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Resumen

Se establecio una linea base para la presencia de hidrocarburos derivados del petroleo en
sedimentos costeros y disueltos y dispersos en el agua de mar de Playa Blanca, ubicada en Punta
Morales en la provincia de Puntarenas, CR. Se realizaron en total cuatro campafias de muestreo,
dos durante el afio 2012, una en el 2013 y la Gltima en el 2015, y abarcando en ellas la toma de
muestras en la época lluviosa y en la época seca del pais. En cada una de las primeras tres
campafias se recolectaron tres muestras de agua de diferentes lugares, y cuatro de sedimentos de
distintos lugares también; mientras que para campafia de 2015 s6lo se tomaron las muestras de

sedimentos.

En el agua de mar se determind la presencia de benceno, tolueno, etilbenceno y orto,
meta, y para-xileno, ademas de hidrocarburos poliaromaticos (HPA) mediante cromatografia de
gases y cromatografia liquida de alta resolucion. La concentracién de estos analitos en las
muestras de agua se encontraron por debajo de los limites de deteccion, siendo concentraciones
menores a 1,0 mg/L para los hidrocarburos totales y 0,5 mg/L para los hidrocarburos
poliaromaticos. También se realizé una caracterizacion fisicoquimica de las muestras acuosas
mediante el analisis de la concentracién de oxigeno, conductividad eléctrica y solidos disueltos

totales.

Se tomé de Playa Blanca extractos de sedimentos para establecer existencia de
hidrocarburos poliaromaticos, comparando los resultados contra patrones de bifenilo (Ci2Ho),
antraceno (CisHyo), pireno (Ci¢Hio) y criseno (CisHiz2) y alcanos lineales (n-tricosano (CasHag), n-
pentacosano (CysHsz) y n-octacosano (CasHss). La extraccion de los hidrocarburos de las muestras
de sedimento de las primeras tres campafias de muestreo se llevaron a cabo por el método de
extraccion Soxhlet y posteriormente se analizé mediante cromatografia de gases. En este caso los
resultados estaban por debajo de los limites de cuantificacion (5 mg/g) y con recuperaciones de

los alcanos lineales y HPA muy bajos y poco reproducibles.

Se realizo una cuarta campafia de muestreo especificamente para probar nuevos métodos
de extraccion de hidrocarburos y compararlos contra el método de referencia de Soxhlet. Uno de

los métodos probados fue mediante la dispersion de matriz en fase solida (MSPD) con resultados



de recuperacion para los HPA entre el 41% y el 54%; mientras que también se utilizé un método
de microextraccion en fase sélida asistida por Vortex con recuperaciones entre el 55% y el 90%.



DISTRIBUCION ESPACIO-TEMPORAL DE HIDROCARBUROS DE
PETROLEO EN SEDIMENTOS COSTEROS Y DISUELTOS Y DISPERSOS EN
LAS AGUAS FRENTE A PLAYA BLANCA, PUNTA MORALES EN
PUNTARENAS DE COSTA RICA

CAPITULO 1

Introduccion

El océano cubre el 71% de la superficie del planeta Tierra y debido a que abarca la
mayoria de la superficie es un campo de estudio interesante por su potencial para generar energia,
alimentos y otros productos de alto valor agregado. Posee un volumen de unos 1400 000 km?, lo
que llevo a pensar que tenia una capacidad de dilucion infinita, que podia servir como un
gigantesco vertedero para todos los desechos producidos y que era un recurso perdurable. A pesar
de que estas ideas han descartado con el tiempo, son evidentes los problemas ambientales de
contaminacién como la disminucién en la concentracion de oxigeno por el vertido de compuestos
con carbono, nitrégeno y fosforo, la alteracion de ecosistemas, el cambio en las caracteristicas del
agua y de los suclos de la zonas y los cambios en las costumbres, habitos y genética de los
animales (Botello, 2009).

En el acta de 1996 de la Convencion de las Naciones Unidas Sobre el Derecho del Mar
s¢ define la contaminacién marina como “la introduccion por el ser humano, directa o
indirectamente, de sustancias o energia en los ambientes marios que resulta en efectos nocivos
a los recursos vivientes, peligro a la salud humana y afectaciones a la actividad marina”
(Davidson, 1997). La contaminacién conlleva un impacto negativo al ecosistema marino y
provoca cambios en los organismos y en los seres humanos, en aspectos como la salud, la

reproduccion y el crecimiento (Potters, 2013).



1. Caracteristicas quimicas del medio marino

El océano es un sistema que contiene material organico e inorganico y las especies
quimicas presentes pueden ser sélidas, liquidas o gaseosas. Cada especie es importante en los
diferentes procesos fisicos y quimicos que se llevan a cabo en el ambiente marino. Los iones mas

abundantes se indican en el Cuadro I (Kester, 1972).

Cuadro I. Concentracién promedio de los iones mas abundantes en el agua de mar (g/kg).
Modificado de (Anderson, 2008; Kester, 1972)

- Constituyente Concentracién (g/kg)
Cl()rurc{ _» 1 19,345
Sodio __I 10,752
Magnesio i 1,295
Sulfato .| 2,701 e o}
Calcio - 1 e _0:11'6
Potasio . 0,390
Bicarbonato i 0,145

La masa de estos constituyentes es de aproximadamente 35 g/kg de agua de mar. Aunque
el valor de salinidad puede variar entre 30 g/kg y 37 g/kg, la proporcion relativa de los iones
mayoritarios en el agua de mar es constante, lo que varia es la cantidad de agua en relacién con

las sales presentes (Kester, 1972).

Ademas de las sales inorganicas, el agua de mar contiene gases disueltos debido a las
interacciones entre el océano y la atmésfera producto de la agitacion que causan el viento, las
corrientes y las olas. El nitrogeno (N2) y el oxigeno (O2) son los gases que se encuentran en mas
abundancia en los ecosistemas acuaticos. El O; es el gas disuelto de mayor importancia en los
procesos quimicos y bioquimicos, debido a que su disponibilidad tiene consecuencias en la
calidad del agua, la diversidad en el ambiente marino, y principalmente, traza la division entre la
vida aertbica y la anaerobica ( Kester, 1972; Hemond & Fechner-Levy, 2000; Spiro & Stigliani,
2004).

La fraccion de material organico presente en el agua, puede tener un origen autoctono o

aloctono. En ambientes acuosos la materia organica autéctona proviene del fitoplancton, el



zooplancton y los microorganismos. En la fraccion aloctona predomina la materia organica
particulada, la cual puede tener dos posibles origenes, el primero que refleja la vegetacion y el
clima de la sedimentacion (madera, esporas, polen, carbon de incendios) y el segundo que
depende del origen de las rocas. Los detergentes, pesticidas, fertilizantes, herbicidas, productos
quimicos industriales, y derivados orgéanicos clorados son otros ejemplos de fuentes aléctonas. La
fase organica tiene beneficios para el ambiente marino, como la capacidad que presenta para
adsorber contaminantes organicos; pero también presenta problemas, como el oscurecimiento del
agua por un exceso de especies organicas, que modifica las condiciones de luz y procesos como
la fotosintesis o la produccion de biomasa del fitoplancton se supriman (Kleineidam & Grathwohl,
1999; Mastral & Carboqui, 1999; Ripszam, Paczkowska, Figueira, Veenaas, & Haglund, 2015;
Allan et al., 2016).

En el agua de estuarios, mares y océanos suceden diversos procesos fisicos, como la
evaporacion, la condensacion, el transporte natural de un lugar a otro y la actividad humana, por
lo que pueden llegar especies quimicas contaminantes. Los rios, por ejemplo, pueden arrastrar
sustancias producto de la industria minera, de la agricultura, de vertidos industriales y de otras
actividades humanas; mientras que insecticidas, metales toxicos, algunos compuestos
provenientes de hidrocarburos y productos radioactivos pueden llegar al océano principalmente

por su interaccion con la atmosfera (Iwata, Tanabe, Sakai, Nishimura, & Tatsukawa, 1994).

Es de particular interés para este trabajo la contaminacion causada por derrames
accidentales o intencionados de hidrocarburos de petrdleo desde zonas industriales, ciudades o
barcos, entre otros (Maldonado, Bayona, & Bodineau, 1999; Marti, Bayona, & Albaigés, 2001).
Durante un derrame los componentes se dispersan sobre la superficie del agua en forma de una
mancha, los constituyentes de bajo peso molecular se evaporan, otros se disuelven o forman
emulsiones en la columna de agua, son degradados, son adsorbidos por materia organica

suspendida, o terminan en los sedimentos marinos (Clark, 2001).

2. Petroleo y su composicion

Las consecuencias de la presencia de hidrocarburos de petrdleo en el agua y la
importancia del recurso hidrico a nivel mundial, ha generado trabajos de investigacion para
identificar, caracterizar y establecer los comportamientos y tendencias de estas sustancias, debido

a que algunos de sus componentes o sus derivados como los hidrocarburos poliaromaticos (HPA),



se han relacionado con efectos carcindgenos y mutagénicos en los seres vivos ( Venkataraman,
Lyons, & Friedlander, 1994; Pérez, Velando, Munilla, Lépez-Alonso, & Oro, 2008; Li, Zhao,
Peng, Zhou, & Ma, 2010).

El petroleo crudo es una mezcla compleja de hidrocarburos, que contienen mas de cuatro
carbonos, con configuraciones lineales, ciclicas, con enlaces multiples y aromaticos; la
composicion varia segiin el lugar de origen, por lo que este detalle y su densidad son los valores
utilizados para clasificarlos. El refinado del petréleo se realiza para separarlo en diferentes
fracciones segiin el punto de ebullicion y asi obtener una variedad de productos para distintos
usos; por ejemplo, la fraccién que contiene hidrocarburos entre 5 y 12 carbonos es conocida como
gasolina, que se usa en la mayoria de vehiculos de motor de combustién interna (Hemond &

Fechner-Levy, 2000; Clark, 2001; Spiro & Stigliani, 2004).

Dentro de la mezcla de hidrocarburos presentes en el petréleo crudo, los hidrocarburos
poliaromaticos (HPA) son un grupo de compuestos organicos semivolatiles y persistentes en el
ambiente. Estos compuestos son resultado de procesos petrogénicos o pirogénicos, como los
subproductos de la calefaccion doméstica, la generacion de electricidad, la quema de desechos
domeésticos e industriales, las quemas accidentales o intencionales, entre otras y que, en general,
se forman por un proceso de combustién incompleta (Moeckel, Monteith, Llewellyn, Henrys, &
Pereira, 2014).

Entre los principales HPA peligrosos para la salud humana se pueden citar: antraceno,
benzo[a]pireno, criseno, coroneno, fenantreno y pireno. En los seres humanos estos compuestos
pueden generar diversos tipos de cancer como el de escroto y pulmén, mientras que en los
animales problemas mutagénicos, afecciones en el sistema nervioso central y lesiones en el cuerpo
calloso ( U.S. Environmental Protection Agency, 2008; Watts, Ballestero, Roseen, & Houle,
2010). Estos compuestos al dispersarse en el aire pueden ser transportados grandes distancias, y
luego depositarse en superficies terrestres o acudticas, por lo que aumenta la dificultad para

determinar el origen de la contaminacion (Moeckel et al., 2014).
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Figura 1. Hidrocarburos poliaromaticos (HPA) nocivos para la salud humana. (a)
antraceno; (b) benzo|a]pireno; (c) eriseno; (d) coroneno; (e) fenantreno; (f) pireno

Otros posibles contaminantes son el benceno, tolueno, etilbenceno y xileno (meta, orto y
para xileno) conocidos como BTEX (Figura 2), que son los compuestos aromaticos mas comunes
en el petroleo crudo y sus derivados y que constituyen la fraccion mas soluble y con mayor
movilidad en el ambiente marino ( Wittkamp & Tilotta, 1995; Liu, Escher, Were, Du, & Ng,
2014). Se originan principalmente de la actividad humana, son en general resistentes a la
degradacion, tanto biologica como quimica y presenta un riesgo para la vida humana (Avens et
al., 2011). Para citar un ejemplo especifico, en el proceso de limpieza de un derrame de petroleo
en el Golfo de México, algunos trabajadores y residentes presentaron problemas de salud como
mareos, nauseas, vomito y dolor de cuerpo, los cuales se asociaron a la exposicion prolongada e
inhalacion de BTEX (Yim, Kim, Ha, Kim, & Shim, 2012). Estos compuestos producen

enfermedades como leucemia o dafios a la médula dsea de forma permanente (Faria et al., 2005).
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Figura 2. Hidrocarburos monociclicos conocidos como BTEX
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La concentracion de los BTEX en los derivados del petroleo se relaciona directamente
con sus propiedades fisicas y quimicas como la densidad, viscosidad, punto de ignicion,
dispersion, estabilidad de la emulsion, solubilidad y procesos de envejecimiento. A pesar de ser
tan comunes estos compuestos en el petréleo y sus derivados, son altamente volatiles, por lo que
su presencia en la superficie de un derrame disminuye conforme pasa el tiempo ( Wang, Fingas,
Landriault, Sigouln, & Xu, 1995; Avens et al., 2011).

3. Transformaciones del petréleo en el ambiente marino

Los hidrocarburos y derivados de petroleo derramados en el mar experimentan una serie
de procesos fisicos y quimicos, como el esparcimiento de la capa superficial, la evaporacién y
dispersion de los componentes mas volatiles a la atmosfera, el fraccionamiento de los
hidrocarburos entre la fase acuosa y la fase organica combustible, la adsorcion en las particulas
solidas presentes y la acciéon de microorganismos. Los derrames de hidrocarburos producen
matrices dificiles de estudiar, esto debido a que desde el momento en que entran en contacto con
el medio, experimentan diversos equilibrios quimicos y fisicos. Ademas se ven afectados por la
temperatura, la turbulencia del agua y del aire y su composicién. A pesar de la complejidad que
involucran estos procesos, deben ser entendidos con la finalidad de resolver y evitar el impacto
que ocasionan y los resultados que puede producir a largo plazo en el ambiente (Edgerton,

Coutant, & Henley, 1987; Fu, Gong, Zhao, & Zhao, 2014; Gros et al., 2014; Liu et al., 2014).
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Figura 3. Procesos y cambios que experimentan los hidrocarburos de petréleo en el mar. Modificado de (Mccay et al., 2004).



En un derrame de petréleo el esparcimiento ocurre de manera muy rapida hasta alcanzar
una espesura minima, por lo que el area de evaporacion es relativamente alta en relacion con el
volumen de petréleo. Ademas el proceso de evaporacion es mas rapido que los procesos de
disolucion, foto-oxidacion y biodegradacion ( Larson, Bott, Hunt, & Rogenmuser, 1979; Prince
et al., 2003; Ziolli & Jardim, 2003; Mccay et al., 2004; DeMello et al., 2007; Atlas & Hazen,
2011).

Las corrientes marinas superficiales, sumadas a las altas velocidades del viento y el oleaje
intenso contribuyen a que los hidrocarburos se dispersen, ingresen en la columna de aguase y
generen una mezcla en donde existe una competencia entre los procesos de disolucién de los
componentes mas ligeros y solubles y un equilibrio entre la evaporacion y la disolucién de
especies. Si durante el derrame existe una velocidad de arrastre y turbulencia alta, se favorece la
formacién de gotas de menor diametro, las cuales aceleran la cinética de la disolucién que esta en
funcion del area superficial de las particulas de contaminante, ya que a menor diametro, la relacién
area superficial contra volumen es mayor (Edgerton et al., 1987; Zwiernik, Quensen, & Boyd,

1999; Mccay et al., 2004).

Los hidrocarburos de petréleo al entrar en la columna de agua pueden ser adsorbidos por
materia organica suspendida, mantenerse en suspension o descender hasta llegar al sedimento.
Los sedimentos son una mezcla de minerales, materia organica, gases, liquidos y una gran
cantidad de organismos, que son soporte para la vida del planeta Tierra por ser un medio para el
crecimiento de plantas y otros organismos. La composicion de los sedimentos es muy importante,
porque define la capacidad de captar y brindar nutrientes a plantas y organismos, la estabilidad y
la habilidad para la adsorcion de compuestos quimicos. Los sedimentos estén compuestos por una
parte orgénica, conocida como humus, y por una parte inorganica, arcillas (Schwab, Su, & Wetzel,
1999); 1a proporcion de la cantidad de materia organica e inorganica determina las propiedades

quimicas de los sedimentos y procesos de adsorcion e intercambio idnico.

Los procesos que suceden entre los compuestos organicos y los sedimentos son dificiles
de describir y detallar, debido a la complejidad de las interacciones que se producen. La
disponibilidad y movilidad de los compuestos hidrofébicos orgéanicos en los sistemas agua-
sedimentos se ve afectada por el tipo de material donde se da la adsorcion, dando como resultado

que la composicién de los sedimentos sea determinante para adsorber o no los compuestos



hidrofébicos organicos. Para describir estas interacciones el modelo matematico mas empleado

es la isoterma de Freundlich, la cual puede ser descrita como

C=K€e (D

en donde C; es la cantidad de compuestos hidrofébicos organicos adsorbidos por unidad de masa
del adsorbente, C. es la concentracion acuosa de compuestos hidrofébicos orgénicos en equilibrio,
K es el coeficiente de Freundlich que indica la capacidad de adsorcién del material adsorbente,
y n, el exponente de Freundlich denota el grado de desviacion de la isoterma de la linealidad
(Carmo, Hundal, & Thompson, 2000; Aisalble, Balks, Foght, & Waterhouse, 2004; Cormelissen
et al., 2005).

4. Meétodos de muestreo, de extraccion y de analisis

Los derrames de hidrocarburos al medio marino son un grave problema ambiental, lo que
ha generado grandes esfuerzos en investigaciones que han aportando innovaciones en el disefio y
en el uso de equipos para el muestreo de sedimentos y de las diferentes capas de la columna de
agua, y métodos y técnicas de analisis quimicos para varias matrices (Chen & Pawliszyn, 2003;

Ouyang et al., 2007; Ort et al., 2010).

Existen varios manuales o lineamientos establecidos o recomendados por empresas,
entidades publicas y privadas o universidades para realizar adecuadamente el muestreo de un
derrame de hidrocarburos, como el “Manual de campo para muestreo de la columna de agua”, de
la Universidad de la Patagonia San Juan Bosco de Argentina, donde explica como se debe
preparar un muestreo, las maneras de realizar controles de calidad y como llevar a cabo la
actividad segin el tipo de lugar a muestrear, y “Los lineamientos recomendados para el muestreo
de sedimento marino, columna de agua” preparado por la Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos, (EPA, por sus siglas en inglés), que expone los pasos a seguir para llevar a
cabo un muestreo de forma efectiva (U.S. Environmental Protection Agency, 1997; Zaixso,
2002).

Una vez tomada la muestra se debe definir su tratamiento segin el estado y la complejidad
de ésta para su tratamiento. Por ejemplo, los sedimentos presentan una matriz compleja, por la

presencia de gran cantidad de compuestos que la constituyen, por lo que la extraccion que se



utilice debe ser escogida segiin los analitos y la finalidad que se desea. Las extracciones se pueden
llevar a cabo con Soxhlet, con microondas, por agitacion, por dispersion en fase sélida (Saari,
Perimiki, & Jalonen, 2007). En el Cuadro II se compara la informacion para varios métodos
descritos en la literatura para la extraccion de HPA.
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Cuadro IL Informacién comparativa de métodos descritos en la literatura para la determinacién de HPA (Pena, Casais, Mejuto, & Cela,
2008)

Ultrasénic l
Soxhlet 0 EFS EFL EAM MSPD
Parametros (1) (2) (3) 4) (5) (6) !
Cantidad de muestra (g) 1 2,5 ] | 2,5 0.2 2 0,2 '
Hex:DCM CO:2 (5% Hex:DCM DCM-MetOH
Disolvente de extraccién | Tolueno (1:1) Metanol Tol) (1:1) Hexano DCM (9:1)
Consumo de disolvente
{mL) 80 150 50 11.5 60 10 15 6
Tiempo de extraccion 8h 18 h 25 min 40 min 20 min 23 min 20 min 10 min
CLAR - CLAR - CLAR -
Determinacion Flu CG-EM/EM Flu CLAR - Flu | CG-EM/EM Flu CG-EM/EM | CLAR -Flu
Eficiencia de extraccion .
(%) 63 -99 66 -92 50-99 35-95 60 - 93 91-101 85-108 76 - 104
Reproducibilidad (D.E.R.
%) <22 <17 <17 <20 <42 <6 <11 <6
Limite de Cuantificacion 0,0001 - 0,0002 - 0,0001 - 0,0002 - 0,0001 -
(me/g) 0,05-5 0,002 0,08 0,04-5 0,002 0,01 0,002 0,0001 - 0,005
Costo Baio Bajo Baio Medio Medio Medio Balo Baijo |

Hex, n-Hexano; DCM, Diclorometano; Tol, Tolueno; MetOH, Metanol; Flu, Fluorescencia (Detector); Hex — DCM (1:1), mezcla de hexano-diclorometano
(50:50, v/v); DCM — MetOH (9:1), mezcla de diclorometano-metanol (90:10 v/v); (3) EFS, Extraccidn con fluido supereritico; (4) EFL, extraccion en fase liquida; (5)

EAM, extraccion asistida por microondas; (6) MSPD; Dispersion de matriz en fase solida.
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Para el analisis de muestras ambientales con hidrocarburos derivados del petréleo se debe
conocer la informacion sobre cada situacion y el tipo de muestras recolectadas, para escoger un
método apropiado que genere resultados confiables. La cromatografia de gases es la técnica mas
utilizada en el analisis de hidrocarburos en los sedimentos, que ha mejorado con el pasar del
tiempo, como se da al acoplarlo con espectrometro de masas, con lo cual se puede caracterizar y
detallar los componentes del contaminante en estudio (Tolosa, Bayona, & Albaigés, 1996;
Galaktionova, Safarova, Kudasheva, & Teplova, 2012).

La cromatografia de gases y la cromatografia de liquidos de alta resolucion, se han
utilizado desde la década de 1980 para estudiar la columna de agua y visualizar la particion y el
movimiento de especies quimicas que provienen de un derrame de hidrocarburos. El uso de
librerias espectrales y patrones dan la posibilidad de determinar el origen de los contaminantes.
(Theobald, 1989; Liu, Kewen: Dickhut, 1997; Maldonado et al., 1999; Olivella, 2005; Guitart,
Frickers, Horrillo-Caraballo, Law, & Readman, 2008; Statkus, Kadomtseva, & Tsizin, 2010;
Polyakova, Mazur, Artaev, & Lebedev, 2013).

5. Antecedentes de contaminacion por derrames de petroleo
Desde que se empezo a utilizar los derivados de petréleo como fuente principal de

energia, han ocurrido varios accidentes que han impactado el océano. En el Cuadro III se hace un

resumen de los 20 mayores derrames reportados en la historia.
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Cuadro I11. Los veinte mayores derrames de petréleo en reportados en Ia historia (Fernandez-Varela, Andrade, Muniategui, Prada, & Ramirez-

Villalobos, 2009; Yim et al., 2012)

Derrame Ubicacion Fechas peinias
- derramadas

Lakeview Gusher |Estados Uniods, California . 14 Marzo 1910 - 10 Setiembre 1911 1,230,000
Gulf War Iraq, Golfo Pérsico —— 23 Enero 1991 820
Deepwater Horizon United States, Golfo de México -3 20 Abril 2010 — 15 Julio 2010 627
Ixtoc I Mexico, Bahia de Campeche | B | 3 Junio 1979 — 23 Marzo 1980 430
Niger Delta Nigeria, Niger Delta | N | 1976 — 1996 328
Atlantic Empress | Aegean Captain | Trinidad v Tobago BN 19 Julio 1979 287
Fergana Valley Uzbekistan —— 2 Marzo 1992 285
ABT Summer Angola [ 28 Mayo 1991 260
Nowruz Field Platform Iran, Golfo Pérsico — 4 Febrero 1983 260
Castillo de Bellver Sudéfrica, Bahia Saldanha q 6 Agosto 1983 252
Amoco Cadiz Francia, Brittany [ | 16 Marzo 1978 227
MT Haven Italia, Mar Mediterraneo cerca de Genoa 11 Abril 1991 144
Odysscy Canada 04| 10 Noviembre 1988 132
Torrey Canyon Reino Unido B 18 Marzo 1967 119
Sea Star Iran, Golfo de Oman e 19 Diciembre 1972 115
Exxon Valdez Estados Unidos, Alska == 24 Marzo 1989 104
Irenes Serenade Grecia, Pylos = 23 Febrero 1980 100
Urquicla Espaiia, La Coruiia = 12 Mayo 1976 100
Greenpoint, Brooklyn Estados Unidos, Nueva York =1 1940 — 1950 974
ExxonMobil Nigeria, Niger Delta i 1 Maye 2010 95,5
MT Independenta Turguia, Bosphorus 15 Noviembre 1979 95
Hawatiian Patriot Estados Unidos, Hawaii LS| 26 Febrero 1977 95

I tonelada equivale a 1165 litros o 7,33 barriles de petréleo crudo




Debido a la amenaza constante que significa el uso y trasiego de los hidrocarburos
derivados del petréleo, se cred uno de los proyectos mas ambiciosos en el monitoreo del medio
marino sobre contaminantes llamado Mussel Watch, el cual consta en el andlisis de al menos 300
sitios de muestreo, donde se recolectan tejidos de bivalvos y sedimentos para determinar
contaminantes mediante andlisis quimicos y biolégicos. El muestreo y analisis se realiza desde el
afio 1986 y se mantiene hasta la actualidad. Parte de los beneficios que ha brindado el programa
estd el desarrollo, implementacion y mejora de los andlisis quimicos y biologicos y establecer una
linea base, ademds de resultados a través del tiempo y del espacio de contaminantes como HPA,
BTEX y otros, y poder relacionarlos con la actividad humana (Beliaeff, O’Connor, Daskalakis,
& Smith, 1997; National Ocean Service, 2014).

El programa CARIPOL de la Comision Oceanografica Intergubernamental (COl), el cual
se establecio en 1979 es un esfuerzo importante a nivel regional y mundial que tenia como
objetivo la vigilancia en el drea del mar Caribe de la contaminacion por petroleo y sus derivados,
mediante el seguimiento de determinados parametros, en especial la medicion
espectrofluorométrica de una fraccion importante de hidrocarburos. Este programa fue el inicio
para el monitoreo, analisis y resultados de contaminantes del petroleo y sus derivados en Costa
Rica, y ha servido como base para las investigaciones en afios posteriores (Atwood, Cummings,
Nodal, & Culbertson, 1987; Mata, Acuifia, Murillo, & Cortés, 1985; Garc, 2002; Indies, 1993).

6. Antecedentes en Costa Rica

Las zonas maritimas de Costa Rica estan expuestas a la contaminacion princialmente de
origen externo; en el sector del Caribe, se transportan entre 18 y 19 millones de barriles de petroleo
mediante grandes barcos hacia la Refinadora Costarricense de Petrdleo S.A. (RECOPE)
anualmente; y en el Pacifico, el peligro se mantiene latente debido a la existencia del canal de
Panamd, la puesta en marcha en el 2010 del proyecto térmico Garabito ubicado en Montes de Oro
en Puntarenas para la produccion de energia eléctrica mediante la quema de biinker y diesel, y la
terminal de Punta Morales en Puntarenas, el cual se utiliza para la exportacion de azicar crudo,
melaza e importacion y exportacion de alcohol carburante y potable, entre otras (Acuiia, Vargas,
Gomez, & Garcia, 2004; Agiiero, 2010; INCOP, 2010, RECOPE S.A., 2013a). El muelle de Punta
Morales tiene capacidad para recibir barcos de hasta 30 mil toneladas métricas y en el periodo
2009-2010 se exportaron 150 mil toneladas métricas de azticar (“Liga Agricola Industrial de la
Caria de Azicar,” 2012)
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Dos ejemplos de las amenazas a las que se exponen las costas del pais: el primero ocurrido
a inicios del mes de marzo del 2013 cuando los trabajadores de la refinadora debieron extraer el
combustible del buque venezolano “Antillas I"” que habia quedado varado en la costa caribefia de
Limon; el segundo acontecimiento fue el derrame de un barril de diesel en el puerto de Caldera
que fue atendido por el equipo de emergencias de RECOPE junto a una empresa extranjera (
RECOPE S.A., 2013; RECOPE, 2014).

En Costa Rica el sector turismo contribuye de manera importante al Producto Interno
Bruto (5,3% en el 2014), y ademas, se ha promovido una imagen de pais verde y preocupado por
el respeto a la naturaleza, pero a la vez, esta afluencia de turistas implica una amenza a la calidad
de los mares del pais, debido a la entrada de cruceros y barcos de pasajeros a los principales
puertos, la falta de plantas de tratamiento de aguas residuales y la actividad pesquera, que se da
principalmente en la zona del Pacifico ( Acuiia et al., 2004; Vargas, Alonso, Corrales, & Gomez,
2014).

Para mantener la imagen de pais verde, Costa Rica cuenta con once areas protegidas que
pertenecen al Sistema Nacional de Areas de Conservacién de la Republica de Costa Rica, las
cuales también pueden verse afectadas por contaminacion de aire, suelo y agua, por lo que un
monitoreo y estudio constante es de mucha importancia. El Parque Nacional Isla del Coco se
encuentra dentro de estas zonas y se le conoce como Area de Conservacion Marina Isla del Coco
(ACMIC), ademas fue declarado en 1997, Sitio de Patrimonio Mundial de la Humanidad por la
UNESCO; Sitio Ramsar desde 1998 y Patrimonio Historico de Costa Rica en el 2002 (Fundacion
Amigos Isla del Coco, 2014). Esta isla se encuentra a 535 km en direccion suroeste de Cabo
Blanco, en el extremo sur de la Peninsula de Nicoya, por lo que se requiere un esfuerzo econémico
importante para mantener la vigilancia en la zona, evitar la pesca ilegal y proteger el ambiente

marino.

El presente trabajo pretende conocer la distribucién espacial y temporal de algunos de
los principales hidrocarburos del petroleo disueltos y dispersos en agua y sedimentos costeros de
Punta Morales, Golfo de Nicoya, Pacifico de Costa Rica, utilizando métodos de extraccion y

cromatografia validados.
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Objetivo General

Conocer la distribucién espacial y temporal de algunos de los principales hidrocarburos
del petréleo en aguas y sedimentos costeros de Punta Morales, Golfo de Nicoya, Pacifico de Costa
Rica.
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Objetivos Especificos

1. Recolectar muestras de agua de mar y de sedimentos en al menos dos sitios de la zona de
Playa Blanca (Punta Morales, Golfo de Nicoya, Pacifico de Costa Rica) y realizar una

campaiia en la época seca y otra en la época lluviosa.

2. Establecer la presencia de hidrocarburos de petroleo (HPA, MTBE y BTEX) en las
muestras recolectadas, mediante la aplicacion de técnicas de extraccion y cromatograficas

validadas.

3. Establecer una linea base acerca de la presencia de hidrocarburos de petréleo en la zona

costera de Punta Morales de Costa Rica.
4. Aprovechar los extractos hexanicos de muestras de agua de mar recolectadas en aguas

aledanas a la Isla de Coco durante un proyecto de investigacion del CIMAR y determinar

si existe la presencia de hidrocarburos de petréleo en ellas.
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CAPITULO I

Materiales y Métodos

1. Reactivos

e Material adsorbente C18 de alta pureza, con un tamaiio de particula de 200 a 400 mesh y
un poro de 70 A, marca Supelco. EI CI8 posee una estructura llamada de enlace
polimérico.

e Florisil, para analisis de residuos de pesticidas, con un tamafio de particula de 60 a 100
mesh, marca Mallinckrodt.

e Criseno, pureza de 99,8%, marca Supelco.

e Pireno, pureza de 98,5%, marca Supelco.

e Antraceno, pureza mayor a 99%, marca Supelco.

¢ Bifenilo, pureza 97,5%.

e n-tricosano (Ca3Hag), pureza mayor al 97%, marca PolyScience Corporation.

e n-pentacosano (CasHs;), pureza mayor al 97%, marca PolyScience Corporation.

e n-octacosano (CasHss), pureza mayor al 97%, marca PolyScience Corporation.

e Metanol, calidad para cromatografia liquida, marca LiChrosolv.

e Hexano, pureza >98,5%, grado espectofotométrico, marca Sigma-Aldrich.

2. Equipo

e Cromatografo de gases marca Hewlett Packard y modelo 6890 PLUS. Equipado con una
columna HP-5, compuesta por 5% de fenilo y un 95% de dimetilpolisiloxano. Y un
detector de ionizacién de llama.

e Cromatografo liquido de alta resolucion marca Perkin Elmer, con una columna C-18,
bomba binaria serie 250, detector de fluorescencia serie 200 y una interfase de
comunicacion PE Nelson de la serie 900.

e Equipo marca Seven Multi Mettler Toledo para la determinacion de la conductividad
eléctrica.

e Equipo marca YSI Environmental modelo 550A para las mediciones de la concentracion

de oxigeno en muestras acuosas,
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e Liofilizador Labconco 4.5 FreeZone.

3. Muestreo de sedimentos y de agua de mar en Playa Blanca, Punta Morales.

Las muestras de sedimentos y de agua de mar fueron tomadas en Playa Blanca, ubicada
en el Golfo de Nicoya, en la costa Pacifica de Costa Rica. La primera campaiia de muestreo se
llevé a cabo el 5 de junio del 2012; la segunda el 14 y el 15 de octubre del 2012, la tercera el 11
y el 12 de febrero del 2013. El 8 de agosto del 2015 se realizo la cuarta, pero sélo se tomaron

muestras de sedimentos.

La playa tiene una longitud aproximada de 300 m, y se tomaron cuatro muestras de
sedimentos y tres de agua en cada una de las campaiias de muestreo. En la Figura 4 se observa

una foto aérea en donde se sefialan los lugares las muestras.

Figura 4. Sitios de muestreo en Playa Blanca. Tomado y medificado de Google Earth.
Imagen del dia 05 de diciembre 2013
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En el Cuadro IV se detalla parte de la informacion acerca de las muestras.

Cuadro 1V. Informacion sobre la localizacion de las muestras tomadas en cada una de las
campaias de muestreo.

Seiiales en la Figura 4
Tipo de Coordenadas
(de izquierda a . Referencia local
R — muestra geogrificos
10.062888 N
Sedimento Zona rocosa
- PM4* -84.959694 O
10.063194 N | En direccién sur a
- PM3* Sedimento
-84.958555 O las palmeras
10.063138 N | En direccion sur a la
- PM2* Sedimento
-84.958055 O | entrada de la playa
En direccion sur al
10.062972 N poste de luz mas
PM1* Sedimento
-84.957611 O | cercano a la entrada
de la playa
En direccién sur al
10.062750 N poste de luz mas
A PMAT1** Agua
-84.957111 O | cercano a la entrada
de la playa
En direccion sur al
10.062750 N _
. PMA2** Agua poste del medio de
-84.957111 O
la playa
En direccion sur al
10.062583 N poste de luz mas
. PMA3** Agua )
-84.95677 O lejano a la entrada
de la playa

*PM1: Muestra de sedimento posicién 1, en direccién sur al poste de luz mas cercano a la entrada de la playa./
PM2: Muestra de sedimento posicién 2, en direccion sur a la entrada de la playa / PM3: Muestra de sedimento
posicién 3, en direccibn sur a las palmeras / PM4: Muestra de sedimento posicién 4, zona rocosa.

**PMAI: Muestra de agua de mar posicién 1, en direcci6n sur al poste de luz mis cercano a la entrada de la
playa / PMA2: Muestra de agua de mar posicién 2, en direccién sur al poste del medio de la playa / PMAJ:

Muestra de agua de mar posicion 3, en direccién sur al poste de luz mds lejano a la entrada de la playa.
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3.1. Tratamientos especiales para el equipo utilizado durante el muestreo
3.1.1.Papel Aluminio: Lavar el papel aluminio con hexano. Sumergir cada lamina en un
recipiente con hexano. Repetir varias veces los lavados. Dejar enla estufade L ha2 ha 100
°C, hasta eliminar el disolvente. Este procedimiento es para eliminar la cera que trae el
producto de fabrica.
3.1.2. Equipo en general: Lavar todo el material utilizado para la toma de muestras con un
detergente sin olor ni color y libre de hidrocarburos (Alconox) y enjuagar con agua

purificada.

3.2. Procedimiento para la toma de muestras de sedimentos y agua de mar (Delgado, 2007,
Sibaja, 2013).
3.2.1.  Procedimiento para la toma de muestra de sedimentos
3.2.1.1. Revisar que el muestreador de tubo este limpio, sin golpes o quebrado y con su
respectivo tapon. El muestreador que se utiliza se observa en la Figura 5, el cual es de

aproximadamente 50 cm de alto y un tapén de hule.

Figura 5. Equipo utilizado para tomar muestras de sedimentos. Foto tomada el dia 13 de
octubre del 2012 por Andrés Zamora Q.
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3.2.1.2. Penetrar el sedimento hasta la profundidad deseada (el tubo puede ser marcado con
distancias previamente) y tapar el tubo. Luego, sacar el tubo cuidadosamente y extraer
la muestra en una bandeja cubierta de papel aluminio.

3.2.1.3. Una vez colocada la muestra, medir la muestra, envolver con el papel aluminio y colocar

en frascos de muestreo. El paso 1.2.1.2 y 1.2.1.3 se observan en la Figura 6.

Figura 6. Procedimiento para la toma de muestra de sedimentos. Foto tomada el dia 15 de
octubre del 2012 por Paola Fuentes S.

3.2.1.4. Anotaren el cuaderno de bitacora el punto de recolecciony el tipo de muestra, el nimero
de identificacion y la descripcion de la muestra, la fecha, la hora de toma de muestra y
la profundidad de ésta. Referenciar el punto de recoleccion mediante coordenadas
geograficas utilizando algan sistema de posicionamiento global (GPS), algin sistema
de informacioén geografica (SIG) o alguna sefia que identifique la zona y que facilite su

ubicacion en el lugar.
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3.2.1.5. Limpiar los frascos, rotular y empacar en una bolsa Ziploc. Si es necesario, colocar en
una segunda bolsa Ziploc.

3.2.1.6. Colocar la muestra en la hielera.

3.2.2. Procedimiento para tomar muestras de agua de mar con el muestreador de PVC para

analisis fisicoquimicos v compuestos organicos volatiles.

3.2.2.1. Usar guantes desechables para preparar los envases necesarios.

3.2.2.2. Colocar la botella en el muestreador de PVC.

3.2.2.3. Anotar en el cuaderno bitacora el punto de recoleccion y el tipo de muestra, el nimero
de identificacién y la descripcion de la muestra, la fecha y la hora de toma de muestra.
Referenciar el punto de recoleccion mediante coordenadas geograficas utilizando algin
sistema de posicionamiento global (GPS), algin sistema de informacion geografica
(SIG) o alguna sefia que identifique la zona y que facilite su ubicacion en el lugar.

3.2.2.4. Entrar en el mar hasta alcanzar una profundidad aproximada de 1 m de profundidad
(Figura 7).
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Figura 7. Procedimiento para tomar muestras de agua de mar con el muestreador de PVC
para anilisis fisicoquimicos y COV. Foto tomada el dia 15 de octubre del 2012 por Paola
Fuentes S.
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3.2.2.5. Debe esperar un tiempo prudencial para que se estabilicen (se precipiten) los
sedimentos, arena y desechos que son perturbados por los zapatos de quienes
muestrean). Bajar el muestreador y quitar el tapon de la botella.

32.2.6. Llenar la botella totalmente y taparla con el tapén del muestreador en el punto de
muestreo sin dejar burbujas.

3.2.2.7. Poner la tapa correspondiente de la botella, limpiar las botellas, rotularlas y empacarlas
en una bolsa Ziploc. Luego colocarlas en una segunda bolsa Ziploc.

3.2.2.8. Colocar la muestra en una hielera.

3.2.3. Control del proceso de muestreo

3.2.3.1. Utilizar un blanco de campo para el anilisis de compuestos organicos volatiles (COV).
3.2.3.2. Llevarun vial o una botella de muestreo con agua purificada en las mismas condiciones
que las muestras.

3.2.3.3. Abrir el blanco de campo hasta el momento del anélisis.

4. Mouestreo de agua de mar en el Parque Nacional Isla del Coco.

Se aproveché la prerrogativa de que en el CIMAR se habian recolectado muestras y
estaban disponibles, de agua de mar de alrededor de la Isla del Coco pertenecientes a un proyecto
en el que se determinaba, por la técnica de fluorescencia molecular, la presencia de hidrocarburos
del petroleo. Estas muestras fueron recolectadas y procesadas por funcionarios del CIMAR en
tres campafias oceanograficas: entre el 30 de junio y el 10 de julio de 2011, entre el [3 y el 23 de
marzo de 2012, y entre el 6 y el 14 de julio de 2012. Las muestras a las que se tuvo acceso
consistian en extractos hexanicos conservados en balones aforados de 5 ml protegidos de la luz,
en refrigeracion. La Figura 8 muestra un diagrama de la Isla del Coco, en el que se indican los
sitios de recoleccion de las muestras y el transepto realizado en la gira del 6 al 14 de julio de 2012.
En el Cuadro V se explicita el codigo de los sitios. En el Anexo I se presenta la informacion

concerniente a las giras realizadas a la Isla.
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Figura 8. Sitios de recoleccion de las muestras de agua de mar en el Parque Nacional Isla
del Coco, entre el 30 de junio y el 10 de julio de 2011, entre el 13 y el 23 de marzo de 2012.
Elaborado por Jaire Garcia C.

26



Cuadro V. Cedificacién de los sitios de muestreo en el Parque Nacional Isla del Coco
seiialades en la Figura 7.

Cédigo Locacién
ICU Punta Ulloa
ICA Cabo Atrevido
ICN Bajo Alcyone
ICY Bahia Yplesias
ICJ Aleta de Tiburén
ICD Dos Amigos
ICM Punta Maria
ICG Punta Gissler
ICW Bahia Wafer
(¢ | S Bahia Weston
ec Bahia Chatham
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5. Analisis de muestras

El analisis de las muestras consta de dos partes, la primera incluye las giras I, Il y I[II de
Playa Blanca y las muestras de la Isla del Coco; la segunda parte de analisis consta de los
sediemntos traidos durante la gira IV. Durante la primera parte las muestras de sedimentos se
fueron extraidas mediante el método de Soxhlet y fueron analizados por CG con detector de
ionizacion de flama. Las muestras de agua provenientes fueron estudiadas por CLAR y CG con
un detector ultravioleta-visible y un detector de ionizacion de llama, respectivamente; también se

midio la conductividad, la concentracién de oxigeno disuelto y de sélidos disueltos no volatiles.

La segunda parte del analisis se hizo sélo para muestras de sedimentos de la gira IV y
en donde se utilizaron tres métodos diferentes para la extraccion de hidrocarburos y luego fueron
analizados por CG con detector de ionizacion de llama. A estas muestras de igual manera se les
determiné el peso en seco. En esta parte se utilizaron los métodos de extraccion Soxhlet y el
procedimiento de dispersién de matriz en fase solida, en uno asistido por vértex y el otro asistido

por centrifuga.

S5.1.  Parte l. Tratamiento de sedimentos tomados en Playa Blanca de Punta Morales en

las campaiias de muestreo I, 11 y IIL

5.1.1. Preparacion de las muestras

5.1.1.1. Pesar un matraz limpio y seco, de fondo redondo, sin el tapén esmerilado y anotar el
peso.

5.1.1.2. Pesar aproximadamente 150 g con una exactitud de 0,1 g del sedimento parcialmente
descongelado y anotar el peso. Este dato es el peso himedo.

5.1.2. Determinacién del peso seco

5.1.2.1. Colocar en la estufa de desecacion durante dos horas a 100 °C un frasco de pesada
limpio y al cual se le habra quitado el tapon esmerilado. Este recipiente debio ser lavade
previamente con agua y jabon, y con hexano.

5.1.2.2. Poner el frasco de pesadas y el tapon esmerilado en un desecador a enfriar. Se deben
usar pinzas para evitar dejar huellas de los dedos, particulas de polvo o grasa en el frasco
de pesadas.

5.1.2.3. Pesar, con mucho cuidado, el frasco vacio y el tapon en una balanza analitica. El peso

obtenido en este paso es el peso del frasco de pesadas seco y vacio y del tapon.
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5.1.24.
5.1.2.5.

5.1.2.6.

5.1.2.7.

I

5.1.2.9.

Anotar el peso del frasco de pesadas y el tapén esmerilado.

Colocar entre 25 y 50 gramos de material de sedimentos en el frasco de pesadas y poner
el tapon.

Determinar y anotar el peso del frasco de pesadas, el tapon y del sedimento. Este peso
obtenido es el peso en hiimedo del sedimento.

Colocar el frasco en la estufa de desecacién a 100 °C, se debe quitar el tapon del frasco,
pero colocandolo también en la estufa,

Al cabo de 24 horas sacar el frasco del desecador y el tapon y dejar enfriar dentro de un
desecador.

Determinar y anotar el peso del frasco tapado. Repetir el paso hasta que la diferencia

entre pesadas sucesivas sea inferior al 5% del peso total.

5.1.2.10. Anotar el peso en himedo (PH) y el peso en seco (PS).

5:1.3.
5.3

5.13.2.

5.1.3.3.

5.134.

5.14,
5.14.1.

5.1.4.2.

5.1.43.

Mineralizacion de la matriz de sedimento

Dejar estabilizar las muestras con la humedad ambiente a una temperatura méaxima de
30 °C. Para esto dejar sobre papel aluminio al aire libre

A (80-100) g de muestra de sedimento himedo en un matraz de fondo redondo de 250
mL, agregar 100 mL de metanol, 3 g de KOH y nicleos de ebullicion.

Afiadir | mL de una mezcla de patrén interno que contenga bifenilo, antraceno, criseno,
pireno e hidrocarburos lineales disueltos en hexano y en una concentracion de 0,5
mg/mL.

Reflujar la mezcla durante 1 hora y 30 minutos en un equipo Soxhlet, a partir de que

hierve la mezcla. Completar alrededor de 10-15 ciclos de reflujo.

Extraccion de los hid rburos de petroleo

Enfriar el extracto de metanol a temperatura ambiente, trasvasar a un embudo de
separacion y extraer tres veces con 25 mL de hexano. Si se forma una emulsion, romper
con agua y se centrifuga.

Trasladar la fase de hexano a un matraz de evaporacion y reducir el volumen a 0,5 mL
en un Rotavapor.

Trasvasar cuantitativamente el volumen reducido a un vial de vidrio y concentrar

cuidadosamente hasta obtener cerca de 0,2 mL con un flujo de N; gaseoso.
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5.1.5.

5151,

5152,

5.1:53.

5.1.54.

Separacion de alcanos y compuestos aromaticos con columnas de alumina (se realiza

antes del andlisis por crol ra pPases

Agregar 1,15 g (5 cm) de oxido de aluminio activado a una pipeta de Pasteur provista
con un tapon de lana de vidrio que fue lavada con hexano.

Lavar la columna tres veces con 2 mL de hexano, sin que ésta se seque.

Agregar el extracto de la muestra y se practican tres lavados con 0,5 mL de hexano al
vial. Dejar que el nivel de la disolucion baje hasta la superficie de la columna e iniciar
el proceso de elucion.

La elucion se efectia segin el Cuadro VI

Cuadro VI. Elucion de las diferentes fracciones en la separacién de alcanos y compuestos
aromaticos de un extracto de sedimento marino

Fraccionde | Volumen de . X
3 Disolventes Fracciones resultantes
La elucién #| eluyente (mL)
1 4 Hexano Alcanos
2 har § Hexano Disolvente
3 B! Hexano‘.Du:‘Iorome(ano Compuestos aromaticos
(7:3)
1 5 i - 4 Diclorometano Compuestos aromaticos superiores
5.1.5.5. Recolectar las fracciones 1 y 2 que contienen los n-alcanos en un solo vial de 10 mL,

5.1.5.6.

5.1.5.7.

5.2.

(s1 presenta color en esta etapa se pasa la mezcla de fracciones por una pipeta Pasteur
con 1 g de NaSOs y 25 mg de carbon activado, diluir la muestra con 4 mL de hexano)
y llevar a sequedad, usando una corriente de N> gaseoso.

Reconstituir con 50 puL de hexano y analizar por cromatografia de gases. Recoger las
fracciones 3 y 4, que contienen los compuestos aromaticos en un solo vial de 10 mL, (si
presenta color en esta etapa pasar la mezcla de fracciones por una pipeta Pasteur con 1
g de Na;SOs4 y 25 mg de carbon activado, diluir la muestra con 4 mL de diclorometano)
y llevar a sequedad usando una corriente de N; gaseoso.

Reconstituir con 50 pL de hexano y analizar por cromatografia de gases. También se

puede reconstituir con una mezcla de hexano: tetrahidrofurano (1:1).

Parte Il. Tratamiento de sedimentos tomados en Playa Blanca de Punta Morales en

la campaiia de muestreo 1V.
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Los sedimentos de la camparia de muestreo IV fueron tratadas de manera diferente, ya
que fueron liofilizadas antes de la extraccién Soxhlet y se probaron dos métodos con el sedimento
liofilizado.El procedimiento de liofilizacién, los cambios en la extraccion Soxhlet y los

procedimientos nuevos se describen en los puntos del 3.2.1 al 3.2.4.

5.2.1. Determinacién del peso seco mediante el proceso de liofilizacién

5.2.1.1. Lavar analiticamente un frasco de vidrio y su respectiva tapa. Dejar secando en la estufa
a 100 °C por al menos 24 h.

5.2.1.2. Poner el frasco en un desecador a enfriar. Evitar dejar huellas de los dedos, particulas
de polvo o grasa en el frasco.

5.2.1.3. Pesar el frasco vacio en una balanza analitica. El peso obtenido en este paso es el peso
del frasco de pesadas seco y vacio.

5.2.1.4. Colocar entre 50 y 75 gramos de material de sedimentos en el frasco y cerrarlo.

5.2.1.5. Determinar y anotar el peso del frasco de pesadas y del sedimento. Este peso obtenido
es el peso en himedo del sedimento.

5.2.1.6. 'Guardar el frasco con el sedimento en un congelador hasta el momento de la
liofilizacion.

5.2.1.7. Colocar el frasco con la muestra congelada en un liofilizador el tiempo necesario para
eliminar el agua de la muestra. Se utiliz6 el liofilizador marca Labconco 4.5 FreeZone.

5.2.1.8. Sacar el frasco y colocar en un desecador.

5.2.1.9. Determinar y anotar el peso del frasco.

5.2.1.10. Anotar el peso en hiimedo (PH) y el peso en seco (PS). Y determinar el porcentaje de

humedad de las muestras.

5.2.2. Métedo l. Procedimiento de extraccion Soxhlet.

5.2.2.1. Realizar lo mencionado en los puntos 3.1.3, con la diferencia de pesarentre 15gy20 g
de sedimento liofilizado.

5.2.2.2. Realizar los pasos 3.1.4 y 3.1.5, en estos pasos no se realizan modificaciones.

5.2.2.3. Modificar el punto 3.1.5.8, en donde la muestra final se reconstituye con 0,5 mL de

disolvente.
5.2.3. Maétodo I Procedimiento de dispersién de matriz en fase sélida asistida por Vértex.

5.2.3.1. Pesar exactamente 0,5 g de sedimento liofilizado y colocar en un mortero.

5.2.3.2. Agregar 1 g de C18 al mortero y mezclar durante 5 min vigorosamente.
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5233,

5234,
5.2.3:5.

5.24.

5.24.1.

5.2.42.
5.243.

5.244.
5.245.

52.4.6.
524.7.

5:3.

5.3.1.

Trasvasar analiticamente a un tubo de centrifuga y agregar 5 mL de acetonitrilo.
Vorterizar la muestra durante 1 min y luego centrifugar por 1 min a 4000 rpm.
Recolectar el extracto en un vial.

Para el enriquecimiento de muestras, agregar | mL de una mezcla de patrones que
contenga HPA e hidrocarburos lineales en una concentracion de 0,5 mg/mL de cada

uno. Dejar por al menos | h hasta que se evapore el disolvente.

Método 1. Procedimiento de dispersion de matriz en fase solida (MSPD)
Pesar 0,5 g de muestra de sedimento y mezclar con 0,5 mL de hidroxido de sodio
metanolico en un mortero.
Agregar | g de florisil y mezclar vigorosamente por 1 min.
Preparar una jeringa de polipropileno con un disco en el fondo de polietileno de 20 pm
de espesor de la siguiente manera (desde el fondo hasta el tope): 0,5 g de florisil, luego
0,5 g de silica, trasvasar la mezcla del mortero cuantitativamente y terminar con un disco
de polietileno de 20 pm de espesor.
Eluir con 6 mL de una mezcla de hexano y acetona (1:1).
Concentrar el extracto con un flujo de nitrégeno gaseoso, hasta 0,5 mL y agregar | mL
de acetonitrilo.
Concentrar el extracto de nuevo con nitrégeno gaseoso hasta 1 mL.
Para el enriquecimiento de muestras, agregar 1| mL de una mezcla de patrones que
contenga HPA e hidrocarburos lineales en una concentracion de 0,5 mg/mL de cada

uno. Dejar por al menos | h hasta que se evapore el disolvente.

Analisis de las muestras de sedimentos de Playa Blanca por cromatografia de gases
(CG)

Cromatografia en fase raseosa equipada con una columna HP-5

5.3.1.1. Inyectar 1-2 pL del extracto de la muestra, sometido al procedimiento de separacion

indicado anteriormente. Las condiciones cromatograficas figuran en el Cuadro VIL
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Cuadro VIL Condiciones de CG para el analisis de hidrocarburoes en el cromatégrafo de
gases marca Hewlett Packard modelo 6890 PLUS.

Equipo Condiciones
Detector - . lonizacién de llama (FID)
Gas portador Nitrégeno
Relacién de Split 243:1 |
Flujo de Split , 36,5 mL/min '
| Flujo Total ! 40 mL/min
| Capilar: 30,0 m de largo
| | x 320,00 pm de didmetro
|C01 Empaque: HP-5, 5%
- Fenil-Metil-Siloxano.
Temperatura de Inyeccion ‘ 250 °C |
Temperatura de deteccion 300°C
Valor inicial 60 °C.
s Tiempo inicial 0,5 min.
Programacion de la temperatura Rampa 8,30 °C/min,
Tiempo final 31,42 min.
Volumen inyectado 3 1-2 L
5.4.  Tratamiento y anilisis de muestras de agua de mar

5.4.1. Anilisis de muestras de agua de mar de Playa Blanca por Cromatografia de

Liquidos Alta Resolucién (CLAR)

Para el analisis de las muestras de mar por medio de CLAR se utiliz6 el procedimiento
descrito en el proyecto de graduacion de la licenciada Maria Elena Sibaja y descrito en el Anexo

II. El procedimiento no fue modificado para los analisis de las muestras de este .

5.4.2. Analisis de muestras de agua de mar de Playa Blanca por Cromatografia de Gases

(CG)

Para el andlisis de las muestras de agua de mar por medio de CG se utilizé el
procedimiento descrito en el proyecto de graduacion de la licenciada Graciela Delgado y que se
detalla en el Anexo IIL El procedimiento no fue modificado para los anélisis de las muestras de

este proyecto.
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5.4.3. Muestras de los extractos hexanicos de agua de mar provenientes de la Isla del Coco

Estas muestras fueron aportadas por el Centro de Investigacion en Ciencias del Mar y
Limnologia (CIMAR), las cuales habian sido extraidas en hexano calidad para cromatografia y
pureza 98,0% y fueron entregadas en balones aforados de 5 mL. Las muestras fueron tratadas
segun el paso 3.1.5 de este procedimiento y luego analizadas por CG segun el paso 3.3.

5.4.4. Medicién de la conductividad eléctrica (CE) con el equipo Seven Muliti Mettler
Toledo (American Public Health Association, American Water Association, &
Water Environment Federation, 1999; Standards ASTM, 1982).

5.4.4.1. El equipo debe ser estandarizado con una disolucién de cloruro de potasio, KCl, y se
debe realizar diariamente durante su uso. Preparar la disolucion de KCI 0,01 M
disolviendo 0,7456 g de KCI presecado (2 horas a 105 °C) y llevar a 1 L con agua
destilada suficiente).

5.4.4.2. Para comprobar la precision del equipo se utiliza el Standard ASTM (Standards ASTM,
1982)

54.43. Si las muestras no estan a 25 °C hacer una correccion por temperatura de la siguiente
manera
-Adicionar un 2% de la lectura por cada °C por debajo de 25 °C.
-Sustraer un 2% de la lectura por cada °C por encima de 25 °C.

5.4.4.4. Considerar una desviacion estandar de +6 y presentar los resultados en mhos/cm.

5.4.5. Medicién de sélidos disueltos no volitiles

5.4.5.1. Lavar con agua y jabon capsulas de porcelana.

5.4.5.2. Indentificar debidamente cada una de las capsulas. (Lo mejor es identificarlas en la base
de la capsula con lapiz de grafito).

5.4.5.3. Una vez identificadas y secas, pesar en una balanza adecuada.
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54.5.4.

54.5.5.

54.56.

5.4.5.7.
545.8.

Luego colocar las capsulas en la estufa a 100 °C durante 2 h aproximadamente. (sin
tocarlas con las manos) y luego poner en un desecador [ h o hasta que se enfrien
totalmente. Pesar nuevamente las capsulas.

Repetir el punto 3.4.5.4 hasta que la variacion entre pesadas sea +0,003 g.

Una vez que las masas se encuentren constantes, agregar una alicuota de 25,00 mL de
la muestra de agua de mar. Realizar por duplicado para cada muestra de agua tomada.
Dejar en la estufa al menos 48 h (o hasta que se evapore totalmente el agua).

Repetir el paso 3.4.5.4 hasta obtener una diferencia entre pesadas de 0,003 g.

5.4.6. Concentracion de oxigeno disuelto medido con el equipo YSI Environmental

54.6.1.

5.4.6.2.

5.4.63.

54.64.

Modelo 550 A (Figura 9)

Realizar una calibracion del equipo cada dia que se vayan a hacer las mediciones segiin
el manual del equipo. Para esta calibracion se necesita saber la salinidad del agua, para
esto utilzar un refractometro de portatil.

A cada muestra tomada de agua, medir la concentracion de oxigeno disuelto agregando
la sonda en el agua, la cual debe estar sumergida en su totalidad. Durante toda la
medicion se debe mantener una agitacion constante.

Dejar la sonda sumergida hasta que se tenga una lectura estable de la temperatura y de
la concentracion de oxigeno disuelto.

Sacar la sonda y se limpia con agua destilada. Al finalizar las mediciones guardar la

sonda dentro del equipo.
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Figura 9. Equipo YSI Environmental Modelo 550 A para la determinacion de oxigeno
disuelto. Foto tomada el dia 13 de octubre del 2012 por Andrés Zamora Q.
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CAPITULO 111

Resultados

Durante las campafias 1, 11 y 11l de muestreo en Playa Blanca se recolectaron muestras de
agua de mar para su caracterizacién mediante analisis de la conductividad eléctrica, la
concentracion de solidos totales disueltos (STD) y la concentracion de oxigeno disuelto. Los
resultados de las tres campaiias se resumen en el

Cuadro VIII.

Cuadro VIIIL. Medicion promedio de la conductividad eléctrica, la concentracion de sélidos
totales disueltos (STD) y concentracion de oxigeno disuelto en las muestras de agua de mar
de Playa Blanca durante las tres campaiias de muestreo.

Campaiall Campafia Il Campafia Ill
(5 de junio (14 y 15 de octubre | (11y 12 de febrero
2012) 2012) 2013)
Conductividad (mS/cm)
44,9 46,4 52,1
(£ 5,0%)
Solidos totales disueltos
32640 31980 35270
(+ 40 mg/L)
Concentracion de oxigeno
disuelto 6,18 (30,1 °C) 5,96 (28,4 °C) 6,26 (27,0 °C)
(£ 0,20 mg/L)
Porcentaje Saturacion O»
81,85 76,71 78,54
(+ 0,20 %)

Los datos y sus respectivas incertidumbres estdn reportados para un nivel de confianza del 95 %

A partir de los valores de la conductividad eléctrica se pueden calcular los solidos totales
disueltos que deberian estar presentes. Los resultados del calculo de los STD esperados contra los
obtenidos en el sitio de estudio permite dar una idea si en el lugar hay un comportamiento normal
de las especies, o bien, si presentan alguna actividad inusual (Kemker, 2014). Los resultados se

observan en el Cuadro IX.
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Cuadro IX. Resultados de conductividad y STD para las muestras de agua de mar tomadas
el 5de junio del 2012 (I Campaiia), el 14 y 15 de octubre del 2012 (I1 Campana) yel 11 y 12
de febrero del 2013 (111 Campaiia)

Conductividad | STD teéricos | STD Experimental | Diferencia

Muestra (£5.0%) | (+50 mg/L) (+40 mg/L) (+0,34%)
PMA1 (I Campafia) 44,90 3,16E+04 2.82E+04 10,69
PMA2 (I Camparia) 45,90 3,22E+04 2 87E+04 10,85
PMA3 (1 Campaiia) 44,00 3,26E+04 2,94E+04 9,92
PMAI (1l Campaiia) 46,30 3,20E+04 2.96E+04 7,63
PMA?Z (Il Camparia) 46,40 3,20E+04 297E+04 | 7,12
PMAJ (11 Campaiia) 46,40 3.20E+04 2.97E+04 7,08
PMAI (11T Campaiia)| 5190 3,53E+04 3,32E+04 5,87
PMAZ2 (11l Campaia) 52,10 3,53F+04 3,30F+04 6,43
PMA3 (Il Campafia)| 5240 3,52E+04 335E+04 4,30

También se realizaron estudios para determinar si existia la presencia de compuestos
BTEX y MTBE. Los analisis se realizaron mediante cromatografia de gases y cromatografia

liquida de alta resolucion. El Cuadro X resume los datos obtenidos para la campaia I11.

Cuadro X. Limite de deteccién y de cuantificacion para la determinacion de BTEX y
MTBE mediante CG-FID y CLAR en la Campaiia l1I realizada en febrero del 2013.

Limite de
Analito deteccion  Limite de cuantificacion
Hidrocarburos totales (mg/L) 1,0 20
Benceno (mg/L) 4,6 92
Tolueno (ng/L) 2.2 4.4
Etilbenceno (pg/L) 3,7 7.4
m/p-xileno (ng/L) 8,9 17,8
o-xileno (ug/L) 47 94
Hidrocarburos poliaromaticos (pg/L) 0,2 0,5

A las muestras de sedimento recolectadas durante las Campaiias 11 y 111, se les realizé el
analisis de textura para conocer su composicion granulométrica. En el Cuadro XI se observan los

resultados obtenidos.
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Cuadro XI. Anilisis de textura en suelos para las muestras de tomadas en las campaidias de
muestreo I y I1] en Playa Blanca de Punta Morales, CR.

ANALISIS DE TEXTURA EN SUELOS
(%) : Clase
MRI? . ARENA LIMO ARCILLA Textural
PM1 (Campaiia II) 42 24 34 FRANCO ARCILLOSO
PM1 (Campafia
11}] 44 23 33 FRANCO ARCILLOSO
PM2 (Campaia II) 45 25 30 FRANCO ARCILLOSO
PM2 (Campafia !
I§1))] 37 25 38 FRANCO ARCILLOSO
PM3 (Campafia II) 50 20 30 FRANCO ARCILLO ARENOSO
PM3 (Campafia
1)) 62 13 25 FRANCO ARCILLO ARENOSO
PM4 (Campaia II) 62 13 25 FRANCO ARCILLO ARENOSO
PM4 (Campafia
11I) 62 18 20 EEANCO ARENOSO

Fuente: Reporte de ensayo #50757, del Centro de Investigaciones Agronomicas.

Las muestras de sedimento recolectadas en las cuatro campafias, se extrajeron por Soxhlet
y los extractos se analizaron por cromatografia de gases, como control de calidad se analizaron
en paralelo blancos de muestra 'y muestras enriquecidas con un coctel de patrones que contenia
hidrocarburos lineales y poliaromaticos, para la identificacion cualitativa de sus componentes. La
Figura 10 corresponde al cromatograma de un coctel de patrones, cuatro hidrocarburos
poliaromaticos (bifenilo (Ci2Ho), antraceno (Ci4H,o), pireno (CisHio) y criseno (CisHiz)) y tres
alcanos lineales (n-tricosano (Cz;Has), n-pentacosano (CasHsz) y n-octacosano (CaxsHss)). La
Figura 11 corresponde a un cromatograma de blanco de método para los dos disolventes de

extraccion utilizados.
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Figura 10. Cromatograma del coctel de patrones de hidrocarburos: Bifenilo
(Ci2H10), antraceno (Ci4H,g), pireno (CisHyo), n-tricosano (Cx3Has), n-pentacosano (CisHs),
criseno (CisHiz) y m-octacosano (CisHss). Condiciones del CG-FID: Temperatura de
inyeccion 250 °C; temperatura del detector 300 °C; temperatura inicial 60 °C, rampa 8,30

°C/min, tiempo final 31,42 min; Flujo de N; 40 mL/min; columna capilar HP-5.
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Figura 11. Cromatogramas de la fracciéon A y B de un blanco de método. Condiciones del
CG-FID: Temperatura de inyeccién 250 °C; temperatura del detector 300 °C; temperatura
inicial 60 °C, rampa 8,30 °C/min, tiempo final 31,42 min; Flujo de N; 40 mL/min; columna

capilar HP-5
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En la Figura 12 se presenta como ejemplo los cromatogramas resultantes de la extraccion
con hexano (Fraccion A), y la extraccién con diclorometano (Fraccion B) correspondientes a la
campafia [, la Figura 13 es de un blanco de método. En ambas imégenes, se observa que la fraccion
B no presenta sefiales de los patrones de la muestra enriquecida, y esta fue una tendencia en todas

las demas muestras, por lo que para el anlisis no se utilizo esta fraccion.

A

e ! ! i CagHey
Fraccion A czsﬂa\
- kY
\g \, !
- -4 \R ;
- o n sl B
. ~ Loa o
oG VIR R
= : N8 2
= ! .8 g H g
" L.,. adaathk o - j, — -.A].‘_.-a—--a-,—aA-—lw-n.—_._‘-_n - ..__.|_-_-__-

- » = -

Fracclén B

- :
: __J!!___ L™ —| ]______ b poes STl == PRER oY

Figura 12. Cromatograma del coctel de patrones en una muestra enriquecida. De
izquierda a derecha se muestra el bifenilo, antraceno, pireno, tricosano (Cz3Has),
pentacosano (CxsHsz) y octacosano (CzsHss). Condiciones del CG-FID: Temperatura de
inyeccién 250 °C; temperatura del detector 300 °C; temperatura inicial 60 °C, rampa 8,30
°C/min, tiempo final 31,42 min; Flujo de N; 40 mL/min; columna capilar HP-5
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Figura 13. Cromatogramas de la fraccion A y B de un blanco de método. Condiciones del
CG-FID: Temperatura de inyeccién 250 "C; temperatura del detector 300 °C;
temperatura inicial 60 °C, rampa 8,30 °C/min, tiempo final 31,42 min; Flujo de Nz 40
mL/min; columna capilar HP-5

Analisis por cromatografia de gases (CG) de las muestras de sedimento de Playa Blanca de

las giras 1, I y 111

Las figuras Figura 14, Figura 15, Figura 16 y Figura 17 resumen los cromatogramas
obtenidos para las muestras analizadas en cada sitio, en el espacio temporal abarcado por las tres
campafias. Esto permite de una manera mas sencilla, ilustrar las variaciones observadas en cada

sitio, con el paso del tiempo.
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CAMPASA]
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CAMPASA L | CAMPASA W

Figura 14. Variacién en el tiempo de las seiales cromatogrificas de los hidrocarburos estudiados para las tres campaiias realizadas para
el sitio de muestreo PM1 (10.062972 N, -84,957611 O). Campaiia 1 (05 de Junio del 2012), Campaiia II (14 y 15 de octubre del 2012) y
Campaiia I11 (11 y 12 de febrero del 2013). Fotografia tomada por Andrés Zamora Q.
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CAMPANA 1

CAMPANA 1

Figura 15. Variacion en el tiempo de las seiiales cromatogrificas de los hidrocarburos estudiados para las tres campanas realizadas para
el sitio de muestreo PM2 (10.063138 N, -84.958055 O). Campaiia 1 (05 de Junio del 2012), Campaiia Il (14 y 15 de octubre del 2012) y
Campaiia 111 (11 y 12 de febrero del 2013). Fotografia tomada por Andrés Zamora Q.
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CAMPANAY

CAMPASA I y 1 CAMPASA W

Figura 16. Variacion en el tiempo de las seiiales cromatogrificas de los hidrocarburos estudiados para las tres campaiias realizadas para
el sitio de muestreo PM3 (10.063194 N, -84.958555 O). Campaiia I (05 de Junio del 2012), Campaiia Il (14 y 15 de octubre del 2012) y
Campaia 111 (11 y 12 de febrero del 2013). Fotografia tomada por Andrés Zamora Q.
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CAMPANA]

CAMPASA I

Figura 17. Variacién en el tiempo de las sefiales cromatograficas de los hidrocarburos estudiados para las tres campaiias realizadas para
el sitioc de muestreo PM4 (10.062888 N -84.959694 O). Campaiia I (05 de Junio del 2012), Campaiia II (14 y 15 de octubre del 2012) v
Campaiia I (11 y 12 de febrero del 2013). Fotografia tomada por Andrés Zamora Q.
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Las figuras Figura 18, Figura 19 y Figura 20 presentan como ejemplo los cromatogramas
obtenidos para el punto de muestreo 3, referidos a las respectivas muestras enriquecidas para las
campafias de muestreo I (05 de Junio del 2012), Il (14 y 15 de octubre del 2012) y III (11 y 12 de
febrero del 2013).
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Figura 18, Cromatogramas obtenidos de las muestras PM3 y PM3 enriquecida (PM3 E) con un coctel de patrones de la campaiia de
muestreo I. (Campaiia I: 5 de Junio del 2012). Condiciones del CG-FID: Temperatura de inyeccién 250 °C; temperatura del detector 300
°C; temperatura inicial 60 °C, rampa 8,30 °C/min, tiempo final 31,42 min; Flujo de N; 40 mL/min; columna capilar HP-5
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Figura 19. Cromatogramas obtenidos de las muestras PM3 y PM3 enriquecida con un coctel de patrones de la campaiia de muestreo.
(Campaiia II: 14 y 15 de Octubre del 2012). Condiciones del CG-FID: Temperatura de inyeccién 250 °C; temperatura del detector 300
°C; temperatura inicial 60 °C, rampa 8,30 °C/min, tiempo final 31,42 min; Flujo de N; 40 mL/min; columna capilar HP-5
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Figura 20. Cromatogramas obtenidos de las muestras PM4 y PM4 enriquecida con un coctel de patrones de la campaiia de muestreo II1,
(Campaiia II1: 11 y 12 de Febrero del 2013). Condiciones del CG-FID: Temperatura de inyeccién 250 °C; temperatura del detector 300
°C; temperatura inicial 60 °C, rampa 8,30 °C/min, tiempo final 31,42 min; Flujo de Nz 40 mL/min; columna capilar HP-5
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En el Cuadro XII se muestran los porcentajes de recuperacion de cada uno de los
compuestos patrén que se agregaron a las muestras.

Cuadro XII. Porcentaje de recuperacion en las muestras de sedimentos.

Recuperacion (% Recuperacion (% Recuperacion (%
= masa/volumen) masa/volumen) Campaiia | masa/volumen) Campaiia
Adalitp Campafia | Il i I

PM1 PM3 PM2 PM3 PM2 PM4
Bifenilo 13 58 0 10 7 T
Antraceno 37 I8 28 30 25 23
Pireno 40 70 0 37 21 25
| n-Tricosano 112 268 203 207 156 160
n-Pentacosano 48 130 19 96 160 167
Criseno 0 0 0 0 0 1]
n-Octacosano 32 91 79 77 138 138
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Para las muestras de sedimento de la Campaiia IV se utilizé la extraccion por Soxhlet al igual que en las campaiias anteriores como método

de extraccién, y dos técnicas més con el fin de mejorar los porcentajes de recuperacion (Cuadro XIII).

Cuadro XIII. Comparacién del porcentaje de recuperacion promedio de muestras de sedimento enriquecidas con hidrocarburos para tres
métodos de extraccion.

Método de extraccion
Soxhlet* Vortex** MSPD***
Recuperacién Recuperacion Recuperacion

Evon (% mas:fvolumen] RER (% maszr’volumen] DER (% mas:fvo]umen] RER
Bifenilo 18 o 55 14 41 10
Antraceno 28 10 90 3 52 10
Pireno | 30 45 88 3 54 10
n-Tricosano | 63 3 14 7 16 57
n-Pentacosano | 66 6 8 14 8 82
Criseno 36 46 84 4 50 12
n-Octacosano | 69 1 5 30 b 100

* Método de extraccion con Soxhlet
** Método de extraccion en fase sélida asistida por Vortex (Souza et al., 2013).
*#k Método de dispersién de matriz en fase sélida (Pena, Casais, Mejuto, & Cela, 2007; Pena et al., 2008)
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El Cuadro XIV resume el porcentaje de recuperacion obtenido de los sedimentos durante todas las campafias de muestreo.

Cuadro XIV. Porcentaje de recuperacion promedio de muestras de sedimento entre el método de extraccién con Soxhlet, el método de
microextraccion en fase solida asistida por vortex y el método de dispersion de matriz en fase solida de los resultados obtenidos en todas
las campaiias de muestreo.

Método de extraccion
Soxhlet* | Vortex** MSPD***
Recuper:icldn Recuperacién | Recuperacién | Recuperacion |‘ Hectipamaden. | eciiperacion

Patrén Cam{g:na | Cam(;;:ﬁa I Cam?;ha i Camp(a;ﬁa v | (% (%

masa/volumen) | masa/volumen) | masa/volumen) masafvolumcn]imasajmiumen) masafvqumen).
Bifenilo 36 5 17 18 [ 55 41
Antraceno 28 29 | 24 28 , a0 52
Pireno 55 19 ' 23 30 88 54
n-Tricosano 190 205 158 63 , 14 16
n-Pentacosano 89 58 164 66 ' 8 8
~ Criseno 0 0 0 36 84 52
n-Octacosano 62 78 138 69 5 6

* Método de extraccién con Soxhlet. .
** Método de microextraccion en fase solida asistida por Vortex (Souza et al., 2013).

#*% Método de dispersién de matriz en fase sélida (Pena et al., 2007, 2008)
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Para los extractos de agua de la Isla del Coco, no fue posible detectar presencia de
hidrocarburos mediante la técnica y condiciones de cromatografia de gases utilizada en este
trabajo. Los cromatogramas resultantes de los analisis se pueden agrupar en dos grupos, en donde
el primero no tiene ninguna sefial mayor al ruido y las unicas sefiales que se encuentran, ubicadas
en los primeros 5 min, son las sefiales respectivas al hexano e impurezas que este haya podido

tener.

El otro grupo de muestras presenta sefiales mayores al ruido, especificamente una sefial
que se obtiene alrededor de los 14,5 min (sefialadas en morado de la Figura 21 ala Figura 23) y
varias sefiales entre los 26 min y 28 min (sefialadas en verde de la Figura 21 alaFigura 23). La
sefial que se obtiene alrededor de los 14,5 min se debe a un ftalato proveniente de la tapa de los
viales y que es extraida por el hexano, de hecho esta es una sefial constante en todos los

cromatogramas de las muestras y blancos.
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Figura 21. Cromatogramas de la fraccion A y B de Punta Maria del Parque Nacional Isla del Coco. Condiciones del CG-FID:
Temperatura de inyeccién 250 °C temperatura del detector 300 °C; temperatura inicial 60 °C, rampa 8,30 °C/min, tiempo final 31,42
min; Flujo de N; 40 mL/min; columna capilar HP-5
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Figura 22. Cromatogramas de la fraccion A y B de Bahia Wafer del Parque Nacional Isla del Coco. Condiciones del CG-FID:
Temperatura de inyeccion 250 °C; temperatura del detector 300 °C; temperatura inicial 60 °C, rampa 8,30 °C/min, tiempo final 31,42
min; Flujo de N; 40 mL/min; columna capilar HP-5

2,



PR A BN ABE TP st
e 2
== Fraccion A
)
<0
-
“
ot
g , "
s g .4
300 4 | 9 |
I'. 1 | I
- 1} ¥
; « il -
TR () L R G Sy | - |
Fraccion B
2 B
7 kS
J Y
. i = - - e

Figura 23. Cromatogramas de la fraccién A y B de un blanco de laboratorio del Parque Nacional Isla del Coco. Condiciones del CG-FID:
Temperatura de inyeccion 250 °C; temperatura del detector 300 °C; temperatura inicial 60 °C, rampa 8,30 °C/min, tiempo final 31,42
min; Flujo de N; 40 mL/min; columna capilar HP-5
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Las seiiales entre 26 min y 28 min, como se observan en la Figura 21 y Figura 22
pertenecientes a la Punta Maria y la Bahia Wafer respectivamente, podrian indicar la presencia
de hidrocarburos poliaromaticos o hidrocarburos lineales de cadena entre 25 y 30 carbonos; pero
como se observa en la Figura 23 estas sefiales también aparecen en los blancos, tanto en el blanco
de campo como en el blanco del laboratorio, y por lo tanto, no pueden ser tomadas como una

presencia positiva de hidrocarburos.
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CAPITULO IV

Discusion

En Punta Morales se ubica Playa Blanca, la cual tiene una logitud aproximada de 300 m
de distancia, en donde se préactica la pesca artesanal, el turismo y en sus alrededores colinda con
un muelle de una empresa azucarera, en donde atracan barcos grandes. Durante las visitas a Playa
Blanca se tomaron muestras de agua para su caracterizacion fisica a partir de los parametros de
conductividad eléctrica, sélidos totales disueltos (STD) y concentracién de oxigeno disuelto, y su
analisis quimico para determinar la posible presencia de contaminantes provenientes de

hidrocarburos de petréleo con el uso de equipo cromatografico.

Los resultados de la conductividad eléctrica, los STD y la concentracion de oxigeno
disuelto se muestran en el Cuadro VIII. Las muestras de la campafia Ill, que corresponde a la
época seca, presentan valores promedio de conductividad eléctrica de (52,1+5,0%) y STD de
(35,30+0,40 g/L), los cuales son mayores que las muestras de las camparfias realizadas en la época
{luviosa, que presentan valores promedio de (45,6+5,0%) y (32,30+:0,40 g/L), en las campafias I
y II respectivamente, para la conductividad y los STD respectivamente. Estos resultados se
asocian a la cantidad de precipitacion pluvial y la dilucion natural que esto representa, la época
seca registra la menor cantidad de agua caida por lo que hay menos dilucion. Para las aguas del
Golfo de Nicoya se han reportado valores de salinidad en los meses de época seca (Voorhis et al.
1983) y (Gomez, 2011), éste ultimo obtuvo un promedio de 35 000 mg/L de solidos disueltos,
mientras que en la época lluviosa el promedio fue de los 32 000 mg/L. En otros estudios realizados
en zonas cercanas a la de este proyecto se reportaron ambitos de solidos disueltos de 24 300 a 30
8000 mg/L (Van Driel, 1988), de 28 000 a 35 000 mg/L en épocasecay de 10 000 a 32 000 mg/L
en época lluviosa (Brugnoli, 1988). En este proyecto se obtuvo un promedio de 32 310 mg/L de
s6lidos disueltos para la época lluviosa, mientras que para la época seca un valor promedio de 35
270 mg/L.

Los resultados anteriores concuerdan con los datos de suministrados por el Instituto
Meteorol6gico Nacional de lluvia diaria en referencia a Playa Blanca en Punta Morales, y que se
observa en el Anexo IV y en la Figura 26. La campaiia | fue realizada el dia 5 de junio del 2012

y en donde se reportan lluvias entre 1,4 mm y 2,3 mm de lluvia caida en esa semana; la campafia
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II fue realizada en los dias 14y 15 de octubre y en donde se reportan lluvias entre 1,1 mm y hasta
8,6 mm. Por el contrario, la campafia IIl que se realizo los dias 11 y 12 de febrero, en época seca,

no hay lluvias reportadas ni antes ni después de esos dias.

El valor que se obtiene de la conductividad se refiere a la actividad i6nica en disolucién
y su capacidad para transmitir corriente eléctrica, mientras que la STD determina la concentracion
total de iones en disolucion. Los valores que se obtienen a partir de ambas mediciones deben tener
una relacion entre si, ya que dependen de los iones del medio. A apartir de los datos de la

conductividad eléctrica y la ecuacion:

STD (mg/L) = 0,5 * 1000 x CE (mS/cm) (2)

donde CE es la conductividad eléctrica y los valores de 0,5 y 1000 son constantes de la formula,
se puede obtener un valor de STD tedrico, para luego compararlo con el valor experimental,
permitiendo conocer si los datos reportados presentan un comportamiento esperado (Kemker,
2014; Lenntech, 2014). El criterio de aceptacion se da cuando se obtiene una diferencia igual o
menor al (10£1) % entre el valor de STD calculado y el valor obtenido de las muestras, las
muestras presentan un comportamiento adecuado entre las variables. (Kemker, 2014; Lenntech,
2014).

Los datos obtenidos para las muestras de agua de mar de las tres campaias y el calculo
del STD teérico utilizando la ecuacién (2), se muestran en el Cuadro IX y en donde la diferencia
mayor es de (10,69+0,34)%, dandole un respaldo a los datos obtenidos de STD y conductividad
en las muestras de agua de que si presentan el comportamiento esperado para agua de mar
(Kemker, 2014; Lenntech, 2014).

La cantidad de oxigeno disuelto en el agua tiene un impacto directo sobre las plantas y
animales que viven en este ambiente, en este caso, el oxigeno es necesario para la degradacion
de moléculas organicas a compuestos inorgdnicos mas estables, proceso realizado por las
bacterias aerébicas. La proporcion de oxigeno disuelto en agua se rige por la velocidad de difusion
del oxigeno gaseoso de la atmosfera al cuerpo de agua (Clark, 2001). Los valores de oxigeno
disuelto de las tres campafias se mantienen alrededor de los 6 mg/L y una saturacion del 80%, los
cuales son considerados aceptables para la vida de la mayoria de organismos acuéticos y especies

de peces. En un ambiente acuatico el oxigeno disuelto no debe ser menor a valores de 2 mg/L, ya

61



que se empiezan a generar compuestos nocivos y se da un ambiente de hipoxia, y en casos mas
extremos de anoxia, en donde las especies acuaticas aerobias mueren. Las concentraciones de OD
tampoco pueden superar valores de 12 mg/L, ya que esto genera el desarrollo masivo de especies
fotosinteticas y generando problemas como el oscurecimiento de las aguas e incompatibilidad con

especies de peces (Canadian Council of Ministers of the Environment, 1999; Kemker, 2013).

En el caso de Playa Blanca se debe tomar otros factores en cuenta que pueden afectar la
concentracion de oxigeno disuelto, como son las actividades comerciales alrededor de la zona -
como la camaronera, la pesca artesanal, la recolecta de bivalvos; la presencia de diferentes
empresas, entre ellas LAICA (que almacena, procesa y distribuye diversos productos derivados
de la caiia de azicar) y FORMUQUISA (importadora y productora de plaguicidas). Ademas,
Playa Blanca, se comunica con un estero, por lo que presenta un intercambio de agua dulce y agua
de mar, el cual conlleva otros procesos a tomar en cuenta, como la intensa floculacién que se da
en estas zonas por cambios en el pH o los potenciales redox que produce lodos con materia
organica, pesticidas y metales (Gomez, 2011). En este caso, la concentracion de oxigeno disuelto
tuvo valores similares a través de las tres giras de muestreo, lo que se puede utilizar como linea

base para futuras investigaciones.

Las muestras acuosas fueron analizadas mediante CLAR y CG, para la determinacion de
compuestos poliaromaticos, MTBE y BTEX. Los resultados para ambos analisis de las muestras
de las tres campaiias dieron resultados por debajo del limite de deteccion los cuales se pueden
observar en el Cuadro X, por lo que no se puede asegurar si hay presencia o no en concentraciones

menores al limite de deteccion.

Algunos de los hidrocarburos en el medio marino experimentan procesos de
transformacion causados por la foto-oxidacion o biodegracion. Los de masa molecular mas
pequeiia se eliminan al poco tiempo del medio marino por el proceso de volatilizacion. Todos los
hidrocarburos pueden ser biodegradados por microorganismos, pero estos tienen un limite en el
tamaifio del sustrato, como en el caso de los n-alcanos de 17 carbonos o menos que pueden ser
degradados en menos de una semana, mientras que en los compuestos aromaticos, la degradacion
depende de la familia y de la cantidad de anillos, siendo los compuestos de mas de dos anillos
los que pueden perdurar en el ambiente por mas tiempo. Igual sucede con los procesos de

fotooxidacion, los compuestos de menor masa molecular o monociclos son oxidados o
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descompuestos a compuestos polares o de menor masa molecular (Jiménez et al., 2006; Prince et
al., 2003).

En este caso, no haber logrado detectar la presencia de la fraccion mas volatil de los
derivados de petréleo puede ser indicativo que durante el momento de muestreo no habia
presencia de esta fraccién de hidrocarburos, o habia pasado un tiempo considerable después de
un derrame de hidrocarburos. La fraccion mas volatil de hidrocarburos se recomienda ser tomada
y analizada pocos dias después de algiin evento de derrame, o tener evidencia visual de la

presencia de un contaminante en la superficie acuatica (Ziolli & Jardim, 2003).

Al bajar la marea en Playa Blanca los sedimentos quedan expuestos y quedan accesibles
para el muestreo y el estudio de éstos. Los sedimentos son agregados de materia organica y fases
minerales que se clasifican seglin el tamafio de particulas en arena, limo y arcilla. La capacidad
de los sedimentos para adsorber hidrocarburos esta en funcién de las fracciones de limo y arcilla

presentes.

Segin el analisis de textura de los sedimentos de Playa Blanca (ver Cuadro XI), los sitios
PM1 y PM2 (ver Figura 4), poseen una composicion principalmente arcillosa, la cual presenta
una mejor capacidad de adsorcién de hidrocarburos, debido a que sus particulas son mas
pequefias. La arcilla representa la fraccién mas activa y en donde se da el intercambio idnico; el
limo tiene una participacion limitada en la actividad quimica del suelo, con particulas de mayor
diametro, pero tiene una importancia en la relacion agua — suelo. Aquellos sedimentos con alta
cantidad de arcillay limo (particulas mas finas) van a tener una mayor capacidad de adsorcién de
compuestos hidrofébicos organicos, que aquellas particulas mas gruesas, debido amayor cantidad
carbon organico y superficie de contacto.

Las muestras tomadas de los sitios PM3 y PM4 (ver Figura 4) presentan una composicion
mayoritariamente arenosa, donde la arena representa la parte inerte del suelo por sus particulas de
mayor tamafio y tiene solamente funciones mecanicas, principalmente de soporte para las
fracciones finas del suelo y facilita la circulacién del agua y del aire, por lo que la retencion de

hidrocarburos se daria de menor manera.

La materia orgénica de los sedimentos esta compuesta por residuos de plantas y animales

en descomposicion, lo que genera que posea afinidad por moléculas polares y no polares, ademas,
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la capacidad de generar un intercambio i6nico. (Carmo et al., 2000; Gray & Albert, 1997; Roland,
Holzer, & Kopinke, 2011; Schwab et al., 1999; Vane et al., 2014).

Ademas de andlisis de textura de los sedimentos, durante las tres campafias se tomaron
muestras de cuatro puntos distintos y analizados por CG para determinar si habia presencia de
hidrocarburos poliaromaticos (HPA). Las figuras Figura 14, Figura 15, Figura 16 y Figura 17
muestran los cromatogramas con el cambio de cada uno de los sitios a través del tiempo, tomando
en cuenta que se muestrearon tres campaiias, dos en la época lluviosa y una en la época seca. El
primer cromatograma de cada una de las figuras (1 campafia tomada en junio del 2012) muestra
sefiales entre los 5 y 15 minutos, las cuales aparecen a un menor tiempo que las de los patrones
inyectados, lo que puede significar la presencia de HPA de menos de tres anillos, o hidrocarburos
lineales de menos de 15 carbonos, pero estos son muy pocos probables. La baja probabilidad de
que las sefiales correspondan a hidrocarburos lineales de bajo peso molecular, se debe a sus bajos
puntos de ebullicion, por lo que el proceso de evaporacion es dominante para estos compuestos
(Haddad et al., 2012; Uy et al., 2014).

Tanto en la campaiia [l de muestreo, como en la campaia [l1 las sefiales que estaban
presentes entre los 5 y 15 minutos tienden a desaparecer. La presencia y desaparicion de sefiales
puede ser debido a varios factores, como la toma de muestras justo después de que algin derivado
del petroleo se haya vertido y la volatilizacion con el tiempo de éste, procesos de envejecimiento
o intemperizacion. El envejecimiento de compuestos organicos es un proceso natural y de gran
importancia en los sedimentos, que conlleva fenomenos como la adsorcion, la absorcion, la
degradacion microbiana y reacciones quimicas, y que dependen de varios factores, como el tipo
de suelo, las condiciones ambientales y el tipo de contaminante organico. Por otro lado, la
intermperizacion se refiere a todos cambios ambientales que pueden afectar los sedimentos, como
es la luz, la temperatura, el viento o la lluvia (Kim, Kumfer, Anastasio, Kennedy, & Young, 2009;
Tang, Lu, Sun, & Zhu, 2012). En este trabajo en particular, el sedimento queda expuesto a
condiciones ambientales que pueden hacer que los compuestos organicos presentes sean
degradados con el tiempo, como es la exposicion al sol o la lluvia durante la marea baja; y ademas,
los sitios muestreados presentan una heterogeneidad en su composicion. También puede ser
causado por el constante lavado que experimentan los sedimentos durante la época lluviosa, lo

cual es un fenémeno muy importante en esta zona.
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Como se observa en el Cuadro XII, los HPA presentaron recuperaciones entre (0 y 70)
%, mientras que los alcanos lineales entre (19 y 268) %, resultados que demuestran una
recuperacion de los hidrocarburos en su mayoria, pero no de una manera reproducible. En la
comparacién de métodos y datos en el Cuadro II, las recuperaciones de la literatura para la
extraccion Soxhlet se da entre un (60 y 90) %, y con un desvio relativo estandar menor al 22 %.
Los datos expuestos por la literatura y los obtenidos experimentalmente tienen un contraste

notorio, ya que se obtuvieron rendimientos poco reproducibles y en un rango muy amplio (Pena
et al., 2008).

La poca reproducibilidad de los resultados puede deberse a diversos factores y etapas del
proceso, como la extraccién durante la mineralizacion de la muestra, o durante la separacion de
otras especies con las columnas de separacién. Los HPA se encuentran, en su mayoria, adsorbidos
en la materia organica de los sedimentos, cuya composicién varia dependiendo del lugar de
origen, el proceso de extraccion de los HPA de esta fase organica puede resultar muy complicado.
La escogencia de un disolvente que cumpla con una serie de requisitos para la mineralizacion, es
de suma importancia. En este trabajo se utilizo metanol con KOH como disolvente de extraccion,
el cual se menciona en la literatura como buen disolvente, pero que en ocasiones, debe de
complementarse con otro disolvente para extraer compuestos con diferentes polaridades, siempre
en un medio fuertemente basico. Entre los disolventes que pueden complementar al metanol, o
sustituirlo se encuentran el hexano, la acetona, el tolueno, o mezcla de varios disolventes. En
recientes estudios se ha encontrado que el tolueno o la mezcla de tolueno y metanol resultan en
recuperaciones mayores al 90% de HPA (Jonker & Koelmans, 2002; Uy et al., 2014).

Al igual que la extraccion de los HPA durante la mineralizacion, también es importante
la separacion de estos compuestos de otras especies con un disolvente en especifico y un sorbente
solido. Para este trabajo se utiliz6 hexano y diclorometano como disolventes y alimina como la
fase s¢lida de separacion. Luego de los pasos para la extraccion y la separacion de los HPA de
las muestras, los cromatogramas presentan sefiales correspondientes a los patrones de alcanos
lineales y HPA, ambos extraidos por el hexano; mientras que la fraccién de diclorometano, no
hay sefiales que indiquen una recuperacién de ninguno de los patrones. A partir de los
cromatogramas obtenidos de las muestras se pueden inferir dos posibles resultados, el primero,
que en este caso la extraccion Soxhlet tiene como resultado extracciones poco reproducibles y
eficientes; y segundo, que la separacién con los disolventes utilizados no cumple su objetivo de

manera satisfactoria. El hexano es un disolvente no polar y que tiene una afinidad mayor por

65



compuestos similares como los alcanos lineales, mientras que el diclorometano es un disolvente
con una mayor polaridad y mas afin a compuestos poliaromaticos. Tanto la extraccion, como la
separacion, bajo las condiciones utilizadas deben ser mejoradas para estudios posteriores, o bien,
realizar posibles cambios para disminuir el consumo de reactivos y tiempo de analisis, y el cambio
de diclorometano por disolventes menos perjudiciales para la salud humana (Sigma-Aldrich,
2014).

El diclorometano ademas de ser un disolvente con posibles efectos para la salud, no posee
recuperaciones de HPA buenas, donde este disolvente se ha utilizado en este tipo de trabajos por
mucho tiempo. Ademas de la baja recuperacion también se ha encontrado que no es un disolvente

adecuado para pasos de limpieza ni de concentracién (Jonker & Koelmans, 2002; Uy et al., 2014).

La segunda parte de analisis a muestras de sedimento contempla las muestras tomadas en
la gira IV, efectuada el 8 de agosto del 2015. Debido a los resultados poco reproducibles de los
porcentajes de recuperacion de las tres campafias de muestreo anteriores, se establecié generar
una campaiia de muestreo mas y de esta manera volver a realizar la extraccion por el método de
Soxhlet, pero a la vez, compararlo con algin otro método. Se buscé un método alternativo para
la extraccion con Soxhlet, que fuera mas sencillo, que utilizara menos reactivos y ademas, que

optimizara el disolvente para obtener resultados mas consistentes.

El sedimento fue liofilizado, para tener mejor control sobre la cantidad de muestra y que
también sea mas fécil de manejar durante los pasos de cada método. De igual manera, se
enriquecieron las muestras con un coctel de patrones de concentracion similar al usado en la parte

I'y asf tener una visién general de las pérdidas durante el proceso.
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A partir de la informacion del Cuadro XIII se observa que el método de mineralizacién y
extraccién Soxhlet para la campaiia IV de muestreo mantiene un rendimiento de recuperacion
menor a los datos del Cuadro II los cuales estan entre 60 % y 90 %; aunque en este caso hubo
recuperaciones del criseno, lo cual en la tres primeras campaiias no se logrd. La diferencia entre
el tratamiento de las muestras de las campaiias I, Il y [l y la de la IV radica en que las ultimas

fueron liofilizadas antes de la extraccion Soxhlet.

En este caso, se debe saber que la extraccion Soxhlet se considera como el método
estandar para la determinacion de HPA de sélidos, pero este proceso requiere de una cantidad de
tiempo apreciable y ademas grandes cantidades de disolventes organicos. Por las exigencias que
conlleva la extraccion Soxhlet, se han propuesto otros métodos que traten de disminuir los tiempos
de tratamiento de muestra y uso de disolventes, sin sacrificar los rendimientos (Pena et al., 2007,
2008; Souza et al., 2013).

Entre los procedimientos alternativos que se utilizan estd la extraccion con liquido
presurizado o fluidos supercriticos que poseen tiempos de extraccion cortos, pero el problema es
que necesitan de equipos especificos y son técnicas caras; también se puede mencionar la
extraccion asistida por microondas y extraccion asistida por ultrasénico, todas estas técnicas
tienen sus ventajas y desventajas, ademas presentan porcentajes de recuperacion muy variables y
en ocasiones la fase de extraccion no es la mas eficiente. Por otro lado la técnica de extraccion de
matriz dispersa en una fase solida (MSPD, por sus siglas en inglés) ha tomado fuerza en los
ultimos afios, permitiendo un proceso simultineo de limpieza y extraccion de los HPA de
muestras solidas, semi-solidas y altamente viscosas; estos procedimientos poseen la ventaja de
tener una alta flexibilidad y selectividad debido a la posibilidad de combinar los disolventes y los
sorbentes utilizados (Pena et al., 2007, 2008; Souza et al., 2013).

Entre las ventajas presentadas por los procedimientos MSPD, es la versatilidad de este
tipo de métodos para el analisis de diversas matrices y la determinacion de analitos como drogas,

hidrocarburos, pesticidas y herbicidas (Pena et al., 2007, 2008; Souza et al., 2013).

El Cuadro XIV muestra los datos de los porcentajes de recuperacion para las cuatro
campaifias de muestreo.
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Los resultados de los métodos alternativos a la extraccion Soxhlet muestran una baja
recuperacion de los alcanos lineales en comparacion con las recuperaciones para los HPA, esto
puede deberse a la eleccion de acetonitrilo como disolvente en la extraccion asistida por vortex,
y una mezcla de acetona y hexano (1:1) en el procedimiento MSPD, los cuales son disolventes
con una mayor afinidad a los HPA, esto debido a que estos disolventes son mas polares, mientras
que los alcanos lineares al ser poco polares, tienen muy baja afinidad. Los porcentajes de
recuperacion obtenidos para el proceso de extraccion de MSPD asistido por vortex fueron
aceptables para los HPA analizados, ademas posee dos grandes ventajas en comparacion a la
extraccion con Soxhlet, es més rapida y emplea poca cantidad de disolventes. Los valores de la
literatura para porcentajes de recuperacion de hidrocarburos por el método MSPD, estan entre (76
y 108) %, con desvio relativo estandar menor a 11 %; los resultados obtenidos en este trabajo para
HPA estan entre (55 y 90) %, con un desvio relativo menor al 14 %; que en comparacion con los
valores obtenidos con el método de extracciéon Soxhlet experimetales y con los de la literatura

(Cuadro IT) son mejores (Pena et al., 2008).

Los sedimentos tomados de los cuatro sitios de Playa Blanca y analizados por el
procedimiento MSPD asistido por vortex, no presentan cantidades detectables de hidrocarburos
que correspondan a los patrones de HPA utilizados, ni a otros posibles compuestos que se

encuentren dentro del intervalo de tiempo de las sefiales correspondientes a los patrones.

La disminucion en tiempo y gasto de disolventes y las altas recuperaciones hacen que este
método sea una opcion viable para el analisis de grandes cantidades de muestras de sedimentos,
analisis que requieran de un resultado rdpido y también para evaluaciones en caso de algin
incidente. La disponibilidad de estos métodos también hace factible el cambio de la combinacion
entre disolvente y sorbente para incluir el analisis de hidrocarburos lineales en un futuro o

complementarlo con los resultados de la extraccion.

Ademds del estudio que se realizo a los sedimentos y el agua de mar de Playa Blanca, y
dadas las posibilidades de contar con muestras provenientes de la Isla del Coco, se hicieron

analisis extra para determinar si existe la presencia de hidrocarburos derivados del petréleo.
Las muestras fueron analizadas previamente por la técnica de fluorescencia sin encontrar

cantidades detectables de contaminates. Al igual que con el método de fluorescencia, no fue

posible detectar la presencia de hidrocarburos mediante cromatografia de gases con las
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condiciones establecidas para este trabajo. Los cromatogramas resultantes de los analisis se
pueden agrupar en dos grupos, en donde el primero no tiene ninguna sefial mayor al ruido y las
unicas sefiales que se encuentran, ubicadas en los primeros 5 min, son las sefiales respectivas al

hexano e impurezas que este haya podido tener.

El otro grupo de muestras presenta sefiales mayores al ruido, especificamente una sefial
que se obtiene alrededor de los 14,5 min (sefialadas en morado de la Figura 21 a la Figura 23) y
varias sefiales entre los 26 min y 28 min (sefialadas en verde de la Figura 21 a la Figura 23). La
sefial que se obtiene alrededor de los 14,5 min se debe a un ftalato proveniente de la tapa de los
viales y que es extraida por el hexano, de hecho esta es una sefial constante en todos los

cromatogramas de las muestras y blancos.

La Figura 13 muestra un blanco de muestra de Playa Blanca, en este se observa que al
igual que con las muestras del Parque Nacional Isla del Coco hay una seiial alrededor de los 14
minutos, y que pertenece a una sefial de ftalato del material de la tapa del vial. Ademas de la sefial

de los 14 min, no hay ninguna otra seifial detectable mediante este método.

El Parque Nacional Isla del Coco al ser un territorio protegido y poseer un estricto control
sobre la actividad humana en la zona (Fundacién Amigos Isla del Coco, 2014), no se esperaria
detectar contaminacion de hidrocarburos; a pesar de esto los problemas con la pesca ilegal que se
da en la zona y la generacion de electricidad con generadores que consumen hidrocarburos para
las actividades en la isla, se genera un interés por la aplicacion de técnicas que permitan una
valoracion de una posible contaminacién. De hecho, el interés por el analisis del agua se originé
por el avistamiento de una mancha de hidrocarburos cerca de uno de estos generadores por lo que

se tomaron muestras de agua en lugares cercanos para su anélisis.

Los generadores de electricidad, en su mayoria, utilizan diesel como combustible, el cual
posee sefiales muy caracteristicas. El Diesel luego de ser separado por CG presenta sefiales que
destacan, las cuales pertenecen a alcanos lineales entre el n-hexano y el n-nonacosano, pero
predominando los alcanos entre 12 y 22 carbonos. También es posible determinar HPA, los cuales
tiene la particularidad de eluir mas rapido que los alcanos de un punto de ebullicion similar,
debido a una mayor polaridad, ademas su resolucion o separacion en el cromatograma tiende a
ser menor que para los alcanos lineales (dos Santos, Flumignam, & de Oliveira, 2012; Treichel &
Nahir, 1999; Wang, Fingas, & Sigouin, 2000).
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Luego de utilizar la técnica de fluorescencia molecular y cromatografia de gases, no se
pudo detectar la presencia de hidrocarburos en las muestras, que puede ser debido a que la
cantidad de hidrocarburos no es detectable. Se debe recordar que los hidrocarburos experimentan
interacciones con el medio, como evaporacion, adsorcion en particulas flotantes, sedimentacion
y movilizacion de un lugar a ofro por las corrientes acuéticas y de viento, por lo que los resultados

son represntativos de un lugar y un momento es especifico.

En total se analizaron dos blancos y 28 muestras de agua, las cuales fueron aportadas por
el CIMAR y que fueron tomadas en tres giras diferentes. Las muestras fueron extraidas de
diversas partes de agua aledafias al Parque Nacional Isla del Coco (las zonas de muestreo se

observan en la Figura 8).
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Conclusiones

Se observan la variaciones en caracteristicas fisicas de las muestras de agua de mar segin
la estacion del afio, esto a partir de los datos obtenidos de concentracion de oxigeno disuelto,

solidos totales disueltos y conductividad eléctrica.

Se logro establecer un escenario base en Playa Blanca de Punta Morales a partir de las
muestras de agua y de sedimentos tomadas. Datos y condiciones que serviran para comparaciones
en estudios posteriores o en casos de sospecha de derrames o presencia de hidrocarburos, o

cambios en las caracteristicas de la zona.

El método de cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama es una
herramienta muy Gtil en la deteccién de hidrocarburos presentes en muestras liquidas y solidas,
pero se recomienda la utilizacion de un acople con un detector de masas para la identificacion de
sefiales de las cuales no se cuente un estandar, o bien, para disminuir los limites de cuantificacion

y deteccion.

Tanto las muestras de agua de mar de Playa Blanca, como las de las aguas cercanas a la
Isla del Coco no presentaban hidrocarburos de petréleo por encima de los limites de deteccion del

presente trabajo.

Al realizar la comparacion de varios métodos de extraccion en fase sélida contra el
método estandar de extraccion, el cual es la extraccion por Soxhlet, se obtienen resultados con
porcentajes de recuperacion y desviaciones relativas que merecen tomar en cuenta para
adaptaciones y usos en proyectos y analisis, ya que muestran ventajas como la reduciccion en los

tiempos de andlisis y el consumo de reactivos de manera considerable.

El presente trabajo presenta el uso de la microextraccion por fase solida, la cual es una
técnica con un aumento en su uso por los buenos resultados que presenta y por las facilidades que
presenta para los analisis de muestra. Esta técnica es una posibilidad para el anélisis de muestras
en algin caso de derrame accidental de hidrocarburos que requieran de resultados rapidos y

confiables.
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Se recomienda para muestreos en sedimentos la toma de varias muestras de un mismo
punto y realizar una muestra compesta final, o bien la toma de una muestra de mayor tamafio
(longitud) y esta a la vez ser analizada por partes. Procesos como la liofilizacion o el secado de la
muestra permiten su mejor manejo, y evitar hacer pesadas de muestra hliimedas ya que la

naturaleza y composicion de los sedimentos puesden llegar a ser muy heterogéneas.
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Anexos

Anexo I. Informacion recolectada en las giras de muestreo de agua de mar alrededor

de la Isla del Coco realizadas por el CIMAR

Cuadro XV. Gira de muestreo de agua de mar alrededor de la Isla del Coco. Gira ICOCO
alrededor del 30 de junio al 10 de julio de 2011. Cédigo CIMAR de la gira 5.11.2.7

Sitio de
muestreo

Cédigo
de la
muestra

Fecha/
Hora

Coordenadas

Concentracion
de oxigeno
disuelto (mg/L)

Temperatura
del agua (°C)

Salinidad
(ups)

HC-21

9 de
julio
de
20117/
16:54

5.55433 N
-87.052483 O

nst

nst

HCW

HC-24

9de
julio
de
2011/
11:56

55449667 N
-87.065033 O

nst

nst

nst

nst

IcC

HC-1

9de
Jjulio
de
2011/
12:56

5.558283 N
-87.040267 O

nst

nst

ICA

HC-22

7 de
julio
de
2011/
11:56

5.53272 N
-87.025667 O

5.26

27.0

nst

e
u

M

HC-13

7 de
julio
de
2011/
8:50

5.53190 N
-87.092750

4.79

33

ICU

HC-25

7 de
julio
de
2011/
12:31

ICD

HC-20

7 de
julio
de
2011/
9:35

5.547667 N
-87.030667 O

5.50400 N
-87.0854744
0

4.34

5.15

273

€Y

HC-22

7 de
julio
de
2011/
10:25

5.508667 N
-87.06250 O

5.41

26.9
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1CG

7 de
julio
de
2011/
14:22

5.54655 N
-87.080383 O

5.35

27.7

33

{68

HC-3

7 de
julio
de
2011/
12:56

5.558283 N
-87.040267 O

4.77

278

33

Lab.

Blanco
Lab.

84

nst - no se pudo tomar los datos debido al fuerte oleaje del mar,




Cuadro XVLI. Gira de muestreo de agua de mar alrededor de la Isla del Coco. Gira

ICOCO alrededor del 13 al 23 marzo de 2012. Cédigo CIMAR de la gira 5.12.1

m Cédigo Concentracion s
:Lt;:t(r’:o dela F;{ef.::! Coordenadas de oxigeno '(l]':;:pel;a::lg; sa(I:Im;l)ad
muestra | 0T ) | disuelto (mg/L) il B2 4
Jueves 15
ICC 1-2 5916708 N
IcC de marzo nst st nst
HC 31 2012/11:32 -87.050238 O 3
icc | icc2a | VS 135916708 N -~ = B
(Replica) HC 72 2012/11:32 -87.050238 O
Jueves 15
. ICW 1-2 5.5449667 N
ICW de marzo nst nst nst
AC/DC 2012/13:32 -87.065033 O .
lcw | 1Icw22 | WS I3 s saa0667 N » 2 .
(Replica) HC9 2012/13:32 -87.065033 O
Viernes 16
de marzo 5.60944 N
ICY HC 57 2012/12: 87264720 6.25 30.2 32
25
Viernes 16
s de marzo 5.53272N o=
ICA HE28 | Sitons: | .5 asseeio 6.49 300 32
49
Viernes 16
icG | Hes00 | demarzo 8%%‘;%%;'0 6.31 30.0 32
2012/9:58 | """ 1 |
Viernes 16
IcT HC3 | demarso | SSUBN 630 30.1 3
2012/8: 18 :
Viernes 16
ICW HC53 de marzo ssgﬁsgsﬁ:;;% 6.27 30.1 32
kol 2012/8:39 | - s
Viernes 16
de marzo 553190 N a
ICM HC 55 2012/10: 87.09275 O 6.28 30.0 3l
I ~—g—~ L 1
Viernes 16
de marzo 5.547667 N 5
ICU HC A0l 2012/14: -87.030667 O 6.30 303 34
- g 32 =_e
Lunes 19
de marzo 5.545617TN , 3
ICW HC U2 2012/11: 87.065730 nst nst nst
25 __ 1
Lunes 19
ICW de marzo 5.545617 N ; ;
(Replica) | HC® | 201211: | -87.065130 e e e
25
Lunes 19
ICW
; de marzo 5.545617 N 2
(Gesoli- | HCS36' | s01z1: | -27.085m0 ot et P
mers) 25
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ICW Lunes 19
(Gasoli- de marzo 5.545617 N _ :
nery | M2 | 201211 | 87.065730 st m e
(Replica) 25
Blanco
- ' Lab. » )

nst = no se pudo tomar los datos debido al fuerte oleaje del mar.
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Cuadro XVIL Gira ICOCO alrededor del 6 al 14 de Julio de 2012. Codigo CIMAR de la

gira 5.12.2
Cédico Concentracién
Sitio de d 8 Fecha/ de oxigeno Temperatura | Salinidad
ela Coordenadas 4 .
muestreo ciestia Hora disuelto del agua (°C) (ups)
(mg/L)
Domingo 8
001 | HCi dejotio | || S0t 6.97 289 30
201213: 15 | 37
Domingo 8
002 | HC2 | dejulio g?-;ggﬁg 4 6.30 28.6 3l
2012/9:25 '
Domingo 8
0Q3 | He3 dejulio | 236N 6.10 285 31
201217:15 | T
Lunes 9 de
004 | HC4 julio 0;.,;8528_,?;%1‘, 624 28.0 £
2012/0:44 | 77
Lunes 9 de
0Qs | HCs fulio gﬁ*];gg?l? o 6.16 27.9 30
2012/8:20 :
Lunes 9 de
006 | HCé julio et 6.25 276 3
20i2/14:13 | 3705811 W
Lunes 9 de :
007 | He7 julio ?613838322233 6.60 275 31
1 2012/20:21 :
Martes 10 de
0Q8 | HCs fillio g‘.}'ggﬁé i 6.36 27.7 2
2012623 | ¥ {
Martes 10 de
0Q9 | HCY julio sl 635 278 31
2012/9:47 :
Martes 10 de
0Q10 | HCIo julio g'gggg o8 6.32 76 | m
_ 2012/15:46 | O | |
Miércoles 11 '
0Q1l | HCIl | dejulio | S>UIT 6.10 28.0 32
2012/2:16 :
Miércoles 11
0Q12 | HC12 |  dejulio (8’5'53334 5 5.86 28.2 31
2012/9:22 | 3639019
Miércoles 11
0Q13 | HCI3 | dejulio | S8BT 6.01 28.8 3
LT | 2mzngg | 87
Miércoles 11
0Q4 | HC14 | dejulio | % ég;?,:) 1 5.82 28.9 31
2012/23:06 |
. Jueves 12 de
0Q15 | HC1s julio ity 6.02 28.6 31
2012/5:05 ' = i
Jueves 12 de
0Q16 | HC16 julio g‘gf’gﬁ s 5.93 28.7 12
201215:11 | 37
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Jueves 12 de

0Q17 | HC17 julio ol 5.78 287 32
2012/18:59 :
Vieres 13 de
oQis | HC18 | juio | S6ETIT 5.61 28.8 E?)
2012/1:05 : _
Blanco #
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Anexo II. Andlisis de muestras de agua de mar por Cromatografia Liquida de Alta

Resolucién (CLAR). Elaborado por Maria Elena Sibaja (Sibaja, 2013)

Vii.

viii.

1%

X1.

Xil.

Xii.

Xiv.

Xv.

Xvii.

XViii.

XiX.

Materiales y equipo

Cromatégrafo liquido de alta resolucion compuesto por: bomba binaria Perkin Elmer
serie LC 250, interfase PE Nelson serie 900, horno Perkin Elmer serie LC 101, detector
espectrofotométrico Ultravioleta-visible serie LC 290 y detector de Fluorescencia Perkin
Elmer serie 200; ademas de la valvula de inyeccién Rheodyne de 6 puertos e interfase
con camara de desorcion de ~60 pL de volumen total. Columna capilar Supelcosil LC-
PAH de 15 em x 4,6 mm (ID) x 5um, marca SUPELCO.

Refrigerador

Estufa

Plantilla calentador - agitador

Termometro

Soporte manual para fibra de microextraccion en fase solida SPME / HPLC

Fibra para SPME de polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 pm.

Bloque calentador para viales de 15 mL.

Viales color &mbar con tapa fenélica y septum de PTFE/ silicén, con una capacidad total
de 15 mL.

Septums de PTFE / silicon para viales de 15 mL.

Viales color ambar con tapa fenélica y septum de PTFE / silicon, con una capacidad total
de 40 mL (29 mm x 81 mm).

Septums de PTFE / silicon para viales de 40 mL.

Sensor de temperatura del refrigerador.

Balones aforados de varios tamafios, 10 a 100 mL.

Pipetas graduadas de varios tamafios , 1 a 10 mL.

Beakers

Jeringa de 10 mL

Recipientes contenedores para los disolventes de la fase mévil

Equipo de filtracion Millipore

Bomba de vacio

Bafio ultrasénico

Nota: el equipo descrito en 4.2.14, 4.2.15 y 4.2.17 se calibra internamente segin P-14:1T-01.
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Cuidados

Manejo de la muestra

El muestreo se realiza conforme al P-13:1T-18.

Al menos 40 mL de la muestra se requiere para cada prueba.

Valores erréneos de concentracion de analito pueden ser obtenidos si las precauciones no son
tomadas para evitar pérdidas, descomposicion o contaminacion de las muestras. No abra
contenedores innecesariamente ni exponga a la luz por tiempo prolongado para prevenir pérdida
o descomposicion de analitos. Almacene las muestras en refrigeracion a 4 °C hasta ¢l momento
del analisis.

No almacene muestras en recipientes permeables a gases ya que los analitos semivolatiles
pueden sufrir difusién a través de las paredes. Los contenedores agrietados no son fuentes
confiables de resultados validos.

El andlisis debe realizarse antes de 14 dias naturales o 10 dias habiles posteriores a la
recoleccion de la muestra.

Para evitar la contaminacion de los blancos o las muestras durante la preparacion de los
patrones, se recomienda prepararlos en un area separada de donde se esta llevando a cabo la
microextraccion.

Si se tiene duda de si los septum que se estan utilizando pueden haberse intercambiado (el del
vial del blanco o con el del vial de los patrones), se debe cambiar el septum y utilizar uno nuevo.

Si la muestra da positivo, al dia siguiente se debe repetir el analisis utilizando el segundo vial

con la réplica de la muestra.

Procedimiento

Optimizacion de pardametros y validacion del método

Se optimizaron los siguientes parametros:

a. Flujo de fase movil

b. Composicion de la fase movil

c. Longitudes de onda del detector

d. Tiempo de la microextraccion

e. Temperatura de la microextraccion

f. Tiempo de desorcion
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Luego se validaron los pardmetros de desempefio analitico del método:

a. Limite de deteccion y de cuantificacion
b. Linealidad
c. Veracidad y precision

Ademis se definié como se calcularian los limites de deteccién y cuantificacion, y cuél es el %
CV aceptable para este analisis.

Curva de calibracidn

1.1.1. Losestandares de rutina se preparan a partir de patrones certificados individuales
sélidos de benzo(b)fluorantene (BbF), benzo(k)fluoranteno (BKF), benzo(a)pireno (BaP),
dibenzo(a,h)antraceno (DahA), benzo(g.h,i)perileno (BghiP) e Indeno(1,2,3-c,d)pireno. Los
patrones muestra utilizados en la recuperacion o en el control de calidad, se preparan a partir de
patrones certificados diferentes a los que se utilizan para preparar la curva.

1.1.2. Se preparan las disoluciones madre de cada uno de los seis compuestos a partir
de los patrones certificados sé6lidos. Se toma una masa de 10,00 mg de cada analito, y se lleva a
un volumen de 10,00 mL utilizando tetrahidrofurano como disolvente, para obtener una
disoluciéon de 1 000 mg/L. De estas se preparan las seis correspondientes diluciones intermedias
en acetonitrilo (1,00 mL en balones de 25,00 mL) con concentraciones finales de 40 mg/L. A
partir de estas ultimas se prepara una dilucion combinada en agua:acetonitrilo 60:40 con una
concentracion de hidrocarburos aromaticos policiclicos totales de 1 000 pg/L. Se ufilizan
alicuotas especificas para cada analito de acuerdo a la tabla 1, ya que las concentraciones finales
dependen de la fluorescencia de cada analito, de manera que no vayan a saturar el detector, y se
llevan a un balén de 100,00 mL. En esta tltima preparacion, es importante afiadir la alicuota en
la porcion de acetonitrilo y luego aforar con agua, ya que de lo contrario, los analitos podrian

precipitar y la preparacion seria incorrecta.

Tabla 1: Volumen de la alicuota necesaria de cada analito para preparar la disolucién de 500 pg/L
de HAP totales.

Alicuota mL Concentracién final pg/L |

Analito

| Benzo(b)fluoranteno 03 120 |
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Benzo(k)fluoranteno | 0,03 I 12
Benzo(a)pireno 03 120
Dibenzo(a,h)antraceno $ D I 240
"~ Benzo(g,h,i)perileno 0.6 240
" Indeno(1,2,3-c,d)pireno 0,8 320 &t

1.1.3. Para preparar estandares a partir del patrén certificado se procede como se
describe a continuacion: la ampolla del patron certificado se trasvasa cuantitativamente a un balén
de 10,00 mL utilizando acetonitrilo para aforar. Cada dia que se va a utilizar la curva, se prepara
una dilucion en agua:acetonitrilo 60:40 (0,50 mL de la disolucién en acetonitrilo en un balén de
100,00 mL) y de esta Gltima los patrones a tres niveles de concentracion: bajo, medio y alto.

1.14. Las disoluciones madre se preparan cada 12 meses y las diluciones en
agua:acetonitrilo se preparan cada vez que sea necesario. El patrén certificado se prepara cada
vez que se acaba o cuando vence. Todas estas se mantienen siempre en refrigeracion a 4 °C.

1.1.5. A partir de esos patrones en agua:acetonitrilo indicados en el punto 4.4.2, se
prepara la curva de calibracion: Se trabaja con tres o cuatro patrones dentro del ambito de
linealidad de Hidrocarburos aromaticos policiclicos totales (de 2 pg/L a 50 pg/L). El analista
define con cuales concentraciones trabaja cada dia que realiza el analisis.

1.1.6. Se trabaja con un coeficiente de correlacion (R2) mayor a 0,95 (de acuerdo a lo
recomendado en la literatura). Si en la curva de EXCELL que se grafica en el registro
correspondiente, se observa uno o mas puntos desviados entonces, la curva de calibracion se
grafica en el programa SMAC, el cual muestra la desviacion del punto a un nivel de confianza del
95 %; y de ser asi, se puede eliminar el o los puntos ain cuando se tenga un coeficiente de
correlacion aceptado. En caso de que en el grafico del programa SMAC, exista uno o mas puntos
fuera de los corredores de error, se eliminaran, ain cuando el coeficiente de correlacion sea
superior a 0,95. En las ocasiones en que se utilice el programa SMAC, este archivo se imprime
(tanto el grafico en el que se muestran todos los puntos, y el grafico con los puntos eliminados),
y se adjunta al registro correspondiente.

1.1.7.  En el registrose indican cudles son los limites de deteccion y cuantificacion de
cada uno de los analitos, cuando se evaluaron inicialmente y la fecha de la reevaluacion, ademas
de la fecha de la proxima reevaluacion. La fecha de esa reevaluacion puede variar si existe algin

cambio en las condiciones del analisis, por ejemplo: un nuevo analista 6 un cambio de columna.
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1.1.8. Los limites de deteccién y cuantificacion se reevalian de la siguiente manera:
Cada analista corre una curva de calibracion de 7 patrones, se grafican en el programa SMAC y
se calculan los limites, el promedio de los resultados de todos los analistas, serdn los nuevos
limites para cada analito. Luego de aplicar los criterios definidos en 4.4.5, si quedan menos de 5
puntos en la curva de calibracién, no se tomara este resultado para el calculo del promedio. En el
registro se tabulan los datos de las curvas de calibracion, fecha y analista, ademas los datos

obtenidos con el programa SMAC se imprimen y se adjuntan a este registro.

Blanco

1.1.9. El blanco del laboratorio es agua potable que luego pasa por un sistema de
purificacion TKA para obtener agua Tipo 2, lo que quiere decir que el agua est libre de particulas,
cloro, iones inorgénicos y sustancias organicas disueltas. Este sistema de filtracion se encuentra
ubicado en el Laboratorio de Trazas del CELEQ. Esta misma agua se utiliza para preparar los

patrones.

Preparacién inicial

1.1.10. Seconecta la plantilla, con calentamiento, de manera que el termometro calibrado
marque una temperatura entre 32 °C y 34 °C. Este termémetro calibrado se encuentra sumergido
en un vial de 15 mL con agua, colocado en el soporte al lado del vial de trabajo.

1.1.11. Se conecta y se enciende el equipo y la computadora.

1.1.12. Se registra en el cuaderno bitacora del equipo CL10-001, la hora de encendido
del cromatégrafo, la firma y el trabajo a realizar.

1.1.13. En la bomba se selecciona el método #3 y en el detector de fluorescencia se
selecciona el método #2.

1.1.14. En un vial de 15 mL, se colocan 6,0 mL del blanco del laboratorio, el blanco de
transporte, la muestra o el patrén.

1.1.15. Se coloca en el soporte para el vial ubicado en la plantilla, la cual ya alcanzado
la temperatura, y se deja 10 minutos para que alcance el equilibrio.

1.1.16. Se utiliza un vial para los blancos y las muestras y otro distinto para los patrones.

1.1.17. Sesaca de la refrigeradora la muestra. Cada vez que se saca o regresa una muestra
al refrigerador se debe tabular en el registro P-15:F-05.
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1.1.18. En el escritorio, se da clic a acceso directo de EXAMPLES, en la carpeta del afio
y luego en la del mes, se crea una carpeta con la fecha de trabajo donde se guardaran los
cromatogramas.

1.1.19. Se abre el programa TotalChrom, con el usuario correspondiente.

1.1.20. Se daclic en el icono Instrument Set Up, se despliega la siguiente pantalla:

1.1.21. Se marca Method y en la pestafia Post SequenseOptions se elimina el check,
luego en la pestaia Set up parameters, se indica el método, en Raw file path y Result file path
se indica la carpeta donde se van a guardar los cromatogramas y resultados, por lo general es:
Examples/Afio/Mes/dia. En Base file name, a la izquierda, se da clic en la casilla [+=ly se eligen
los datos que desea que incluyan el nombre. Finalmente se presiona aceptar. Se espera a que en
el cuadro a la derecha del programa se indique que el equipo esta listo.

1.1.22. Transcurridos los 10 minutos del equilibrio, se coloca el soporte de la fibra en el
vial y se sumerge la fibra en la muestra, blanco o patrén, durante 18 minutos.

1.1.23. Luego se retrae la fibra, y se coloca la interfase de extraccion que se lleno
previamente con 200 pL de la disolucion mezcla de extraccion Acetonitrilo:Agua 60:40. Se deja
extraer por 5 minutos. En este momento se le da Star a la bomba de inyeccion para que vaya
equilibrando.

1.1.24. Se enjuaga el vial con la siguiente muestra o blanco o el otro vial con el patron y

se coloca en el soporte para el vial.



1.1.25. Al transcurrir los cinco minutos de extraccion del punto 4.4.22, se posiciona la
valvula en Inject, se presiona en la bomba y Start en el detector. Se deja que se limpie la fibra por
0,5 minutos y se regresa la valvula a la posicion de Load. Todavia con la fibra dentro de la camara,
se inyectan 600 pL. para terminar de limpiar la fibra. Se libera la presion de la cdmara, se retrae
la fibra y se saca el soporte.

1.1.26. Se repite el proceso desde el punto 4.4.21.

1.1.27. Al finalizar el dia de trabajo, se carga el método #1 de la bomba y se presiona

Run method para limpiar la columna.
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Anexo IIL. Anilisis de muestras de agua de mar por Cromatografia de Gases (CG).
Elaborado por Graciela Delgado (Delgade, 2007)

1.1 Materiales y Equipo

1.1.1 Cromatografo de gases Hewlett Packard HP 6890 Series, con detector de ionizacién de
llama FID, sistema criogénico para determinaciones a temperatura subambiente y
columna capilar EQUITY ™ -1, de 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm; marca SUPELCO.

1.1.2 Refrigerador

1.1.3 Estufa

1.1.4 Plantilla calentadora

1.1.5 Termémetro

1.1.6 Soporte manual para fibra de microextraccion en fase solida (SPME).

1.1.7 Fibra para SPME de polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 pm.

1.1.8 Bloque calentador para viales de 4 mL.

1.1.9 Viales color ambar con tapa fendlica, y septum de PTFE/silicon, con una capacidad de 4
mL.

1.1.10 Septums de PTFE/silicon para viales de 4 mL.

1.1.11 Viales color ambar con tapa de polipropileno, septum de PTFE/silic6n, con una capacidad
de 40 mL (29 mm x 81 mm).

1.1.12 Septums de PTFE/silicon para viales de 40 mL.

1.1.13 Sensor de temperatura del refrigerador

1.1.14 Balones aforados de varios tamafios, 25 mL a 100 mL.

1.1.15 Pipetas graduadas de varios tamafios, 1 mL a 10 mL.

1.1.16 Beakers

1.1.17 Jeringade 5 mL.

1.1.18 Jeringa de 1 mL.

Nota: El equipo descrito en 4.2.15,4.2.17 y,4.2.18 y 4.2.19 se calibra internamente segtn P-
14:IT-01.
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1.2

Cuidados

Manejo de la muestra

12.1.1

1212

1.2.1.3

1.2.14

EZ:15

12.1.6

1.2.1.7

1.2.1.8

[2.1:9

1.3

El muestreo se realiza conforme al P-13:1T-18.

Al menos 40 mlL de la muestra se requiere para cada prueba.

Valores erroneos de concentracion de hidrocarburos pueden ser obtenidos si las
precauciones no son tomadas para evitar pérdidas o contaminacion de materiales
volatiles. No abra contenedores innecesariamente, para prevenir pérdida de volatiles.
Almacene las muestras en refrigeracion a una temperatura por debajo de los 4 °C
hasta el momento del analisis.

No almacene muestras en recipientes permeables a gases ya que el material volatil
puede sufrir difusion a traves de las paredes. Los contenedores agrietados no son
fuentes confiables de resultados validos.

El analisis debe realizarse antes de 14 dias naturales o 10 dias habiles posteriores a la
recoleccion de la muestra.

Las pruebas deben realizarse en un cuarto libre de contaminantes: gases, vapores u
olores fuertes. Si se da esta situacion no se puede realizar la prueba, hasta asegurarse
que se han eliminado estos contaminantes.

Para evitar la contaminacion de los blancos o las muestras durante la preparacion de
los patrones, se recomienda prepararlos en un area separada de donde se esta llevando
a cabo la microextraccion.

Si se tiene duda de si los septum que se estan utilizando pueden haberse
intercambiado (el del patrén madre en agua, con el del vial del blanco o con el del
vial de los patrones), se debe cambiar el septum y utilizar uno nuevo.

Si la muestra da positivo al realizar el analisis de picos, al dia siguiente se debe repetir

el andlisis utilizando el segundo vial con la réplica de la muestra.

Procedimiento

Optimizacion de pardmetros y validacion del método

En el Trabajo Final de Graduacion de Delgado, G. y en el anexo 2 de este Instructivo Técnico se
optimizaron los siguientes parametros:

g. Tipoy espesor de la fibra
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h. Tiempo de la microextraccion

i

i

Temperatura de la microextraccion
Tiempo de desorpcion

Luego se validaron los parametros de desempefio analitico del método:

d. Limite de deteccion y de cuantificacion

e.

Linealidad

f. Veracidad y precision

Ademas se definié coémo se calcularian los limites de deteccion y cuantificacion, y cual es el
porcentaje del coeficiente de variaciénaceptable para este anélisis.

Curva de calibracion

1.3.1

1.3.2

133

1.34

Los estandares se preparan a partir de patrones secundarios de hidrocarburos aliféticos y
aromaticos: diesel, MTBE y BTEX.

El patrén secundario de diesel se prepara cada afio, a partir de la mezcla de varias muestras
que nos proporciona el Laboratorio de Hidrocarburos del CELEQ), y que provienen de los
planteles de RECOPE o de las estaciones de servicio. Esta mezcla se prepara de la
siguiente manera: A partir de tres o cuatro muestras diferentes, se toman alicuotas iguales
y se colocan en un recipiente de vidrio, la cual se mantiene en refrigeracioén por debajo
de los4 °C.

El vapor de cabeza (headspace) de este patron secundario se inyecta cada vez que se
prepara una nueva mezcla para utilizar como patrén secundario, para compararlo con las
referencias bibliograficas y comprobar que su comportamiento cromatografico sea el
mismo siempre; y asi poder determinar el ambito de tiempo de retencion caracteristico
para el diesel.

Enel caso del BTEX y el MTBE, los patrones secundarios utilizan un factor de correccion
a partir de la ronda interlaboratorial, el cual se obtiene de la siguiente manera: Utilizando
la curva de calibracién del ensayo y con la concentracion promedio de la muestra se
obtiene un drea tedrica, Para obtener el factor de correccion se divide el area experimental
entre la tedrica; y este factor se multiplica por el drea obtenida para los patrones
secundarios en las curvas de calibracién de rutina. Ademas se cuenta con patrones de
referencia certificados, por lo que los factores de correccién se reevalian cuando se
cambie alguno de los patrones secundarios. Para esta reevaluacion se corre una curva de

calibracion (de cuatro o cinco patrones) con los patrones certificados, y se corre el patron
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1.3.5

1.3.6

1.3.7

1.3.8

secundario como una muestra. Estos datos se tabulan en el P-13:1T-10:F-08, con el cual
se obtiene automaticamente el factor de correccién.

En el P-13:IT-10:F-10, se tabulan los factores de correccion obtenidos en la
reevaluaciénpara cada analito para calcular el promedio por analista. En el caso que el
coeficiente de variacién de los datos de cada analista sea mayor del 20 %, para descartar
alguno de los factores obtenidos, se sigue el siguiente criterio: el rechazo maximo y el
rechazo minimo son los limites de confianza de la media al 95 % (Xpeom = to-1(s/(n)"?)), si
el valor se encuentra por arriba del rechazo maximo se elimina, si estd por debajo del
rechazo minimo se elimina. Si no se puede aplicar algunas de las opciones anteriores, se
elimina el dato que tenga una mayor diferencia con el promedio y que ademas, al
eliminarlo se encuentre por arriba del nuevo rechazo maximo o por debajo del nuevo
rechazo minimo. Este promedio se tabula por analista y se obtiene un promedio general,
el cual debe tener un CV menor del 20 % y es el factor de correccion que se utiliza. El
factor de correccion se reevaluard cada vez que se cambie alguno de los patrones
secundarios.

Para las curvas de calibracion de rutina (utilizando los patrones secundarios) se preparan
tres disoluciones madre: una de diesel, otra de MTBE, y una combinada de benceno,
tolueno, etilbenceno, m-xileno, o-xileno y p-xileno. Las disoluciones madre se preparan
pesando aproximadamente 0,25 g de cada hidrocarburo y llevando a un volumen de 25,00
mL en propanol. De estas se preparan las tres correspondientes diluciones en metanol
(0,25 mL en balones de 25,00 mL); y a partir de esta (ltima se prepara una dilucién
combinada en agua (0,50 mL de cada disolucién intermedia en un mismo balon de 100,00
mL).

Con los patrones certificados se procede como se describe a continuacién: la ampolla del
patron certificado se trasvasa cuantitativamente a un baléon de 50,00 mL utilizando
metanol para aforar. Cada dia que se va a utilizar la curva, se prepara una dilucién en
agua (1,00mL de la disolucion en metanol en un balon de 100,00 mL).

A partir de esos patrones en agua se prepara la curva de calibracién: Se trabaja con tres o
cuatro patrones dentro del &mbito de linealidad (de 5 pg/L a 100 pg/L). El analista define
con cudles concentraciones trabaja cada dia que realiza el anélisis. Como la cristaleria se
calibra internamente en el laboratorio, se deben aplicar valores de volimenes corregidos
para calcular las concentraciones reales, estos valores se obtienen de la tabla del P-14:1T-
01:A-0l, y se introducen en los registros P-13:IT-10:F-05 y P-13:IT-10:F-06,
dependiendo de las pruebas que se vayan a hacer.

1.3.9 Las disoluciones madre se preparan cada tres meses, y las diluciones en metanol se
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preparan cada vez que sea necesario. El patron certificado se prepara cada vez que se
acaba. Todas estas se mantienen siempre en refrigeracion por debajo de los 4 °C.

1.3.10 Se trabaja con un coeficiente de correlacion (R?) mayor a 0,95 (de acuerdo a lo
recomendado en la literatura). Si en la curva de EXCELL que se grafica en el registro
correspondiente, se observa(n) un(os) punto(s) desviado(s) entonces, la curva de
calibracion se grafica en el programa SMAC, el cudl muestra si existe algin(os) punto(s)
de la curva desviado a un nivel de confianza del 95 %; si es necesario se elimina el (los)
punto(s) desviado(s) para obtener el coeficiente de correlacion aceptado. En las ocasiones
en que se utilice el programa SMAC, este archivo se imprime (tanto el grafico en el que
se muestran todos los puntos, y el grafico con los puntos eliminados), y se adjunta al
registro correspondiente.

1.3.11 En el registro P-13:IT-10:F-07 se indican cudles son los limites de deteccion y
cuantificacion de cada uno de los analitos, cuiando se evaluaron inicialmente y la fecha
de la reevaluacion, ademas de la fecha de la proxima reevaluacién. La fecha de esa
reevaluacion puede variar si existe algin cambio en las condiciones del analisis, por
ejemplo: un nuevo analista 6 un cambio de columna.

1.3.12 Los limites de deteccién y cuantificacion se reevaliian de la siguiente manera: Cada
analista corre una curva de calibracion utilizando el patrén certificado (que al menos debe
tener 5 puntos), en el registro P-13:IT-10:F-08 se tabulan los datos de las curvas de
calibracion, fecha y analista, ademas se grafican en el programa SMAC y se calculan los
limites, el promedio de los resultados de todos los analistas, ser4n los nuevos limites para
cada analito. Luego de aplicar los criterios definidos en 4.4.10, si quedan menos de 5
puntos en la curva de calibracién, no se tomar4 este resultado para el célculo del
promedio. Los datos y graficos obtenidos con el programa SMAC se registran en el P-
13:IT-10:F-11.

1.3.13 El 4mbito de linealidad se evaluara corriendo cada analista una curva de calibracion, de al
menos 5 puntos utilizando el patrén certificado, dentro del ambito de 5 pg/L y 100 pg/L.
Los datos se tabulan en el registro P-13:1T-10:F-08 y se siguen los criterios establecidos
en el apartado 4.4.10 para definir la linealidad de la curva. Se comparan los resultados de
los analistas y si existe duda en alguno, el analista lo repetira.

Blanco

1.3.14 El blanco del laboratorio es agua potable que luego pasa por un sistema de purificacion
TKA para obtener agua Tipo 2, lo que quiere decir que el agua esté libre de particulas,

cloro, iones inorganicos y sustancias organicas disueltas. Este sistema de filtracion se
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encuentra ubicado en el Laboratorio de Trazas del CELEQ. Esta misma agua se utiliza
para preparar los patrones.

Preparacién inicial

1.3.15 Se conecta la plantilla, con calentamiento, de manera que el termometro calibrado marque
una temperatura entre 47 °C y 49 °C. Este term6metro calibrado se encuentra sumergido
en un vial de 4 mL con agua, colocado en el soporte al lado del vial de trabajo.

1.3.16 Se debe verificar en el panel de conexion de los gases que exista el flujo de gas adecuado
para el equipo, y una vez a la semana se debe tabular en el registro P-14:F-10 el estado
de los gases.

1.3.17 Se conecta y se enciende el equipo y la computadora.

1.3.18 Se registra en el cuaderno bitacora correspondiente del equipo CL10-014, la hora de
encendido del cromatdgrafo, la firma y el trabajo a realizar.

1.3.19 En un vial de 4 mL, se colocan 1,6 mL del blanco del laboratorio, el blanco de transporte,
la muestra o el patron.

1.3.20 Se coloca en el soporte para el vial ubicado en la plantilla, la cual ya alcanzado la
temperatura, y se deja 25 minutos para que alcance el equilibrio.

1.3.21 Se utiliza un vial para los blancos y las muestras y otro distinto para los patrones.

1.3.22 Se saca de la refrigeradora la muestra. Cada vez que se saca o regresa una muestra al
refrigerador se debe tabular en el registro P-15:F-05.

1.3.23 En la computadora: En el menit JNICIO de la barra de tareas seleccionar Inicio /
Programas / ChemStations / y se selecciona el instrumento apropiado Instrument 1
OnLine

1.3.24 Después de un rato, se mostrara la pantalla de apertura. En la pantalla abierta se desplegara
la vista de Método y Control de corrida (Method and Run Control), en el modo de menit
corto.

1.3.25 Se carga el método: HCBTEXV3.M

1.3.26 En la opcion de Run Control, se abre la ventana de Sampleinfo. En esta ventana, se deben
cambiar las opciones de Operador Name, Subdirectory (la fecha del dia que
corresponda, bajo el formato dia-mes-afio), Prefix (para el anélisis de agua se escribe
AGUA), counter (siempre debe iniciar en 0000), SampleName (Se escribira: Agua
cuando se vaya a inyectar un blanco o una muestra, y Paitrén cuando se trate de un
estdndar) y si es necesario se afiadira un comentario en el espacio de Comment (por ej:
Muestra tratada por SPME de 15 minutos y headspace).

1.3.27 En el registro P-13:IT-10:F-05 se escribe la fecha, se especifica el subdirectorio en que se
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van a guardar los cromatogramas, y se escribe el nimero de archivo y la descripcion

correspondiente.
Andlisis

1.3.28 Se posiciona la fibra en 2,4 cm en la escala del soporte.

1.3.29 Después de alcanzado el equilibrio de acuerdo al punto 4.4.20,se introduce la fibra en el
vial y se saca del soporte hasta la posicién mas baja de la ranura lateral del soporte, sin
que llegue a sumergirse en la muestra, y se deja extrayendo por 15 minutos.

1.3.30 Se introduce la fibra en el soporte hasta la posicién mas alta de la ranura lateral del soporte,
se saca el soporte del vial, y se baja la fibra a 1,6 cm en la escala del soporte.

1.3.31 Cuando el equipo esté listo para la inyeccion, se vera en la pantalla la palabra Ready en
dos recuadros con fondo verde.

1.3.32 En este momento, se presiona la tecla Prep Run, colocada en el panel de control del equipo.
Se espera a que el equipo indique que esté listo, se introduce la fibra en el inyector del
cromatografo de gases, se saca del soporte hasta la posicién mas baja de la ranura lateral
del soporte, se oprime inmediatamente a la inyeccion la tecla Start, colocada en el panel
de control del equipo.

1.3.33 Se deja la fibra 7 minutos en el inyector para que se produzca la desorcion, se introduce la
fibra en el soporte hasta la posicién mas alta de la ranura lateral del soporte y luego se
saca del inyector.

1.3.34 Si se va a utilizar el mismo vial de 4 mL, se enjuaga tres veces con la siguiente disolucion
a inyectar, o se utiliza el otro vial, segiin sea lo que se vaya a inyectar.

1.3.35 Se coloca en la plantilla durante 25 minutos para que se alcance el equilibrio, transcurrido
este tiempo se repite desde el paso 4.4.29 hasta 4.4.34.

1.3.36 Se abre la ventana de Data Andlisis y se identifican los picos correspondientes al MTBE
y al BTEX.

1.3.37 En el registro P-13:1T-10:F-05 se digita el 4rea de los picos correspondientes a cada uno
de los componentes del BTEX y del MTBE.

1.3.38 En la ventana de Data Andlisis hacer clic en la casilla a mano derecha que tiene una x
color rojo y luego en el cromatograma marcar con el mouse los picos que estdn antes de
10 minutos y posterior a los 23minutos para borrarlos.

1.3.39 Se abre el reporte haciendo doble clic en la casilla a mano derecha que tiene una lupa.

1.3.40 En el reg;lstro P-13:IT-10:F-05 se digita el 4rea total (4rea en el ambito entre 10 min y 23
minutos).

1.3.41 Los cromatogramas no se imprimen, quedan guardados en el disco duro de la computadora
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de trabajo, y se realiza un respaldo de estos cada mes.

1.3.42 Se repiten los pasos anteriores hasta completar la inyeccion: de los tres patrones de la curva
de calibracién y las muestras, ademas de cualquier réplica que sea conveniente realizar.

1.3.43 Cuando se haya terminado el analisis se debe cargar el método: APAGADO3.M

1.3.44 Se cierra el programa.

1.3.45 Luego de que el cromatégrafo se enfria (cuando la temperatura del horno llegue a 25 °C),
se apaga y se desconecta.

1.3.46 Se registra el cierre de la sesion en la libreta correspondiente.

Cidlculos

1.3.47 En el registro P-13:IT-10:F-05, se tabulan los datos para calcular la concentracion de los
patrones, y se tabulan las areas de los patrones, blancos y muestras.

1.3.48 A partir de la curva de calibracion y con los datos del 4rea total del cromatograma de la
muestra, en el registro P-13:IT-10-F-05 se calcula el resultado de la concentracién de
hidrocarburos totales, de igual forma, a partir de las curvas de calibracion y con los datos
del 4rea de cada uno de los picos caracteristicos del BTEX y del MTBE del cromatograma
de la muestra, el resultado de la concentracion de BFEX y MTBE y las correspondientes
incertidumbres.

1.3.49 Se realizara analisis de picos en la determinacién de hidrocarburos totales cuando el
resultado obtenido a partir de la curva de calibracion indique que la muestra tiene un nivel
detectable o cuantificable de hidrocarburos. Esto para corroborar el resultado a partir de
la cuantificacion de los picos caracteristicos del diesel.

1.3.50 Se imprime el registro P-13:1T-10:F-05, la pagina correspondiente al analisis de picos sélo
se imprimecuando se efectie dicho analisis y los calculos de incertidumbre de BTEX y
MTBE solo se imprimen cuando se deba reportar un resultado cuantificable. Se archiva
en el AMPO rotulado como: “Determinacién de hidrocarburos en agua HOJAS DE
CALCULO”.

Lavado de cristaleria

1.3.51 Todo el material para el muestreo y la cristaleria utilizada en el analisis se lavan en general,
de acuerdo al método 524.2 de la EPA, secci6n 6.1, con algunas modificaciones.
a)  Se sumerge toda la cristaleria o septum en una disolucion de detergente Alconox al 1 %,
por una hora, se puede utilizar bafio ultrasénico o se utiliza el Alconox caliente.

b)  Luego de ese tiempo se enjuaga con agua corriente y luego con agua destilada.
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c) Se coloca en un recipiente y se deja secar al aire por uno o dos dias, en un lugar donde no
exista la posibilidad de contaminacion con compuestos organicos.

d) Cuando el material ya esta casi o completamente seco, se coloca en la estufa a 110 °C por
una hora, para asegurar la completa limpieza al eliminar cualquier compuesto organico
volatil presente.

e) Después de la hora, se saca, se deja enfriar y se guarda en el lugar asignado para eso.

Disposicion de las muestras

1.3.52 Las muestras ya analizadas se descartan después de ser reportado el resultado, registrando
la fecha, hora y persona que realiza el descarte, en el registro P-15:F-05.

1.3.53 Las muestras en las que no se detecta presencia de hidrocarburos se desechan por el
drenaje.

1.3.54 Las muestras en las que se constate la presencia de hidrocarburos, se extraen con algiin

solvente. La capa acuosa se evapora y el solvente se vierte en recipiente para desechos de
hidrocarburos.

Evaluacién de la Incertidumbre
Se considera que la incertidumbre esta dada por la incertidumbre asociada a la repetibilidad o a
la curva de calibracién. En el anexo P-13:IT-10-A-01 de este IT, se demuestra como las otras

contribuciones a la incertidumbre no son significativas.

Control de calidad

El control de calidad se har4d una vez cada tres meses midiendo el coeficiente de variacion (%
CV) de la repetibilidad del analista, derivado de inyectar cinco veces el mismo dia, un mismo
patrén de concentracion definida por el analista, estos datos se tabulan en el P-13:1T-10:F-09. El
promedio del % CV de cada analista, obtenido luego de aplicar el criterio de rechazo del punto
4.4.5, se grafica en el P-13:1T-10:F-02 contra la fecha de la determinacién. El limite de control
es un CV de 20 %, valor ya establecido para este analisis por Delgado G. La medicién de la
repetibilidad del analista y la reproduciblidad entre analistas se utilizan como medida del
desempefio en el analisis. En el P-13:IT-10:F-02 también se graficard la repetibilidad de cada
analista en cada analito.

Ademas para el analisis de hidrocarburos totales se realizan pruebas trimestrales de
recuperacién de muestras preparadas a partir del patron secundario, c6mo se explica a

continuacién: Se preparan dos curvas de calibracion de rutina, segiin 4.4.6 y 4.4.8, a partir de
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dos disoluciones distintas de 500 pg / L; una de las curvas se toma como la de trabajo, y la otra
son las muestras. Se tabulan los datos en el registro P-13:1T-10:F-04 siguiendo el criterio
establecido en 4.4.10, y se hace el respectivo analisis de picos, y en el grafico de control P-
13:1T-10:F-03 se grafica el porcentaje de recuperacion obtenido de la curva de calibracion
graficada a partir de los puntos caracteristicos del diesel, en el cual se han fijado los limites de
control a partir de datos histéricos.

Para el analisis de BTEX y MTBE como se cuenta con un patrén certificado, el control de
calidad se realiza trimestralmente de la siguiente manera:

a. Se corre una curva de rutina de cuatro patrones preparada como se describe en 4.4.6 y 4.4.8.
b. Se corren dos o tres muestras preparadas a partir del patrén certificado segiin 4.4.7 y 4.4.8.

c. Se calcula la concentracion de las muestras introduciendo el valor del area en el registro P-
13:1T-10:F-06, se calcula automaticamente la concentracion original del patron, aplicando las
correspondientes diluciones. La hoja de calculo promedia el valor de las réplicas y este valor se
introduce en el grafico de control P-13:1T-10:F-12. En el cual la linea central estd definida como
el valor verdadero reportado en los certificados de los materiales de referencia, y los limites de
control: a 95 % de confianza, los limites de prevencién o aviso (LWL y UWL) a + 6*c;y 299 %
de confianza, limites de accién o control (UCL y LCL) at+ 10*o. Donde o es la desviacién
estandar definida también en los certificados de calibracion.

Se considerara que el analisis esta fuera de control estadistico si se dan alguna de las siguientes
situaciones:

. 2 puntos consecutivos fuera de los limites de accién.

. 7 puntos consecutivos de un mismo lado de la linea central.
L] 7 puntos consecutivos en orden ascendente o descendente.

. 3 puntos consecutivos cerca de uno de los limites de control.

Riesgo de la operacién o ensayo
Los controles y cuidados cuando se manipula el cromatografo de gases.

Observaciones
Este método cromatografico es aplicable para la determinacion de hidrocarburos en muestras de
agua que no presenten dos fases, es decir en muestras de agua no saturadas.
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Anexo IV. Informacién suministrada por el Instituto meteorolégico Nacional para los
factores ambientales de Playa Blanca, Punta Morales, durantes las campaiias de muestreo

INSTITUTO METEOROLOGICO NACIONAL

DEPARTAMENTO DE INFORMACION

HUMEDAD MAXIMA Y MINIMA DIARIAS (%)

ESTACION: 78027 PUNTARENAS
PERIODO: 2012, 2013

FECHA | MAXIMA (%) | MINIMA (%)
28/05/2012 90 62
29/05/2012 89 65
30/05/2012 89 66
31/05/2012 94 66
01/06/2012 91 70
02/06/2012 95 61
03/06/2012 90 67
04/06/2012 90 73
05/06/2012 93 67
06/06/2012 92 71
08/10/2012 91 72
09/10/2012 93 75
10/10/2012 91 67
11/10/2012 90 71
12/10/2012 93 64
13/10/2012 91 66
14/10/2012 93 72
15/10/2012 93 76
16/10/2012 93 76

FECHA | MAXIMA [%) | MINIMA (%)
04/02/2013 a5 45
05/02/2013 91 59
06/02/2013 87 60
07/02/2013 86 60
08/02/2013 86 49
09/02/2013 83 50
10/02/2013 85 58
11/02/2013 83 41
12/02/2013 88 46
04/02/2013 85 45
05/02/2013 91 59
06/02/2013 87 60
07/02/2013 86 60
08/02/2013 86 49
09/02/2013 83 50
10/02/2013 B5 58
11/02/2013 83 41
12/02/2013 28 46

Figura 24. Humedad médxima y minima diarias como referencia de Playa Blanca en Punta

Morales, informacion de la estacion 78027 ubicada en Puntarenas. Informacién
suministrada por el Instituto Meteorologico Nacional
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INSTITUTO METEOROLOGICO NACIONAL

DEPARTAMENTO DE INFORMACION

TEMPERATURA MAXIMA Y MINIMA DIARIAS (°C)

ESTACION: 78027 PUNTARENAS
PERIODO: 2012, 2013

FECHA | MAKIMA('C) | MINIMA(’C)
28/05/2012 30,4 24,9
29/05/2012 30,2 24,1
30/05/2012 30,1 25,8
31/05/2012 30,0 24,8
01/06/2012 29,5 23,8
02/06/2012 29,9 23,6
03/06/2012 29,1 24,6
04/06/2012 29,2 24,6
05/06/2012 30,1 24,0
06/06/2012 29,6 24,1
08/10/2012 28,0 23,4
09/10/2012 26,8 231
10/10/2012 29,3 24,2
11/10/2012 28,9 23,9
12/10/2012 29,6 23,5
13/10/2012 29,0 23,8
14/10/2012 28,8 23,8
15/10/2012 28,1 23,7
16/10/2012 2.0 23,5

FECHA | MAXIMA(C) | MINIMA(C)"
04/02/20132 35,4 27,9
05/02/2013 33,1 26,2
06/02/2013 32,4 25,8
07/02/2013 32,9 25,5
08/02/2013 32,4 25,0
09/02/2013 321 26,9
10/02/2013 32,1 25,8
11/02/2013 32,7 23,2
12/02/2013 31,5 23,4

Figura 25. Temperatura maxima y minima (°C) diarias como referencia de Playa Blanca
en Punta Morales, informacion de la estacion 78027 ubicada en Puntarenas. Informacion

suministrada por el Instituto Meteorolégico Nacional
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INSTITUTO METEOROLOGICO NACIONAL
DEPARTAMENTO DE INFORMACION
LLUVIA DIARIA (mm)
ESTACION: 78027 PUNTARENAS
PERIODO: 2012, 2013
o]
: mav[JUN]OCT.

1 2,3 1
2 2,6 2
3 2,1 3
4 1,8 4 0,0
5 1,6 5 0,0
6 14| 0,0 6 0,0
7 1,5 7 0,0
8 4,4 8 0,0
9 0,0 9 0,0
10 0,0 10 0,0
11 1,4 11 0,0
12 0,1 12 0,0
13 5,9 13
14 8,6 14
15 0,2 15
16 1.1 16
17 17
26 26
27 27
28 1,6 28
29 1 29
30 0,9 30
31 2.8 31

Figura 26. Lluvia diaria (mm) como referencia de Playa Blanca en Punta Morales,
informacion de la estacion 78027 ubicada en Puntarenas. Informacion suministrada por el
Instituto Meteorologico Nacional
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Anexo V. Muestra de las hoja de calculo utilizadas para la relacion entre STD y CE.

Hoja de cilculo brindada por Lenntech.
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Figura 27. Muestra de las hoja de calculo

utilizadas para la relacion entre STD y

CE. Hoja de cilculo brindada por Lenntech (Lenntech, 2014).
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Anexo VI.Limite de deteccién y de cuantificaciéon para la determinacién de BTEX
y MTBE mediante CG-FID y CLAR

Cuadro XVIIIL Limite de deteccion y de cuantificacién para la determinacién de BTEX y
MTBE mediante CG-FID y CLAR de la Campaiia [ realizada en junio del 2012

B Analito Limite de deteccién | Limite de cuantificacion
Hidrocarburos totales (ug/L) | 0,6 e
Benceno (mg/L) 1.7 3,4
Tolueno 0.5 1 -
~ Etilbenceno 0,6 e 10
m/p-xileno 1,3 2,6
o-xileno 0,7 1,4
Hidrocarburos poliaromaticos 0 0

Cuadro XIX.Limite de deteccion y de cuantificacién para la determinaciéon de BTEX y
MTBE mediante CG-FID y CLAR de la Campaiia Il realizada en octubre del 2012

_ Analito Limite de deteccién | Limite de cuantificacién
Hidrocarburos totales (ug/L) 0,5 1
Benceno (mg/L) 0,5 1
Tolueno 07 14 5
Etilbenceno 3,7 74
m/p-xileno 7.5 15
o-xileno _ 4 S 8
Hidrocarburos poliaromaticos 0 0
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Anexo VII. Analisis de composicion de sedimentos realizado por Centro de Investigaciones
Agronomicas de la Universidad de Costa Rica para las muestras de la Campaiia 11 y
Campaia I11

LABORATORIO DE RECURSOS NATURALES
REPORTE DE ENSAYO
CIA-SC12-03-101-R01 (v1}

N° DE REPORTE: 50757

USUARIO: ANDRES ZAMORA QUIRO'S

SUBCLIENTE:

RESPONSABLE: ANDRES ZAMORA QUIROS

CORREQ: an i

TELEFONC: 8485-5169 )

FAX: ANALISIS: TEXTURA

PROVINCIA: PUNTARENAS FECHA RECEPCION:  09-06-2014

CANTON: MONTES DE ORO EMISION DE REPORTE:  13-06-2014

LOCALIDAD: CHOMES, PLAYA BLANCA N° DE MUESTRAS TOTAL: 8

CULTIVO: SIN CLLTIVO PAGINA: "

ANALISIS DE TEXTURA EN SUELOS
] Clase
1D LAB ARENA LIMO ARCILLA Textural

RN-1898-14 42 24 34 PRANCO ARCILLOSO |
RN-1899-14 44 23 33 FRANCO ARCILLOSO
RN-1900-14 45 25 30 FRANCO ARCILLOSO
RN-1901-14 37 25 38 FRANCO ARCILLOSO
RN-1902-14 50 20 30 FRANCO ARCILLO ARENOSO
RN-1903-14 62 13 25 FRANCO ARCILLO ARENOSO
RN-1904-14 62 13 25 FRANCO ARCILLO ARENOSO
RN-1905-14 62 18 20 FRANCO ARENOSO

Ing. Agr. Rafael Mata Chinchilla M.Sc.
COORDINADOR DEL LABORATORIO DE RECURSOS NATURALES

1. Resulad coma pes. 2. F i de lextura de acuerdo al CIA-SC09-03-P02 Determinacién de Textura en Suelos por el Mélodo del Hidrdmetro
de Bouy J3.El s dad del usuaro 4 Los tados se refieren alas 5. El iempo de dia es de 45 dlas a
parlir ded ingreso de la muestra, & El Repore de Ensayo valido es el ordginal, firmado v sellado cuando el usuario solicta el envio del reponte por comeo electrdnico o fax
|‘llbl:mall o o la ite gndad y confidencinlidad o sus

Figura 28. Analisis de textura en suelos para las muestras de sedimentos de Playa Blanca
de Punta Morales, CR.
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