recomendaciones de 

las normas EPA 8015C y EPA 8000D para el método de Compuestos Orgánicos no 

Halogenados por Cromatografía de Gases. Primeramente, se implementó el uso de una 

columna capilar de alta resolución, marca Agilent J&W DB-5HT Fase 5% phenyl-95% 

methylpolysiloxane de 30 m de longitud, 0,250 mm ID y 0,25 μm de film que permitiera 

optimizar los tiempos de elución de los analitos. Con esto se buscó además mejorar la 

intensidad de la señal y la separación de los picos. Las condiciones programadas para el 

método se muestran en el Cuadro II. 
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Cuadro II. Condiciones instrumentales programadas en el GC-FID para la determinación de 

los hidrocarburos totales de petróleo en el rango DRO y ORO. 

Condiciones del inyector 

Modo Split 10:1 

Volumen de inyección 2,0 µL 

Temperatura inicial 200 °C 

Gas de arrastre Nitrógeno 

Flujo de gas 20 mL/min 

Condiciones del horno 

Temperatura inicial 60 °C 

Programación de temperatura 45 °C/min hasta 380 °C, espera: 9,50 min 

Tiempo de corrida 20,61 min 

Condiciones del Detector 

Temperatura 380 °C 

3.6 Preparación de las muestras 

3.6.1 Matriz agua 

Las muestras utilizadas para la validación de aguas subterráneas y aguas residuales fueron 

recolectadas por personal capacitado del laboratorio en botellas ámbar de 1 L y se 

almacenaron a una temperatura de (4 ± 2) ºC previo a su análisis. Posteriormente una porción 

de las muestras de cada matriz se mezcló en recipientes independientes de mayor volumen, 

para trabajar con una mezcla de consistencia más homogénea y representativa. 

3.6.2 Matriz suelo 

Para la validación de la matriz de suelos se trabajó con una muestra específica de suelo 

brindada por el laboratorio, que consistía en un suelo de consistencia homogénea y arenosa 
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previamente calcinado por 8 horas a 450 ºC para eliminar cualquier rastro de impureza 

orgánica. Este suelo se conservó a temperatura ambiente durante todo el proceso de análisis. 

3.7 Extracción de muestras 

3.7.1 Matriz agua 

La extracción de las muestras de agua se realizó utilizando embudos de separación y 

diclorometano como disolvente (Figura 5). Cada muestra fue previamente homogenizada y 

llevada a temperatura ambiente antes de dar inicio con el análisis. Posteriormente, en probetas 

adecuadas, se midió 1 L de muestra y se le determinó su masa por diferencia en balanza 

granataria. Luego se colocó el total del volumen en el embudo correspondiente y se realizaron 

lavados con diclorometano a la probeta para garantizar que no quedaran remanentes de la 

muestra adheridos a sus paredes. 

 

Figura 5. Sistema de extracción empleado para las matrices de agua, utilizando diclorometano como 

disolvente. 
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Una vez en el embudo de separación, se realizaron tres extracciones con 30 mL de 

diclorometano cada una, se agitó por un minuto y se esperó el tiempo necesario para que se 

diera la separación de fases. Posteriormente se recolectó la fase orgánica en un balón de fondo 

redondo, pasándola por un embudo con un filtro que contenía sílica gel y sulfato de sodio 

anhidro. Finalmente se concentró la fase orgánica en el rotavapor y se trasvasó el extracto a 

un vial cromatográfico para su lectura. 

3.7.2 Matriz suelo 

Las muestras de suelo se trabajaron mediante extracción sólido – líquido. Para esto se 

tomaron aproximadamente 15 g de suelo en un frasco de laboratorio (Figura 6a), se les agregó 

sulfato de sodio anhidro y se agitó hasta que la muestra se observó arenosa y libre de agua. 

Posteriormente se les adicionó 60 mL de diclorometano, procurando que el disolvente 

cubriera por completo el sólido y se colocaron en el baño ultrasónico (Figura 6b) cubiertos 

con papel aluminio por 15 minutos. Durante esta etapa fue importante verificar que no 

aumentara la temperatura del baño, para lo cual se adicionaron bloques de enfriamiento 

dentro del baño. 

Pasado este tiempo se decantó el líquido hacia balones de destilación, pasando el extracto 

por un embudo con papel filtro que contuviera sílica gel en la parte inferior y sulfato de sodio 

anhidro en la parte superior. 

Finalmente, se le realizaron tres enjuagues de 5 mL de diclorometano a los frascos, se 

concentró todo el filtrado utilizando el rotavapor y se trasvasó el extracto recuperado a un 

vial cromatográfico. 
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(a) (b) 

Figura 6. Materiales utilizados en la extracción de la matriz de suelos: (a) suelo arenoso brindado por el 

laboratorio, (b) baño de ultrasonido utilizado para la extracción. 

3.8 Análisis de muestras ambientales 

Posterior al proceso de validación, se aplicó la metodología validada a las matrices de aguas 

y suelo que ingresaron por el sistema de recepción de muestras del laboratorio, entre los 

meses de junio – diciembre del 2020. AGQ Lambda S.A. recibe muestras de interés ambiental 

tanto de clientes del sector público como privado que manejan proyectos de remediación 

ambiental, monitoreo ambiental y otros proyectos de investigación. 

Para los respectivos análisis todas las muestras fueron tomadas por personal capacitado, 

considerando las condiciones óptimas de transporte y se siguieron todos los pasos de 

extracción y análisis indicados anteriormente para cada muestra por separado. 
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CAPÍTULO 4 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

4.1 Optimización del método 

El primer objetivo de la propuesta de metodología para la determinación de TPH consistió 

en optimizar las condiciones del método, tanto de la extracción de muestras como de las 

variables instrumentales. 

Muchos estudios de diseño experimental multivariado identifican los principales factores que 

intervienen en las condiciones de trabajo del equipo, como el volumen de inyección, la 

temperatura de inyección, la temperatura del detector, el flujo de gas portador, la relación de 

disolventes y la programación de temperaturas dentro del horno. (Zubair et al., 2015) 

De estos factores se ha demostrado que la velocidad de flujo del gas portador y la 

programación del horno representan los principales puntos por considerar cuando se desea 

obtener resoluciones óptimas de picos adyacentes en las figuras cromatográficas y mejorar 

los tiempos de análisis.  

La Figura 7 muestra un diagrama de Pareto que ejemplifica cómo la programación del horno 

se sobrepone a los demás factores cuando se trata de mejorar los tiempos de corrida. 
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Factor - Nombre 
A – Proporción del disolvente 
B – Programa del horno 
C – Volumen de inyección 
D – Temperatura de inyección 
E – Flujo de gas 
F – Detector 
 

Figura 7. Diagrama de Pareto utilizado para identificar los principales factores instrumentales que inciden en 

el tiempo de corrida del análisis. (Zubair et al., 2015) 

En este sentido, la determinación de TPH por su naturaleza analítica, no requería de una 

mejora significativa en la respuesta de su señal cromatográfica, pero sí en el tiempo de 

corrida, desde que su composición comprende analitos en un amplio espectro de puntos de 

ebullición. 

Considerando esta idea y la necesidad comercial de ser eficiente en cuanto a los tiempos de 

análisis, la optimización se acentuó en la optimización del programa de temperaturas. Uno 

de los cambios más significativos realizados a la metodología para la optimización de dicho 

factor fue la adquisición de una columna capilar de amplio rango de temperatura, que 

permitiera alcanzar límites de hasta 400 °C manteniendo una excelente resolución y sin verse 

comprometido su funcionamiento, como el modelo DB-5HT, descrito en la sección 3.5. El 

Cuadro III muestra las pruebas corridas en el GC-FID utilizando el estándar de FTRPH / 

Ventana de tiempo de retención para la optimización de las condiciones del programa de 

temperaturas en el horno. 
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Cuadro III. Programas de temperatura evaluados para la optimización de las condiciones de 

trabajo de la metodología de TPH en el ámbito de DRO y ORO. 

Rampa 
T detector  

(°C) 

T inicial del 

horno 

Programa de 

temperatura 

Tiempo de 

corrida 

(min) 

1 300 40 °C / 
Espera: 1 min 

8 °C/min hasta 360 °C, 
espera: 15 min 65,00 

2 320 50 °C / 
Espera: 1 min  

45 °C/min hasta 360 °C, 
espera: 15 min 31,89 

3 320 50 °C / 
Espera: 1 min 

25 °C/min hasta 360 °C, 
espera: 5 min 27,40 

4 360 50 °C / 
Espera: 1 min 

45 °C/min hasta 380 °C, 
espera: 15 min 32,33 

5 360 50 °C / 
Espera: 1 min 

45 °C/min hasta 380 °C, 
espera: 5 min 22,33 

6 380 60 °C / 
Espera: 1 min 

45 °C/min hasta 400 °C, 
espera: 7,50 min 20,06 

7 380 60 °C / 
Espera: 1 min 

45 °C/min hasta 380 °C, 
espera: 9,50 min 20,61 

Como se observa en el Cuadro III, las rampas programadas inicialmente inducían corridas de 

hasta una hora de medición, lo que generaba análisis poco viables. Posteriormente se 

procedió a incrementar la temperatura del horno y a mantener por mayor tiempo a los analitos 

bajo estas condiciones dentro de la columna. Esto permitió mejorar considerablemente los 

tiempos de corrida sin comprometer la vida útil de la columna o la figura del cromatograma. 

La rampa # 7 descrita en el Cuadro III fue la que brindó mejores resultados para correr los 

siguientes análisis de la metodología. 

La Figura 8 muestra un cromatograma del estándar FTRPH / Ventana de tiempo de retención 

medido bajo las condiciones de la rampa #1, en el que se puede observar saturación del 

detector y señales traslapadas, en tiempos de corrida cromatográfica muy extenso, mientras 

que en la Figura 9 se muestra un cromatograma para el mismo estándar bajo las condiciones 
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de la rampa #7, donde se observa una resolución apropiada de las señales en un tiempo de 

análisis reducido. 

 

Figura 8. Cromatograma obtenido para el estándar de marcaje FTRPH / Ventana de tiempo de retención 

medido bajo las condiciones de la rampa #1. 

 

 

Figura 9. Cromatograma obtenido para el estándar de marcaje FTRPH / Ventana de tiempo de retención 

medido bajo las condiciones de la rampa #7.  



37 
 

 
 

El uso de este estándar junto con los patrones de marcaje n-decano y n-tetracontano también 

fueron parte de la optimización del método, ya que anteriormente se utilizaba un coctel 

preparado con una cantidad limitada de alcanos. Este cambio permitió identificar más 

fácilmente las señales de cada fracción de analito y marcar los tiempos de retención 

apropiadamente. En la Figura 10 se puede apreciar la elución de los estándares de marcaje n-

decano y n-tetracontano, que permitieron la delimitación de las tres fracciones.  

 

 

Figura 10. Señales cromatográficas obtenidas para un estándar mixto de n-decano (C10) y n-tetracontano 

(C40) medidos en las condiciones de temperatura de la rampa #7. 

Este estándar de medición especifica que la señal de GC-FID se integra en la ventana de 

tiempo que comienza inmediatamente después del pico C10 hasta el inicio del pico C40 en un 

nivel de señal correspondiente a la línea base frente al pico del solvente. Así con este marcaje, 

la fracción de TPH de esta medición se determinó como la suma de los hidrocarburos 

resueltos y no resueltos eluidos entre los tiempos de retención del n-decano y n-tetracontano. 

(Xie et al., 1999) 

C10 C40 
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En estos análisis las ventanas de tiempo de retención se establecen para compensar cambios 

originados por cargas de la muestra y la variabilidad propia del sistema cromatográfico (EPA 

8000D); sin embargo, deben ser seleccionadas cuidadosamente para no generar falsos 

negativos o positivos. 

Una fuente importante de variación en esta forma de cuantificación se presenta con la 

integración de ventanas cromatográficas de tiempo muy amplias que poseen baja intensidad 

de señal, ya que, para el caso de los hidrocarburos, asignar correctamente los límites de 

integración para dichas señales se vuelve más complejo. (Drozdova et al., 2013) 

Para garantizar que la asignación de las señales era correcta y que la metodología era 

aplicable para los patrones utilizados, se realizaron pruebas a diferentes concentraciones. La 

Figura 11 muestra un cromatograma para el patrón mixto de DRO – ORO a una 

concentración de 3000 mg L-1. 

 

Figura 11. Señal cromatográfica obtenida para el patrón mixto de DRO – ORO en una concentración de 3000 

mg L-1 medida en las condiciones óptimas de temperatura. 
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En este cromatograma la figura característica del diésel (DRO) es apreciable desde los 5,500 

min hasta los 12,600 min y la del aceite (ORO) desde los 12,600 min hasta los 15,000 min. 

Esta huella digital representa la concentración relativa de los hidrocarburos presentes en una 

muestra particular y con la determinación de los tiempos de retención de cada fracción se 

facilita su óptima cuantificación. 

Finalmente, este análisis también permitió verificar el correcto desempeño del patrón mixto 

de hidrocarburos DRO – ORO, que se consideró como una optimización más del método, ya 

que muchas investigaciones sugieren que el uso de estos combustibles comerciales en este 

tipo de metodologías estrecha la comparación de los posibles componentes que se encuentran 

en las muestras contaminadas, volviéndolos más representativos. Por lo tanto, con la 

caracterización de estos combustibles mediante las condiciones cromatográficas 

establecidas, también se pudo garantizar su estabilidad y huella cromatográfica característica. 

4.2 Validación del método 

Una vez definidas las condiciones de trabajo se procedió a realizar la validación del método 

para las tres matrices definidas. El proceso de validación es el que permite demostrar que el 

procedimiento analítico es adecuado para su uso previsto y facilita el establecimiento de las 

características de desempeño, sus limitaciones e interferencias durante todas las etapas del 

análisis. (Eurolab, 2016) 

Existen diferentes guías que establecen procedimientos válidos para llevar a cabo un proceso 

de validación, sin embargo, siempre es importante que el procedimiento se ajuste al tipo de 

técnica que se trabaje y que los métodos estadísticos utilizados sean representativos de los 

resultados. Además, en algunas ocasiones es necesario ajustarse a reglamentaciones 
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específicas a la hora de realizar una validación y por esto, el proceso debe ser planificado 

considerando todos estos factores.  

La presente validación se trabajó siguiendo los lineamientos propuestos por la Guía 

Eurachem: La adecuación al uso de los métodos analíticos – Una Guía de laboratorio para 

la validación de métodos y temas relacionados (1ª ed. 2016), desarrollando los parámetros 

de desempeño indicados en la sección 2.6.1 (del presente trabajo) y considerando los criterios 

de aceptación de la norma EPA 8000D Separaciones Cromatográficas Determinativas que 

plantea valores meta para los análisis cromatográficos de muchas de las normas del 

compendio SW-846, de la cual se desprende la norma EPA 8015C. Así mismo se utilizó la 

guía Eurachem mencionada anteriormente como referencia para los análisis estadísticos 

presentados. 

La validación de la metodología consideró la cuantificación de TPH en el rango orgánico del 

diésel (DRO) C10 – C28 y el rango orgánico del aceite (ORO) C28 – C40. El rango orgánico de 

la gasolina no se consideró para esta validación ya que no se contó en dicho momento con el 

equipo necesario para realizar mediciones apropiadas de la fracción más volátil. Este rango 

debe ser ampliado en una consiguiente validación para obtener una medida de TPH completa. 

En la aplicación de la metodología se utilizaron combustibles comerciales para la preparación 

de los estándares de calibración. Esto implicó verificar el rendimiento cromatográfico de 

estas sustancias mediante su resolución y modelar la respuesta del detector en un rango de 

trabajo muy amplio. 
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Esta alternativa, sugerida en otras investigaciones y metodologías, incluida la EPA 8015C 

parte del hecho de que dichos combustibles e hidrocarburos comerciales brindan información 

más certera sobre el tipo de contaminación presente en un área (Nespeca et al., 2019; Saari 

et al., 2007) puesto que podrían ser, con mayor probabilidad, los que se encuentren 

derramados en las zonas contaminadas y dado que la determinación de TPH consiste 

esencialmente en la cuantificación de una mezcla compleja de compuestos, el uso de estas 

sustancias permitía acercarse aún más al objetivo de realizar una proyección del tipo de 

compuestos presentes en una zona. 

Si bien el método no es selectivo para cada sustancia de manera independiente, este si permite 

evaluar similitudes entre grupos combustibles a través de figuras cromatográficas, lo que 

brinda indicios de los hidrocarburos presentes en el medio, su forma de meteorización y otras 

interacciones bioquímicas que puedan tener con el medio, incluso permitiendo evaluar la 

presencia e interacción de otros subproductos de degradación. (Z. Wang & Fingas, 1997) 

Esta forma de evaluar la calibración también partió del hecho de que, en Costa Rica, la 

calidad de los combustibles supera la normativa regional centroamericana y sus propiedades 

fisicoquímicas y comerciales son garantizadas por un ente regulador.  

Particularmente se destacó la calidad del diésel por su bajo contenido de azufre, curva de 

destilación, índice de cetano y temperatura de inflamación, establecido en el Programa de 

Evaluación de Calidad de los Combustibles, mediante el cual la Refinadora Costarricense de 

Petróleo analiza todos los productos que comercializa. (ARESEP, 2020) 

Incluso en la directriz N°56-MINAE del 5 de octubre del 2016 donde se regulan las 

especificaciones y parámetros de calidad de los combustibles derivados del petróleo 
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comercializados en territorio nacional, se establece que las especificaciones técnicas del 

diésel deben cumplir con los Reglamentos Técnicos Centroamericanos y las especificaciones 

de calidad que establece la norma INTE 41-01-03 (Combustibles. Diésel. Especificaciones) 

y para esto es sometido constantemente a diversas pruebas de rendimiento como la 

viscosidad, curva de destilación, índice de cetano, punto de inflamación, presencia de agua 

y/o sedimentos, color, contenido de azufre, entre otros. Algunas de los resultados presentados 

por la ARESEP para estas pruebas en su último informe se muestran en el Cuadro IV.  

Cuadro IV. Pruebas fisicoquímicas realizadas para la determinación de la calidad del Diésel 

50 presentadas por ARESEP en el año 2020. 

Parámetro Resultado 

Contenido de agua y sedimentos < 0,01 

Contenido de aromáticos % v/v 16,58 

Contenido de azufre (ppm) 13,60 

Contenido de cenizas (ppm) < 0,002 

Contenido de Nitrógeno (ppm) < 0,015 

Índice de cetano 53,52 

Presencia de agua Ausente 

Presencia de sedimentos Ausente 

Punto inicial de la curva de destilación (°C) 169,47 

Punto final de la curva de destilación (°C) 360,02 

Residuo de Carbón Conradson < 0,10 

Densidad g/cm3 833,53 

Temperatura de inflamación (°C) 65,52 

Todas estas características permitieron garantizar que los patrones comerciales de 

combustible (Diésel 50 y aceite Quartz 5000) poseen características de desempeño óptimas 

para su uso y que presentan un desempeño cromatográfico apropiado, por lo que son 

ampliamente representativos para su uso previsto. 
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4.2.1 Linealidad  

La norma EPA 8015C sugiere el uso de al menos cinco estándares de diferente concentración 

para la preparación de la curva de calibración; sin embargo, por el amplio rango de 

concentración que pueden presentar los TPH en una zona contaminada, se decidió trabajar 

este parámetro con diez estándares de calibración que contenían cantidades definidas de DRO 

y ORO, de manera que se pudiera cubrir un rango que abarcara desde los límites permitidos 

para compuestos similares tipificados en la normativa nacional, hasta límites más altos 

determinados en otras investigaciones. Las concentraciones de trabajo se reportan en el 

Cuadro V. 

Se prepararon varias curvas de calibración para evaluar la señal instrumental en función de 

la concentración y de esta forma determinar el tipo de relación entre estas variables, verificar 

el alcance planteado y confirmar la efectividad del procedimiento instrumental. 

Cuadro V. Concentraciones seleccionadas para la preparación de la curva de calibración de 

DRO y ORO. 

Nivel Estándar de calibración Concentración (mg L-1) 

Bajo 

1 5 
2 25 
3 50 
4 75 
5 100 

Alto 

6 500 
7 1000 
8 2000 
9 3000 
10 4000 
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Una vez realizadas las lecturas iniciales de la curva y considerando la distribución de los 

patrones, se decidió dividirla en dos niveles (bajo y alto) para su tratamiento estadístico, ya 

que, los puntos de la curva se deben distribuir de la manera más uniforme posible. (Eurolab, 

2016) 

La linealidad del método se evaluó comparando el coeficiente de determinación con el 

criterio de aceptación indicado por el estándar EPA 8000D (R2 ≥ 0,99). Los valores de los 

coeficientes de determinación obtenidos para las curvas de calibración preparadas se 

observan en el Cuadro VI. 

Cuadro VI. Coeficientes de determinación (R2) obtenidos en el análisis de mínimos 

cuadrados de las curvas de calibración de DRO y ORO. 

Fracción 
Coeficientes de determinación (R2) 

Criterio: R2 ≥ 0,99 
Curva 1 Curva 2 Curva 3 

DRO 
(nivel bajo) 

0,995 0,997 0,997 

DRO 
(nivel alto) 

0,996 0,998 0,996 

ORO 
(nivel bajo) 

0,995 0,996 0,996 

ORO 
(nivel alto) 

0,995 0,996 0,996 

De la información resumida en el cuadro VI se infiere que el modelo matemático que muestra 

la relación entre la señal y la concentración (ecuación de la recta) se puede utilizar para 

propósitos cuantitativos. Para complementar este análisis se realizó un contraste estadístico, 

utilizando una prueba t de dos colas y n – 2 grados de libertad; en todos los casos se rechazó 

la hipótesis nula, es decir, se comprobó que existe una correlación lineal significativa entre 
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las concentraciones de analito y la señal registrada. En el Anexo 1 se incluye una muestra de 

este cálculo. 

Finalmente, es recomendable examinar visualmente las curvas de calibración y los gráficos 

de residuales para identificar valores atípicos y confirmar la linealidad. (Eurolab, 2016) De 

esta manera se observa en la Figura 12 el cumplimiento de este parámetro para todos los 

niveles de concentración de DRO y ORO. 
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 (a) 

 

 
 

 

(b) 

 

 
 

 

(c) 

 

 
 

 

(d) 

 

 
 

 

Figura 12. Curvas de calibración y sus respectivos gráficos de residuales para la cuantificación de:       

(a) DRO nivel bajo, (b) DRO nivel alto, (c) ORO nivel bajo y (d) ORO nivel alto. 
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4.2.2 Límite de detección y cuantificación 

Para la determinación de los límites de detección (LD) y cuantificación (LC) se midieron no 

menos de ocho réplicas de muestra enriquecida con una baja concentración del analito, pero 

suficiente para que fuera superior al límite de detección esperado, ya que para técnicas 

cromatográficas se recomienda la detección de picos por encima del ruido instrumental. 

(Eurolab, 2016) 

Los valores de los límites de detección y cuantificación se calcularon a partir de la desviación 

estándar de los resultados (so) y las ecuaciones [3] y [4] respectivamente. En el Anexo 2 se 

presenta una muestra de dichos cálculos. Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro 

VII. 

Cuadro VII. Límites de detección y cuantificación obtenidos de acuerdo con la guía 

Eurachem (Eurolab, 2016) para DRO y ORO en las matrices analizadas. 

Matriz 

Analito 
DRO ORO 

LD  
(mg L-1) 

LC  
(mg L-1) 

LD  
(mg L-1) 

LC  
(mg L-1) 

Agua subterránea 0,03 0,1 0,03 0,1 
Agua residual 0,03 0,1 0,03 0,09 

Suelo 2a 7a 2a 8a 

a Se reporta en mg kg-1. 

El reglamento de vertido y reúso de aguas residuales, Decreto N°33601 establece para el 

vertido de hidrocarburos en cuerpos receptores de agua un valor máximo admisible de 10 mg 

L-1. Con base en esta información y en otros estudios ambientales se buscó que los límites de 

aplicación del método fueran comparables con la legislación aplicada. 
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Si bien en Costa Rica los reglamentos no especifican valores máximos admisibles específicos 

para los hidrocarburos totales de petróleo, es común que los estudios consideren a los 

compuestos de mayor toxicidad presentes como una referencia. Por ejemplo, podrían 

establecerse límites de detección y cuantificación que consideren los valores máximos 

admisibles para el benceno, el tolueno o el benzo-alfa-pireno y de esta manera garantizar la 

detección de hidrocarburos a niveles muy bajos de concentración. 

En esta validación el estudio de los límites se planteó bajo esta premisa, buscando valores 

inferiores e incluso menores que 0,5 mg L-1 en aguas y 10 mg L-1 en suelos, como lo plantean 

otros estudios (Weisman, 1998) y la misma legislación. La diferencia notoria de magnitudes 

se debe principalmente al efecto matriz que es más representativo en suelos, lo que interfiere 

con la sensibilidad del método y dificulta alcanzar límites de menor magnitud. (Imam et al., 

2019) 

Con los resultados obtenidos, se puede inferir que los límites de detección y cuantificación 

para las fracciones de DRO y ORO alcanzan los valores metas planteados y que son 

funcionales para el propósito de esta investigación. 

Finalmente se debe destacar que la propuesta de los límites depende en gran medida de la 

técnica trabajada y de los objetivos de la investigación y que, si bien es posible considerar 

valores específicos para determinar límites de detección y cuantificación, plantear un valor 

fijo para los TPH es un poco ambiguo, al englobar este análisis una gran variedad de 

compuestos. 
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4.2.3 Precisión 

El parámetro de precisión se trabajó bajo sus componentes de repetibilidad y precisión 

intermedia, a través de una estimación de la desviación estándar de grupos pequeños de 

valores correspondientes a diferentes días (muestras por duplicado medidas en el mismo 

laboratorio por cinco días). Para esto las dos muestras enriquecidas en cada nivel se 

agruparon por día de medición donde la combinación de las varianzas entre y dentro de 

grupos representa la variación total. (Eurolab, 2016) 

A través de un ANOVA de un factor se pudo obtener de manera independiente la 

repetibilidad del método y la variación generada por las condiciones de trabajo (tiempo 

prolongado). Un ejemplo de la estructura de la tabla ANOVA se presenta en el Anexo 3. 

Dichos análisis ANOVA se caracterizan porque poseen al menos ocho valores, en cuatro 

diferentes grupos de dos elementos cada uno, con un total de siete grados de libertad. La 

desviación estándar de la repetibilidad (sr) y la precisión intermedia (sI) se determinaron 

evaluando los datos correspondientes en las ecuaciones [5], [6] y [7]. 

sr = √MSi [5] 

si = √
MSe − MSi

n
 [6] 

sI = √sr
2 + si

2 [7] 

Donde, MSi y MSe corresponden al cuadrado medio dentro y entre grupos respectivamente 

y n corresponde al número de elementos por grupo. 
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4.2.3.1 Repetibilidad 

La componente de repetibilidad describe la dispersión de los resultados cuando las 

mediciones son realizadas en condiciones similares (mismo analista, mismo equipo y en un 

periodo corto de tiempo). En el cuadro VIII se presentan las desviaciones estándar relativas 

para DRO y ORO en los tres niveles de concentración evaluados. 

Cuadro VIII. Desviación estándar relativa (% DER) obtenida para DRO y ORO en los tres 

niveles de concentración estudiados en condiciones de repetibilidad. 

Matriz 

Desviación Estándar Relativa (<20% DER) 

DRO ORO 

Nivel 
Bajo 

Nivel 
Medio 

Nivel 
Alto 

Nivel 
Bajo 

Nivel 
Medio 

Nivel 
Alto 

Aguas 
subterráneas 14 2 6 8 4 4 

Aguas 
residuales 3 8 6 7 3 10 

Suelos 6 11 5 13 2 8 

4.2.3.2 Precisión intermedia 

La componente de precisión intermedia describe la variación de los resultados en condiciones 

de mayor variabilidad, en este caso en concreto, medidas en un período prolongado de tiempo 

(cinco días de medición). En el cuadro IX se presentan las desviaciones estándar relativas 

para DRO y ORO en los tres niveles de concentración evaluados para precisión intermedia. 
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Cuadro IX. Desviación estándar relativa (% DER) obtenida para DRO y ORO en los tres 

niveles de concentración estudiados en condiciones de precisión intermedia. 

Matriz 

Desviación Estándar Relativa (<20% DER) 

DRO ORO 

Nivel 
Bajo 

Nivel 
Medio 

Nivel 
Alto 

Nivel 
Bajo 

Nivel 
Medio 

Nivel 
Alto 

Aguas 
subterráneas 16 4 11 12 5 12 

Aguas 
residuales 12 8 13 11 9 13 

Suelos 12 13 11 13 12 15 

Con los resultados obtenidos se puede notar que la repetibilidad y la precisión intermedia 

cumplen con el criterio de aceptación establecido por la norma EPA 8000D, donde los % 

DER deben ser ≤ 20%. 

4.2.4 Veracidad 

Para el estudio de veracidad, que evalúa los errores sistemáticos que pudieran presentarse, se 

midió la concentración de los analitos en muestras de ensayo enriquecidas y no enriquecidas 

(con el patrón mixto de DRO y ORO en concentraciones de 50 000 mg L-1 para el nivel alto, 

15 000 mg L-1 para el nivel medio y 150 mg L-1 para el nivel bajo) para determinar el 

porcentaje de recuperación (𝑅′) utilizando la ecuación [2]. 

En el cuadro X se presentan los porcentajes de recuperación obtenidos para DRO y ORO en 

cada matriz, donde se verifica que cumplen con el criterio de aceptación planteado por la 

EPA 8000D que indica porcentajes de recuperación óptimos entre un (70 – 130) %. 
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Cuadro X. Porcentajes de recuperación obtenidos para DRO y ORO en los tres niveles de 

concentración estudiados. 

Matriz 

Porcentajes de recuperación (70-130) % 

DRO ORO 

Nivel 
Bajo 

Nivel 
Medio 

Nivel 
Alto 

Nivel 
Bajo 

Nivel 
Medio 

Nivel 
Alto 

Aguas 
subterráneas 86 93 102 88 97 96 

Aguas 
residuales 112 99 100 91 101 99 

Suelos 101 105 104 94 102 97 

4.2.5 Sensibilidad 

En este estudio se evaluó la sensibilidad de calibración, que hace referencia a la diferencia 

mínima de concentración que puede generar una señal medible dentro del intervalo de 

medición. Para esto se calculó la relación entre el cambio de la respuesta analítica por unidad 

de concentración, es decir, la pendiente de la recta de mejor ajuste. 

Como se observa en la Figura 12 el valor de la pendiente para las curvas de nivel bajo y alto 

de DRO y ORO es mayor que cero en todos los casos y la señal instrumental incrementa con 

la cantidad de analito, por lo tanto, se puede inferir que el método es sensible dentro del 

intervalo de trabajo. 

Así mismo, como se ilustra en la Figura 13 es posible realizar una comparación visual del 

cambio de la señal instrumental por el aumento en la concentración para el patrón mixto de 

DRO y ORO. 
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(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 

(d) 

 

Figura 13. Señales del patrón mixto de DRO y ORO a diferentes concentraciones: (a) Blanco, (b) 

100 mg L-1, (c) 500 mg L-1, (d) 4000 mg L-1. 
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4.2.6 Selectividad 

Debido a que los TPH son una mezcla compleja y numerosa de hidrocarburos, la norma EPA 

8015C define el método de cuantificación de compuestos orgánicos no halogenados como 

no selectivo. Así mismo, la naturaleza no específica del detector FID y la probable presencia 

de otros compuestos orgánicos (no categorizados como TPH) hace que estos puedan 

contribuir en la señal cuantificable de TPH. 

Por este motivo, es recomendable que los cromatogramas del método se verifiquen como 

parte de un control de calidad, sin embargo, el patrón de un cromatograma esperado para un 

combustible no cambiará significativamente por la presencia de otros hidrocarburos 

derivados del proceso de degradación, ya que siempre se estará en presencia de otros 

compuestos que actúan como control dentro de los respectivos rangos de punto de ebullición. 

De esta manera la figura esperada para un combustible como la gasolina no llegaría a 

parecerse a la de otro combustible aún en presencia de otros compuestos considerados como 

interferencias. 

De igual manera y considerando el propósito de investigación preliminar de los TPH, la 

identificación de los compuestos presentes en la mezcla no es un objetivo crítico para la gran 

mayoría de estas investigaciones. 

4.3 Determinación de TPH en muestras ambientales 

Una vez realizado el proceso de validación se procedió a aplicar el método en muestras reales 

ingresadas al Laboratorio Orgánico Medioambiental por medio de muestreos realizados por 

funcionarios del laboratorio, en el período comprendido entre junio y diciembre del 2020. 
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Dado que la presente metodología abarca en específico el rango orgánico del diésel (DRO) 

y el rango orgánico del aceite (ORO) el análisis se realizó particularmente para estas 

fracciones.  

Inicialmente, en el caso de las aguas, se observó que tanto para la fracción de DRO como 

para la de ORO, la mayoría de las muestras se encontraban en un rango de concentración 

entre (0 – 100) mg L-1 lo que significa que superaban el límite reglamentario permitido por 

el Reglamento de Vertido y Reúso de Aguas Residuales fijado en 10 mg L-1 para cuerpos 

receptores, e incluso algunas muestras superaron los 100 mg L-1 y 1000 mg L-1 (ver Figura 

14). 

 

Figura 14. Rangos de concentración obtenidos para DRO en las muestras analizadas de aguas 

subterráneas y aguas residuales en el período junio – diciembre 2020. 

Esta misma tendencia se presentó en el caso de los suelos, Figura 15, donde incluso se puede 

observar que, en comparación con las matrices de agua, se presentó una mayor cantidad de 

muestras contaminadas por encima de una concentración de 1000 mg L-1
, cuando el límite 

permitido por el Reglamento sobre Valores guía en Suelos para Descontaminación de Sitios 
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Afectados por Emergencias Ambientales y Derrames establece un valor de intervención de 

61 mg L-1 para gasolina, diésel y aceite en suelos de uso agrícola y residencial y 100 mg L-1 

para suelos de uso industrial. 

 

Figura 15. Rangos de concentración obtenidos para DRO en las muestras analizadas de suelos en el 

período junio – diciembre 2020. 

Las Figuras 16 y 17 muestran el comportamiento de la fracción orgánica del aceite (ORO) 

en aguas y suelos respectivamente. Donde se muestra que la mayoría de las muestras se 

ubicaron en el rango de (0 – 100) mg L-1 y que muy pocas superaron los 1000 mg L-1, sin 

embargo, continúan manteniéndose por encima de los límites establecidos. 
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Figura 16. Rangos de concentración obtenidos para ORO en las muestras analizadas de aguas subterráneas y 

aguas residuales en el período junio – diciembre 2020. 

 

Figura 17. Rangos de concentración obtenidos para ORO en las muestras analizadas de suelos en el período 

junio – diciembre 2020. 

Con dichas fracciones analizadas se procedió a realizar la sumatoria de DRO y ORO para 

obtener un valor de TPH en algunas de las muestras analizadas de agua subterránea y suelo 

para este ámbito, con lo que se lograron establecer valores entre (0 – 100) mg L-1 para la 

mayoría de los análisis, como se muestra en las Figuras 18 y 19 respectivamente. 
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Figura 18. Rangos de concentración obtenidos para la determinación de TPH en algunas muestras analizadas 

de aguas subterráneas durante el período junio – diciembre 2020. 

 

Figura 19. Rangos de concentración obtenidos para la determinación de TPH en algunas muestras analizadas 

de suelo durante el período junio – diciembre 2020.  
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Con este estudio se evidenció que la metología planteada es eficaz para la detección y 

cuantificación de las fracciones de DRO y ORO en las matrices de aguas y suelos, y que estos 

dos rangos permiten un estudio preliminar de todo el complejo de TPH. 

Además, dicho análisis advierte que la contaminación por hidrocarburos derivados del 

petróleo es una situación que no puede ser desatendida a nivel ambiental y que incluso los 

valores estudiados sobrepasaron los límites reglamentarios, razón por la cual ofrecer este tipo 

de metodologías posee un valor significativo en el estudio y monitoreo de zonas que 

presenten riesgo de contaminación o que deban ser intervenidas. 
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CAPÍTULO 5 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES  

Con base en el estudio realizado y los resultados obtenidos se concluye que el método para 

la determinación de hidrocarburos totales de petróleo (TPH) en aguas y suelos en las 

fracciones del rango orgánico del diésel (DRO) de C10 – C28 y el rango orgánico del aceite 

(ORO) C28 – C40 es adecuado para su uso previsto. 

Así mismo, como parte del proceso de validación, se lograron optimizar las condiciones 

instrumentales que garantizaron el correcto análisis de los parámetros de desempeño. Dichas 

condiciones se describen en el cuadro XI.  

Cuadro XI. Resumen de las condiciones instrumentales definidas en el GC-FID para la 

determinación de los hidrocarburos totales de petróleo en el rango DRO y ORO. 

Condiciones del inyector 

Modo Split 10:1 

Volumen de inyección 2,0 µL 

Temperatura inicial 200 °C 

Gas de arrastre Nitrógeno 

Flujo de gas 20 mL/min 

Condiciones del horno 

Temperatura inicial 60 °C 

Programación de temperatura 45 °C/min hasta 380 °C, espera: 9,50 min 

Tiempo de corrida 20,61 min 

Condiciones del Detector 

Temperatura 380 °C 
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Con esto se logró también evaluar de manera apropiada cada uno de los parámetros de 

desempeño planteados, que dieron sustento a la eficacia de la validación. Los resultados 

obtenidos, junto con su criterio de aceptación para cada matriz, se detallan en los cuadros 

XII, XIII, XIV. 

Cuadro XII. Resumen de los resultados obtenidos para cada parámetro de desempeño y su 

correspondiente criterio de aceptación en la matriz de aguas subterráneas. 

Parámetro Resultado obtenido 
Criterio de 

aceptación 
Condición 

Linealidad 

DRO (bajo) = 0,996 
DRO (alto) = 0,997 
ORO (bajo) = 0,996 
ORO (alto) = 0,996 

R2 ≥ 0,99 Cumple 

Límite de 
detección 

DRO = 0,03 
ORO = 0,03 

≤ Límite de reporte 
legal (mg/L) Cumple 

Límite de 
cuantificación 

DRO = 0,1 
ORO = 0,1 

≤ Límite de reporte 
legal (mg/L) Cumple 

Precisión 
(repetibilidad) 

DRO (bajo) = 14 
DRO (medio) = 2 
DRO (alto) = 6 
ORO (bajo) = 8 
ORO (medio) = 4 
ORO (alto) = 4 

<20% DER Cumple 

Precisión 
(precisión 

intermedia) 

DRO (bajo) = 16 
DRO (medio) = 4 
DRO (alto) = 11 
ORO (bajo) = 12 
ORO (medio) = 5 
ORO (alto) = 12 

<20% DER Cumple 

Veracidad 

DRO (bajo) = 86 
DRO (medio) = 93 
DRO (alto) = 102 
ORO (bajo) = 88 
ORO (medio) = 97 
ORO (alto) = 96 

(70-130) % Cumple 

Sensibilidad 

DRO (bajo) = (4,3 ± 0,2) x103 
DRO (alto) = (4,5 ± 0,2) x103

 
ORO (bajo) = (2,6 ± 0,1) x103

 
ORO (alto) = (6,1 ± 0,5) x103 

> 0 Cumple 

Selectividad No aplica No aplica No aplica por la 
naturaleza del método 
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Cuadro XIII. Resumen de los resultados obtenidos para cada parámetro de desempeño y su 

correspondiente criterio de aceptación en la matriz de aguas residuales. 

Parámetro Resultado obtenido 
Criterio de 

aceptación 
Condición 

Linealidad 

DRO (bajo) = 0,996 
DRO (alto) = 0,997 
ORO (bajo) = 0,996 
ORO (alto) = 0,996 

R2 ≥ 0,99 Cumple 

Límite de 
detección 

DRO = 0,03 
ORO = 0,03 

≤ Límite de reporte 
legal (mg/L) Cumple 

Límite de 
cuantificación 

DRO = 0,1 
ORO = 0,09 

≤ Límite de reporte 
legal (mg/L) Cumple 

Precisión 
(repetibilidad) 

DRO (bajo) = 3 
DRO (medio) = 8 
DRO (alto) = 6 
ORO (bajo) = 7 
ORO (medio) = 3 
ORO (alto) = 10 

<20% DER Cumple 

Precisión 
(precisión 

intermedia) 

DRO (bajo) = 12 
DRO (medio) = 8 
DRO (alto) = 13 
ORO (bajo) = 11 
ORO (medio) = 9 
ORO (alto) = 13 

<20% DER Cumple 

Veracidad 

DRO (bajo) = 112 
DRO (medio) = 99 
DRO (alto) = 100 
ORO (bajo) = 91 
ORO (medio) = 101 
ORO (alto) = 99 

(70-130) % Cumple 

Sensibilidad 

DRO (bajo) = (4,3 ± 0,2) x103 
DRO (alto) = (4,5 ± 0,2) x103

 
ORO (bajo) = (2,6 ± 0,1) x103

 
ORO (alto) = (6,1 ± 0,5) x103 

> 0 Cumple 

Selectividad No aplica No aplica No aplica por la 
naturaleza del método 
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Cuadro XIV. Resumen de los resultados obtenidos para cada parámetro de desempeño y su 

correspondiente criterio de aceptación en la matriz de suelos. 

Parámetro Resultado obtenido 
Criterio de 

aceptación 
Condición 

Linealidad 

DRO (bajo) = 0,996 
DRO (alto) = 0,997 
ORO (bajo) = 0,996 
ORO (alto) = 0,996 

R2 ≥ 0,99 Cumple 

Límite de 
detección 

DRO = 2 
ORO = 2 

≤ Límite de reporte 
legal (mg/L) Cumple 

Límite de 
cuantificación 

DRO = 7 
ORO = 8 

≤ Límite de reporte 
legal (mg/L) Cumple 

Precisión 
(repetibilidad) 

DRO (bajo) = 6 
DRO (medio) = 11 
DRO (alto) = 5 
ORO (bajo) = 13 
ORO (medio) = 2 
ORO (alto) = 8 

<20% DER Cumple 

Precisión 
(precisión 

intermedia) 

DRO (bajo) = 12 
DRO (medio) = 13 
DRO (alto) = 11 
ORO (bajo) = 13 
ORO (medio) = 12 
ORO (alto) = 15 

<20% DER Cumple 

Veracidad 

DRO (bajo) = 101 
DRO (medio) = 105 
DRO (alto) = 104 
ORO (bajo) = 94 
ORO (medio) = 102 
ORO (alto) = 97 

(70-130) % Cumple 

Sensibilidad 

DRO (bajo) = (4,3 ± 0,2) x103 
DRO (alto) = (4,5 ± 0,2) x103

 
ORO (bajo) = (2,6 ± 0,1) x103

 
ORO (alto) = (6,1 ± 0,5) x103 

> 0 Cumple 

Selectividad No aplica No aplica No aplica por la 
naturaleza del método 
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Con la metodología también se logró analizar de manera efectiva una cantidad significativa 

de muestras que puso a prueba el desempeño del método, con lo que se pudo identificar que 

muchas de estas superaban los límites reglamentarios permitidos, por lo que se concluye que 

la metodología representa una herramienta de gran utilidad para el estudio y monitoreo de 

sitios contaminados con hidrocarburos. 

La validación del método de hidrocarburos totales de petróleo representó para el laboratorio 

un reto analítico significativo, no solo por su objetivo de crecimiento en cuanto a la oferta de 

sus servicios, sino porque la metodología abría espacio a otras investigaciones ambientales 

para el sector industrial del país y en ese sentido, ampliar en otras líneas de investigación 

relacionadas o dar pie a la mejora de factores que aún deben optimizarse, resultaría de gran 

aporte. 

Primordialmente se recomienda la validación e implementación del rango orgánico de la 

gasolina (GRO), que para esta investigación se definió entre C6 – C10, ya que para completar 

la totalidad del parámetro de hidrocarburos (TPH) es necesario determinar también el aporte 

de los compuestos volátiles. Para esto, se recomienda trabajar con el equipo requerido y las 

técnicas especializadas que faciliten la cuantificación de compuestos volátiles, como por 

ejemplo la tecnología headspace, que permiten una extracción e inyección eficiente de dichas 

sustancias. 

Así mismo, se recomienda incluir de manera más integral, el análisis y cálculo de la 

incertidumbre de medición, como parámetro complementario a la exactitud de los resultados, 

siendo especialmente minucioso la incertidumbre asociada a los muestreos, ya que se ha 

comprobado en algunos estudios geoquímicos que este procedimiento aporta entre un (50 – 

70) % de la totalidad de la incertidumbre de la medición. (Saari et al., 2008) 
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Por otra parte, incluir controles de calidad más rigurosos para monitorear el comportamiento 

de la calibración, la extracción eficiente de las muestras y la aparición de posibles 

interferencias es una necesidad imperante para mantener un método competente, por esta 

razón se recomienda, en la medida de lo posible, incorporar compuestos subrogados al 

proceso de extracción de muestras, que evalúen con mayor eficacia las posibles interferencias 

con los analitos y el uso continuo de patrones de marcaje que faciliten la labor de cuantificar 

a partir de las figuras cromatográficas obtenidas. 

Así mismo se recomienda extender el análisis del parámetro de veracidad considerando 

enriquecimientos por debajo de los 150 mg L-1 planteados inicialmente, con la finalidad de 

garantizar una mayor cobertura del control de las muestras que, como se observó en la 

medición de muestras ambientales, se encontraban por debajo de los 100 mg L-1. 

Por otra parte, y en concordancia con la finalidad de protección ambiental que busca esta 

investigación, se recomienda el estudio y aplicación de otras sustancias disolventes diferentes 

al diclorometano, que tengan una eficiencia analítica y cromatográfica igual o superior, pero 

que posean un menor impacto ambiental como residuo.  

Finalmente, es importante resaltar en este tipo de metodología que sus resultados son muy 

apegados a la técnica de análisis que se utilice, por lo que las comparaciones entre 

metodologías o parámetros de desempeño deben ser consistentes y evaluados previamente 

por los laboratorios para obtener resultados reproducibles. 
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ANEXOS 

Anexo 1 

Prueba t para verificar correlación lineal significativa 

Hipótesis nula (Ho): la correlación entre el área y la concentración de analito es cero. 

t =
|r|√n − 2

√1 − r2
 

ttabulado t3 = 3,18 (P = 0,05) 

Curva de 

calibración 
Nivel t calculado Relación 

DRO 

Bajo 
t =

|0,9996 … |√5 − 2

√1 − 0,9996 …2
= 69,2 

 

tcal > ttab 
Se rechaza la 
hipótesis nula 

Alto 
t =

|0,9997 … |√5 − 2

√1 − 0,9997 …2
= 71,1 

 

ORO 

Bajo 
t =

|0,9995 … |√5 − 2

√1 − 0,9995 …2
= 57,1 

 

Alto 
t =

|0,9992 … |√5 − 2

√1 − 0,9992 …2
= 42,3 
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Anexo 2 

Muestra de cálculo para la determinación de los límites de detección y cuantificación 

de DRO en aguas residuales 

Cuadro A2. Valores de resumen para la concentración de DRO. 

Medición 

Concentración 

DRO 

(mg L-1) 

Concentración 

promedio DRO 

(mg L-1) 

Desviación 

estándar  

(mg L-1) 

1 0,069 

0,087 0,01 

2 0,071 
3 0,086 
4 0,085 
5 0,097 
6 0,094 
7 0,092 
8 0,098 
9 0,092 
10 0,088 

 

Promedio 

 

[DRO]̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ =
∑[DRO]i

n
=

0,8716 mg L−1

10
= 0,08715 … mg L−1 

 

Desviación 
estándar 

 

𝑠0 = √∑([DRO]i − [DRO]̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ )
2

n − 1
= √

0,0008792

9
= 0,00988 … mg L−1 

 

 

LD = 3 × s0 = 3 × 0,00988 … mg L−1 = 0,03 mg L−1 

LC = 10 × s0 = 10 × 0,00988 … mg L−1 = 0,1 mg L−1 
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Anexo 3 

Determinación de la repetibilidad y precisión intermedia por un análisis de la varianza 

(ANOVA) de la concentración de DRO en muestras de ensayo de aguas residuales 

enriquecidas a un nivel bajo 

Cuadro A3-1. Valores de masa de DRO recuperadas en las muestras enriquecidas a un nivel 

bajo agrupadas por día de medición. 

Nivel  Réplica  
Masa recuperada (mg) 

Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 

Bajo  
1 0,095 0,093 0,093 0,070 0,086 

2 0,093 0,100 0,093 0,073 0,090 

Suma 0,14 0,18 0,19 0,19 0,19 

Promedio 0,071 0,088 0,094 0,096 0,093 

Varianza 4,1x10-6 6,0x10-6 3,1x10-6 2,1x10-5 2,6x10-6 

 

Cuadro A3-2. Estructura de la tabla ANOVA de un factor para la determinación de los 

cuadros medios de los datos agrupados por día de mediación. 

Origen de 

las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados 

de 

libertad 

Promedio 

de los 

cuadrados 

F Probabilidad 

Valor 

crítico para 

F 

Entre 
grupos 0,000822 4 0,000206 

29,7 0,00112 5,19 
Dentro de 
los grupos 3,46x10-5 5 6,92x10-6 

Total 0,000857 9     
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sr = √MSi = √6,92 × 10−6 = 0,003 𝑚𝑔 

si = √
MSe − MSi

n
= √

2,06 × 10−4 − 6,92 × 10−6

2
= 0,01 𝑚𝑔 

sI = √sr
2 + si

2 = √0,0032 + 0,012 = 0,01 𝑚𝑔 

 

Repetibilidad 

%𝐷𝐸𝑅 =
𝑠𝑟

[𝐷𝑅𝑂]̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅
× 100 =

0,003

0,088
× 100 = 3% 

 

Precisión intermedia %𝐷𝐸𝑅 =
𝑠𝐼

[𝐷𝑅𝑂]̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅
× 100 =

0,01

0,088
× 100 = 12% 

 


