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Resumen

Se realizé la validacion e implementacion de una metodologia por
cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas (CG-MS), para la
obtencion y comparacion visual y semi-cuantitativa a partir de relaciones de
diagnostico, de la huella digital de muestras de bunker, con el fin de definir si dos

muestras pertenecen o no a una misma fuente de combustible.

Se tomdé como base para la implementacion de la metodologia la Norma

Europea para la identificacion en derrames de petroleo CEN TR 15522-21.

Con esta metodologia implementada se compararon muestras de bunker
entre si, por lo tanto, la cuantificacion individual de cada uno de los componentes
de las muestras no es necesaria; este método se considera como uno de tipo semi
cuantitativo. Se tomo6 en cuenta para la validacion los siguientes parametros de

merito: la linealidad, la precision del método y del equipo.

En la evaluacion de la linealidad se inyectd en el CG-MS tres curvas de
calibracion de alcanos lineales en tres niveles de concentraciéon (0.5 mg/L — 5 mg/L),
se definid como parametro de aceptacion un coeficiente de correlacion superior a

0.9850, el cual se obtuvo satisfactoriamente para la mayoria de los casos.

Para el estudio de la precisién del método en condiciones de repetibilidad se
inyectd en el sistema de CG-MS un mismo patrén en un total de ocho ocasiones,
con el area obtenida para cada compuesto se calcul6 el coeficiente de variacion. Se
defini6 como parametro de aceptacion coeficientes de variacidn menores al 5%;

este valor se obtuvo para todos los casos.

Para el andlisis de la repetibilidad se realizé un estudio de duplicados de
muestras de bunker, se calculo las relaciones de diagnéstico y se obtuvieron
coeficientes de variacion entre réplicas menores al 5 %, por lo cual es aceptable la

dispersion del método.

Con los datos obtenidos en la validacion del método se demuestra que la

validacion esta de acuerdo con el uso previsto del método.

P



Una vez validado el método se procedio a verificar su eficacia analizando
muestras ciegas preparadas en el laboratorio. Se aplicé la metodologia de
extraccion del bunker de muestras acuosas y se inyecté en el sistema de
cromatografia de gases. Se logro la identificacion de cada una de las muestras al
comparar los cromatogramas visualmente y mediante relaciones de diagnéstico los
cromatogramas. Con esto se comprueba la efectividad del método en la

identificacion de diversas muestras al comparar la huella digital de las mismas.

) —_
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1.1. El agua como recurso.

El agua es un recurso que se aprovecha en diferentes areas como lo son el
abastecimiento de poblaciones, la generacién de energia, actividades de bienes
comerciales, entre otros. Si se contamina por alguna causa, se presentan
afectaciones tanto para el ambiente como para los consumidores 2~*. La mayor
cantidad de agua se encuentra en nuestros océanos que son utilizados para

trasegar diversas materias primas, una de ellas es el petréleo.

La economia mundial depende de la exploracién, la produccién, el transporte
y la refineria de petréleo. Con la alta demanda energética a nivel mundial, los
derrames de petréleo en el mar representan un problema de importancia global,
estos pueden tener consecuencias negativas para la vida marina, la vida terrestre,
afectar negativamente la salud de las personas y romper la sostenibilidad de los

recursos marinos®-’,

Cerca de un millébn de toneladas métricas de petréleo son vertidas en
ambientes marinos anualmente de fuentes industriales y municipales, del transporte
marino, de filtraciones naturales de petrdleo y de derrames accidentales®.
Aproximadamente 286 000 toneladas de petr6leo y sus derivados son usados en
Canada cada dia; en Estados Unidos se utiliza cerca de 10 veces esa cantidad y en

el mundo cerca de 11 millones de toneladas son utilizados por dia®.

El transporte de petréleo por via marina entre las zonas productoras, zonas
de procesamiento y las consumidoras, representa una de las principales fuentes de
vertidos de petroleo al mar, que pueden ser de tipo accidental o intencional, lo que
afecta tanto las zonas costeras como el mar abierto’®. Los derrames de petréleo
son motivo de preocupacioén por parte de los organismos que se encargan de cuidar
la calidad del medio marino, asi como de las organizaciones cientificas,
gubernamentales y no gubernamentales que se interesan en el mejoramiento y en

la difusion de la informacion para el manejo del ambiente'".

Un estudio revela que cerca de un billén de litros de petréleo ha sido

derramado al mar en Estados Unidos desde 1960, y con la explosién de Ia




plataforma de petréleo cerca del Golfo de México en el 2010, millones de barriles
de petréleo se sumaron a esta cifra (cerca de dos millones de barriles). Estas
grandes cantidades de petréleo derramado traen consigo problemas de
contaminacion, debido a la presencia de hidrocarburos aromaticos y alifaticos,
compuestos polares, compuestos organicos volatiles y metales pesados,

principalmente en el ambiente marino'?13,

El petréleo vertido afecta a los organismos por contacto directo o por
ingestion, tanto de fracciones solidas como solubles, 10 que puede causar efectos a
largo plazo. Se ha reportado un alto impacto en especies de plantas, aves y

organismos marinos'4.

Entre las afectaciones que se reportan se incluyen la deformacion y la
inhibicidn del crecimiento en embriones de peces después de la exposicion al crudo
o a sedimentos contaminados de petroleo’?.

Cuando el petréleo y sus derivados entran en contacto con el agua marina
participan de una serie de procesos fisicos, quimicos y biolégicos, con lo que se
modifica su constitucién fisica y quimica y su distribucién en el medio marino, esto
se denomina envejecimiento '0.11.15-18  E| proceso de envejecimiento puede ser
utilizado para monitorear la ruta y comportamiento del petréleo derramado en el

ambiente marino’®,

Uno de los principales fendmenos del envejecimiento es la formacion de
emulsiones. Muchas mezclas de petréleo se emulsifican rapidamente en un
derrame y representan un reto persistente a la hora de su limpieza y remocion?°. El
proceso que cobra importancia en las primeras etapas del envejecimiento es la
evaporacion, mientras que la biodegradaciéon juega un papel dominante en las

etapas avanzadas'®.

En la Figura 1 se muestra un diagrama de los diferentes procesos que

ocurren en el agua marina cuando hay un derrame de petréleo.
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Figura 1. Procesos que se dan cuando el petréleo entra en contacto con el agua. (Fuente:
Traducida de National Oceanic and Atmospheric Administration?).

Cada vertido de petréleo tiene diferentes caracteristicas; sin embargo, de
manera general para un compuesto especifico, los procesos fisicos ocurren durante
las primeras semanas después del derrame; los procesos quimicos como la foto
oxidacion se evidencian al cabo de varias semanas y los procesos biologicos como

la biodegradacién empiezan a notarse varios meses después'®?.

Los vertidos de petréleo al mar han disminuido significativamente en las
Ultimas décadas, gracias a mayores controles y normativas internacionales sobre
contaminacion de aguas costeras, seguridad maritima y prevencion de
derrames'®?2, sin embargo existen malas practicas en el lavado de tanques y un
menor control sobre barcos que no transportan petréleo, de los cuales aun se

realizan descargas accidentales e intencionales.
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1.2. Huella digital de compuestos de petréleo.

En general, todos los yacimientos contienen petrdieo con una estructura
hidrocarbonada similar, pero las cantidades relativas de sus componentes
dependen de su origen, cada crudo de petroleo presenta una huella digital unica
debido a la variedad de las condiciones geoldgicas y los afios bajo los que fue
formado?324. Una manera de conocer el origen de una muestra de petrdleo es
conocer su huella digital, la quimica de huella digital representa la concentracion
relativa de los compuestos presentes en un petroieo analizado, usualmente se
obtienen cromatogramas de un complejo andlisis que involucra hidrocarburos en un
rango de Cz a Cass; a partir de las sefiales cromatograficas obtenidas, se pueden

calcular relaciones de diagnéstico que se utilizan para rastrear ese origen®.

El estudio quimico de la huella digital de derrames de petréleo inici6 en la
década de 1970, seguido de un incremento en la conciencia ambiental de la
poblacion y como resultado se establecieron las regulaciones. Actualmente, las
técnicas de cromatografia con espectrometria de masas han permitido mejorar el

proceso de obtencion de huella digital de petroleo?s.

El petréleo es una mezcla compleja de hidrocarburos que existen
naturalmente en estado gaseoso, liquido y sélido. Es producto de una gran variedad
de materia organica que fue quimicamente convertida a lo largo del tiempo (cientos

de millones de arios) bajo diferentes condiciones geologicas y termales26-27,

El crudo de petréleo esta compuesto principalmente por carbono e hidrégeno
(n-alcanos, iso-alcanos, cicloalcanos, hidrocarburos aromaticos policiclicos y sus
derivados alquilados), ademas presenta en pequerias cantidades azufre, oxigeno,
nitrégeno (principalmente en compuestos heterociclicos) y trazas de algunos

metales?8.

Se han realizado diversos estudios sobre la quimica de la huella digital de los
contaminantes de petroleo en ambientes marinos, con el fin de identificar las fuentes
del petréleo derramado. Esta huella digital se ha convertido en una herramienta de

la ciencia forense, la fuente original de las mezclas quimicas complejas se puede

]
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identificar por medio de la abundancia relativa de compuestos que son clave, por
ejemplo, los hidrocarburos que formen un patrén quimico, o mediante la
identificacion de compuestos o marcadores especificos caracteristicos de la fuente.
La gran variabilidad en la abundancia relativa de estos compuestos entre los

diferentes crudos y sus productos refinados, es lo que permite la obtencién de Ia

huella digital?®.

Los marcadores biolégicos o biomarcadores son uno de los grupos de
hidrocarburos mas importantes en la quimica de huella digital. Son moléculas
complejas derivadas de organismos antiguos. Los biomarcadores encontrados en
crudos de petroleo, rocas, y sedimentos no presentan cambios estructurales, la
concentracion de los biomarcadores en los crudos es baja, se encuentran en un
rango menor a los 100 mg/kg. Estos biomarcadores pueden ser detectados en
concentraciones bajas en presencia de una alta variedad de otros tipos de
hidrocarburos con el uso de cromatografia de gases acoplado a un espectrometro

de masas bajo el modo selectivo de iones (SIM por sus siglas en inglés)?.

Los biomarcadores son utilizados en la quimica de la huella digital, ya que
conservan toda o la mayor parte del esqueleto de carbono original del producto
precursor y la similitud estructural revela mas informacién acerca de la fuente del
petroleo que otros compuestos presentes?®, son compuestos mas resistentes a los

procesos de envejecimiento a corto plazo, debido a su baja reactividad quimica'’-30-
32

Los hidrocarburos poliaromaticos (HPA) son anillos condensados, constan
de dos o mas anillos aromaticos fusionados, los naftalenos son los mas simples, ya
gue consisten de dos anillos de benceno. Los HPA son compuestos relativamente
estables y mediante las relaciones de diagnéstico proporcionan datos especificos
que pueden utilizarse para identificar el origen y el grado de degradacién del
petréleo derramado33-%, Estos HPA se consideran los de mayor preocupacién a
nivel de contaminacion ambiental, debido a que representan los componentes de

mayor toxicidad en el crudo. Sin embargo, se ha reportado que los efectos toxicos
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en un derrame de petréleo no pueden vincularse solo a los HPA, sino también a
otros componentes capaces de penetrar en el medio acuético'?%.

Debido al envejecimiento, la identificacion de la fuente de petréleo derramado
se complica con el transcurso del tiempo. Con el estudio de la huella digital es
posible monitorear los cambios en la composicion del petréleo derramado y estimar
la importancia de los procesos de envejecimiento?9:30.33,

Entre los principales grupos de HPA y biomarcadores que se emplean en el

estudio de huella digital del petréleo y de sus productos refinados se encuentran los
mencionados en el Cuadro |I.

Cuadro I. HPA y biomarcadores comunes en el estudio de huella digital de petroleo.

Compuestos

Estructura

Compuestos

Estructura

Decalina

C1- Decalinas

C2- Decalinas

C3- Decalinas

C4- Decalinas

Benzotiofeno

C1- Benzotiofenos

C2- Benzotiofenos

C3- Benzotiofenos

C4- Benzotiofenos

Naftaleno

C1- Naftalenos

C2- Naftalenos

C3- Naftalenos

C4- Naftalenos

Dibenzotiofeno

C1- Dibenzotiofenos

C2- Dibenzotiofenos

C3- Dibenzotiofenos

C4- Dibenzotiofenos

Fluoreno

C1- Fluorenos

C2- Fluorenos Bifenilo
C3- Fluorenos
Fenantreno 6
Antraceno
FlUOI’anteno D
Dibenzofurano "
Reteno Q
Pireno O Q




1.3. Cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas.

Entre los métodos que existen para determinar e identificar sustancias como
las del Cuadro I, se encuentran la cromatografia de gases, métodos de particion

gravimétrica y métodos espectroscopicos de infrarrojo y ultravioleta®.

La cromatografia de gases es una técnica que permite la separacion de
mezclas complejas de compuestos. Por otra parte, la espectrometria de masas
puede identificar de manera casi inequivoca cualquier sustancia pura. Es aqui
donde la fusién de ambas técnicas muestra su ventaja en la identificacién de

compuestos en mezclas complejas.

Por lo tanto, una de las opciones de cromatografia de gases mas avanzadas
es la cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas (CG-MS), la
cual puede brindar una caracterizacion del contenido y distribucién de los
componentes principales del petréleo, tiene un alto nivel de resolucion, una mayor
sensibilidad y representa en la actualidad, la principal forma de determinar la huella
digital en muestras de petroleo, a partir de la separacién e identificacion de los

hidrocarburos aromaticos policiclicos (HPA) y los compuestos biomarcadores
3,28,30,38,39

Una de las técnicas de CG-MS que se utiliza para trabajar con mezclas
complejas como el petréleo, es la técnica selectiva de monitoreo de iones (SIM por
sus siglas en inglés), en la cual el espectrdmetro de masas aisla iones especificos
de interés en intervalos de tiempo determinados, con lo que se logra aumentar la
sensibilidad del detector al disminuir la cantidad de iones que llegan al mismo,

obteniendo sefales cromatograficas con una menor cantidad de ruido®°.
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1.4. Senales cromatograficas obtenidas en el analisis por CG-MS para el
calculo de relaciones de diagnéstico.

Los datos analiticos obtenidos mediante la CG-MS se pueden utilizar para la
comparacion de la composicion quimica de diferentes muestras de petrdleo al
generar un conjunto de relaciones de diagnéstico que se basan en los HPA, en los
biomarcadores, 0 en razones entre ambos. Efectuar un analisis quimiométrico es

util para mejorar el proceso de identificacion30:33.41,

La relacion de diagnostico se define como la razén entre las alturas o areas
de las sefales cromatograficas de los compuestos aislados o grupos de
compuestos, seleccionados por su diversidad en la composicidon quimica del
petréleo y sus derivados. El término se origina de la geoquimica y se relaciona con
la diversidad en la composicion quimica de los crudos de petréleo de diferentes

provincias geoldgicas, campos de petroleo, pozos o depdsitos individuales.

Si dos muestras de petrdleo o productos refinados son iguales, su
composicién quimica es la misma por definicién. Por lo tanto, las relaciones de
diagnéstico para dos muestras idénticas de petrédleo no deberian mostrar

diferencias significativas a un nivel de confianza establecido.

Se han estudiado diferentes relaciones de diagnéstico entre compuestos
individuales y grupos de compuestos, estas son las que se utilizan para comparar
las muestras de petréleo o productos refinados. Entre ellos se pueden mencionar
las relaciones entre biomarcadores que normalmente proporcionan un alto grado de
especificidad entre los diferentes petroleos crudos. Las relaciones basadas en HPA
pueden ser importantes en productos refinados en los que su distribucién puede ser
afectada por procesos de refineria.

En la siguiente Figura 2 se muestra un esquema de la manera correcta de
analizar si dos muestras son iguales o no, comparando la huella digital de las

mismas mediante relaciones de diagndstico.
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Figura 2. Esquema a seguir en el analisis de relaciones de diagndstico.
(Elaboracién propia).

Se obtiene un resultado positivo cuando la diferencia en los cromatogramas
y las relaciones de diagnostico de las muestras que se comparan son mas bajas
que la variabilidad del método, o que estas diferencias se puedan explicar sin

equivocacion, por ejemplo, por envejecimiento.

Un resultado probable se da cuando las diferencias entre los
cromatogramas y las relaciones de diagnostico no permiten asegurar un resultado
positivo sin equivocarse, pero puede explicarse la diferencia por factores externos
razonablemente, por ejemplo, envejecimiento con mezclas de caracter

heterogéneo, o no representativas.

Un resultado es no concluyente cuando las diferencias entre los

cromatogramas y las relaciones de diagnéstico no permiten dar una conclusién




positiva o probable, por ejemplo, cuando la concentracion de la contaminacion es

muy pequena.

Se obtiene un resultado no coincidente cuando las diferencias entre los
cromatogramas vy las relaciones de diagnéstico de las muestras comparadas son
distintas y la variabilidad no se puede explicar por factores como el envejecimiento,

la contaminacién y/o la heterogeneidad.

1.6. Legislacidn europea en cuanto a estudio forense de derrames de

petrdleo.

La metodologia europea CEN/TR 15522-2 es un ensayo forense que permite
caracterizar e identificar una fuente de petroleo resultante de un derrame accidental
0 una descarga intencional, ya sea en aguas marinas, estuarios y otros ambientes
acuaticos; mediante la comparacion de muestras de vertidos con las fuentes
sospechosas utilizando la técnica de CG-MS. La norma provee el procedimiento
analitico y las especificaciones para el procesamiento de los datos para identificar
petroleos derramados y correlacionarlos con las fuentes sospechosas. En el caso
de que no se tengan a disposicion las fuentes sospechosas, la metodologia permite
caracterizar al petréleo derramado. El protocolo a aplicar se encuentra restringido a
que el petréleo contenga una proporcion significante de hidrocarburos con un punto

de ebullicién arriba de los 200 °C".

El Comité Europeo de Normalizacion (CEN) adoptd la CG-MS como técnica

analitica estandar en sus protocolos de huellas digitales?°-30.33.42,

1.6. Situacion en Costa Rica sobre técnicas para el analisis de huella digital
de petrdleo y reglamentacion.
En Costa Rica no se ha implementado una metodologia con la técnica de
CG-MS para obtener la huella digital del petroleo, esta permitiria identificar los

vertidos que se realicen intencional y accidentalmente en la zona costera. Ademas
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de que no existe una metodologia que permita extender el alcance al uso en bunker

(producto de petréleo), que representa un producto de mayor atractivo para el pais.

Datos estadisticos de la Refineria Costarricense de Petroleo (RECOPE)
indican que al pais se importaron alrededor de 20 millones de barriles de
hidrocarburos en el ano 2016. en el grafico que se muestra en la Figura 3 se observa

la tendencia al alza de las importaciones desde 1986.
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Figura 3. Grafico de importaciones de barriles de hidrocarburos por RECOPE.

(Fuente: RECOPE*%)

En el decreto N° 37176-Minae se establece la preocupaciéon por la
contaminacioén de las aguas, pero el alcance de este documento no contempla los

derrames de productos derivados de petroleo al mar. Este decreto establece que
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quien contamina el recurso hidrico debe pagar y establece un canon ambiental que

es un instrumento econdmico de regulacion4.

En este decreto se menciona, basandose en normativa de caracter
internacional lo siguiente: “los actuales niveles de contaminacion de los cuerpos de
agua sobrepasan o amenazan con sobrepasar los limites maximos tolerables para
el abastecimiento humano, para el riego y para la sobrevivencia de los ecosistemas
naturales”, con esto concluyen que los mecanismos con los cuales se regulan los

vertidos y por lo tanto, la contaminacién del agua, son ineficaces e insuficientes*.

1.7. Compuestos de importancia para la determinacion de la huella digital
del bunker.

El bunker es parte de los derivados del petréleo que se conocen como “fuel
oil’, se utiliza principalmente como combustible en motores de navios#s. El fuel oil
representa una fraccién de la destilacion del petréleo, conformada por hidrocarburos
de cadenas largas, ciclo alcanos y algunos compuestos aromaticos; entre sus
principales caracteristicas se encuentra que tienen un color oscuro y olor
caracteristico a azufre. Se clasifica con los nimeros del 1 al 6 considerando su

punto de ebullicién, su composicién y su viscosidad.

En el Cuadro Il se pueden observar las temperaturas de destilacion y las

viscosidades cinematicas de cada uno de los seis tipos de fuel oil.
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Cuadro Il. Propiedades del fuel oil segun clasificacion.
Propiedad N°1 N°2 N°3 N°4 N°5 N°6
Temperatura de destilacién para 288 338 343 - - -
obtener un 90 % de recuperacion '
(°C)
Viscosidad cinematica maxima a40 2.4 4.1 4.1 5.5 - --
°C (mm2/s)
Viscosidad cinematica maxima a - -- -- - 149 50
100 °C (mm?/s)
Fuente: ASTM D396-15 c: Standard Specification for Fuel Qils*,

De acuerdo a su clasificacién se utiliza en diferentes aplicaciones. EI N° 1, el
N° 2 y el N °3 son combustibles que se utilizan a nivel doméstico y en hornos
industriales pequefios. El N° 4 representa un destilado de una fraccion mas pesada
y se utiliza en hornos comerciales e industriales que operan en un amplio rango de
viscosidades. EI N° 5y el N° 6 son combustibles residuales con una aita viscosidad
y ambito de ebullicion, su utilizacién se da principalmente en hornos industriales;
dentro de las caracteristicas principales se encuentra el calentamiento previo para

su adecuada manipulacion.

El bunker se clasifica como un fuel oil N° 6. Es un combustible que se obtiene
como residuo de los procesos de destilacion y refinacion de los hidrocarburos y
dentro de sus principales caracteristicas se encuentra su alta viscosidad y su alto
contenido energético. Su uso mayoritariamente se debe a su bajo costo y se utiliza
como combustible en navios, en la generacién eléctrica, en calderas y en

hornos*7:48, En el Cuadro Ill se muestra la composicidn de un fuel oil como el bunker.
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Cuadro lll. Composicién tipica del bunker.

Compuestos Porcentaje (%)
Saturados 20 a 40
Ceras 5a15
Oleofinas aromaticas 30 a0
HPA 1ab
Polares 10 a 20
Asfaltenos 5a20
Azufrados 2a4
Metales (mg/kg) 100 a 2000

1.8. Validacion de la metodologia de determinacion de huella digital de
bunker por CG-MS.
La validacion segln la Norma INTE-ISO/IEC 17025:2005 es la confirmacién,
a través del examen y el aporte de evidencias objetivas, de que se cumplen los
requisitos particulares para un uso especifico previsto*®. La  validacion es el
proceso para definir un requisito analitico, y la confirmacién de que cuenta con

capacidades consistentes con las aplicaciones para las cuales se requieren®°.

La validacién de metodologias es de suma importancia a nivel internacional
debido que, al utilizar métodos validados, se cuenta con evidencia suficiente para
garantizar que el resultado emitido, al utilizar dicho ensayo, es confiable. Estas
metodologias analiticas se suelen emplear en diferentes ramas, desde el control de

calidad de productos en general hasta técnicas forenses, entre otras areas.

La EURACHEM es una organizaciéon europea que tiene como uno de sus
objetivos la promocion de las buenas practicas de calidad®. Dentro de sus
documentos cuenta con una guia para la validacion de metodologias.

Para la presentacion de evidencias objetivas es necesario evaluar ciertos

parametros de mérito dependiendo del tipo de método que se esté validando. En
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el Cuadro IV se muestran los parametros de mérito que se evallan generalmente

en una validacion de acuerdo con la guia de la EURACHEM®C,

Cuadro IV. Parametros de mérito que generalmente se evaluan al realizar una
validacion.

Selectividad

Limite de deteccion y limite de

cuantificacion

Intervalo de trabajo incluyendo
Parametros de mérito linealidad

Sensibilidad analitica

Veracidad

Precision

Robustez

Fuente: Informacion tomada de "La Adecuacion al Uso de los Métodos Analiticos Una Guia de Laboratorio para
Validacion de Métodos y Temas Relacionados” de la EURACHEMSO,

La metodologia que se va a aplicar representa una de caracter semi
cuantitativo por lo que las variables a evaluar no son todas las indicadas en la guia
del EURACHEM. Entre los parametros de mérito a evaluar en esta validacién se
encuentran: la linealidad, la precision y la repetibilidad del método; estos parametros
de acuerdo a la metodologia CEN/TR 15522-21.

1.8.1. Linealidad.

La linealidad define la habilidad de un método para obtener resultados

proporcionales a la concentracion del analito52.
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1.8.2. Precision.

La precision se va a evaluar en condiciones de repetibilidad. Estudia la
variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre la misma muestra en
las mismas condiciones operativas, lo cual incluye: un mismo analista, mismos

instrumentos y reactivos, en un mismo laboratorio y en un lapso de tiempo corto®?.

1.8.3. Repetibilidad del método.

Con el fin de comprobar si una diferencia en los valores medidos es
significativa o no, se necesita conocer la repetibilidad en inyeccion del equipo. El
laboratorio para el caso del método en cuestion debe ser capaz de garantizar

coeficientes de variacién menores al 5% para todas las relaciones de diagnéstico’.
p

1.9. Justificacion.

Por todo lo expuesto anteriormente es importante prestarle atencion al
desarrollo de metodologias para un mejor control de derrames de petroleo o
productos derivados de petroleo, ya que cabe destacar que la mayoria de derrames

al mar se dan en el proceso de descarga de los barcos a la base en tierra y no por
derrames accidentales®.

El desarrollo de técnicas forenses en el area de hidrocarburos es de suma
importancia en la proteccion del ambiente, debido a la alarmante cantidad de
petréleo que se utiliza mundialmente. De aqui la importancia de que Costa Rica
desarrolle e implemente metodologias analiticas que permitan tener un control
estricto en cuanto a la contaminacion de los medios acuaticos por derrames de

petroleo.

Guiado por las tendencias internacionales en cuanto a metodologias

analiticas es que el pais debe de brindar una solucién a esta problematica, por lo
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tanto, basandose en las regulaciones normadas europeas es que se implementé y
adapté la normativa CEN/TR 15522-2 para dicho fin.

1.10. Objetivos del proyecto.
1.10.1. Objetivo primario.

- Desarrollar un método por cromatografia de gases acoplada a un detector de
espectrometria de masas para la obtencion de la huella digital de muestras

de bunker.

1.10.2. Objetivos secundarios.

- Implementar el método de cromatografia de gases acoplada a masas
basandose en la norma CEN/TR 15522-2.

- Validar en el Centro de Electroquimica y Energia Quimica (CELEQ) el
meétodo indicado, siguiendo los criterios de la guia Eurachem.

- Disenar y probar una hoja de calculo, que facilite el analisis de los datos
obtenidos.

- Comparar la huella digital de distintas muestras de petroieo.




Capitulo 2: Seccion experimental
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La seccion experimental contiene dos partes principales: la extraccion del
bunker de las muestras de agua y el analisis de las mismas para la obtencién de la
huella digital por CG-MS. Las muestras de bunker utilizadas fueron suministradas
por el Centro de Electroquimica y Energia Quimica (CELEQ) de la Universidad de
Costa Rica.

2.1. Preparacion de muestras.

El método se utiliza para comparar la huella digital de muestras de bunker
entre si. Si se requiere comparar la huella digital de una muestra en un derrame
costero con una posible fuente de contaminacién, se debe extraer del agua el
bunker derramado y se debe preparar las posibles fuentes de contaminacién para
su posterior analisis y comparacion. En las siguientes secciones se explica el

procedimiento que se siguidé dependiendo del caso.

2.1.1. Extraccion del bunker de muestras acuosas.

Para realizar la separacion del binker de las muestras acuosas se utilizé la
técnica de extraccion liquido-liquido, se realizé con tres adiciones sucesivas de 20
mL de disolvente (diclorometano). Una vez separado, se sec6 el extracto de
diclorometano con sulfato de sodio (Na2SQa), para esto se empaco con sulfato de
sodio una pipeta Pasteur, que sirve de soporte para el desecante, y se concentrd
utilizando un rotavapor inicialmente, seguido de un flujo de nitrogeno hasta un
volumen aproximado de 500 uL. El sistema de extraccion y de evaporacion con
corriente de nitrogeno que se utilizd se muestran en la Figura 4 y la Figura 5

respectivamente.
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Figura 5. Equipo utilizado para concentrar las muestras con un flujo de nitrégeno.




2.1.2. Preparacion del binker si este se encuentra puro.

Para las posibles fuentes de contaminacion del agua, la extraccion de los
componentes importantes en el estudio de huella digital del bunker se realizo
disolviendo una masa entre 125 mg y 150 mg de muestra en 1.00 mL de
diclorometano. Se eluyo la muestra disuelta a través de una columna de Na2SOa4
utilizando 4 mL de hexano. En la Figura 6 se muestra el sistema utilizado para eluir
las muestras por el sulfato de sodio. Se concentro utilizando un flujo de nitrégeno

hasta un volumen de aproximadamente 500 L.

Figura 6. Sistema de elucion de muestras de bunker por sulfato de sodio.

2.1.3. Purificacion del banker para inyeccién en sistema de cromatografia.

Una vez que se realiza la extraccion del bunker del agua y se prepara
muestras de las posibles fuentes del derrame se sigue un mismo procedimiento.

En ambos casos es necesario eluir la muestra por una columna de alimina para
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cromatografia marca Brockman Activity |l, previamente desactivada, con el fin de

eliminar impurezas no volatiles que influyen en el rendimiento de la inyeccion, la

columna y el detector.

Para desactivar la alimina se adicion6 agua ultra pura de un sistema TKA,
se mezclé en un vortex y se dejo secar durante una hora. Con la desactivacion, lo
que se busca es que sea menos higroscopica, dependiendo del porcentaje en peso

de agua anadida asi va a ser el grado de desactivacion®>.

Se empaco una columna como la que se muestra en la Figura 6 y se eluyo
un total de 25 pL de muestra con 7 mL de hexano. Se recolect6 el eluato en un vial

y se procedid a la separacion de la muestra por CG-MS.

2.2. Implementacion de método en sistema cromatografico.
2.2.1. Condiciones instrumentales.

Se utilizd un equipo de cromatografia de gases acoplado a un espectréometro

de masas marca Agilent modelo 7890A. El equipo se muestra en la Figura 7.




Figura 7. Equipo utilizado en el analisis de huella digital de bunker.

La columna cromatografica utilizada fue una HP-5-MS (95 %
metilpolisiloxano y 5% fenil) de 30 m de longitud, 0.25 mm de diametro externo y

0.25 ym de espesor de la fase estacionaria.

Las condiciones iniciales utilizadas en la implementacion y la optimizacion

del método se muestran en el Cuadro V.
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Cuadro V. Parametros instrumentales utilizados en el método de huella digital
implementado.

Parametro Condicion
Gas de arrastre Helio, flujo 1.1 mL/min
Rampa de temperatura del horno 42 °C por 1.30 min, luego 5.5 °C/min

hasta 330 °C, 10 min de espera
Temperatura de la linea de transferencia 230 °C
Temperatura de fuente de iones 230 °C
Impacto electrénico 70 eV
Intervalo de unidades de masa atomica  50-450 u.m.a.
Inyector 1-2 uL. Sin divisor de flujo (Splitless)
' a325°C

2.2.2. Meétodo de Monitoreo Selectivo de lones (SIM).

Para desarrollar el método SIM se prepard un coctel con los siguientes
alcanos lineales: decano, tridecano, hexadecano, nonadecano, docosano,
hexacosano y triacontano a concentraciones aproximadamente de 0.1 mg/mL. A

partir de los tiempos de retencion se armo el método SIM.

En el Cuadro VI se muestra los datos de los grupos, iones y tiempos de

retencion para armar el método de monitoreo de iones.




Cuadro VI. Grupos de iones de acuerdo a tiempos de retencion utilizados para crear
el método SIM.

s R Tiempo de
Grupo Idantisicacion retenciéon lones
P2 de grupo (CX)

(min) _
T - Al 3.00 83. 85 138
83 85, 123, 128, 134, 142, 148, 152,
. i I3 166, 180,194
' | 83, 85, 123, 152, 154, 156, 162, 166,
2 \ £13 B 1871_ | 168,170, 176, 180, 184, 190, 194
83, 85, 178. 180, 184, 190, 191, 192,
= ‘ 18 %8 194, 198, 208, 212, 240
| [ 1783 85 197 197 2000206 208 217
5 C19 31.47 SE B e s s
| | 215,216, 219, 220, 226, 234, 240
| 83 85, 191, 215, 216, 217, 218, 219,
| 6 | Ca 36.43 220, 228, 230, 231, 234, 240, 242
; 244, 256
1 83, 85, 191, 205, 217, 218, 231, 242
7 { 1 ] ) 1 1 ] 1 ¥
20 sl 244, 252, 256, 270 284
g . 5.5 83, 85, 191, 205, 217, 218, 231, 276,

278

b — . e e e ———————— — e —————————————————

2.2.3. Optimizacion:

Se realizo pruebas de verificacion en cuanto a la identificacion y resolucion
del equipo utilizando diferentes compuestos, entre estos se pueden mencionar:
nonano, decano, naftaleno, dodecano, bifenilo, fluoreno, antraceno, fenantreno,
nonadecano, eicosano, heneicosano, pireno, docosano, tricosano, tetracosano,
criseno, pentacosano, hexacosano, octacosano, triacontano, dotriacontano,
hexatriacontano, octatriacontano, tetracontano, pristano, fitano, tridecano,

hexadecano. Todos se prepararon a 100 mg/L.

Seguido a esto se prepard muestras de bunker de acuerdo al proceso de
extraccion para evaluar la concentracion de inyeccién. Para esto se utilizé diferentes

volumenes entre 25 uL y 300 plL para la purificacién de la muestra explicada en la
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seccién 2.1.3 y se definio la concentracion éptima para obtener la mejor resolucion

posible.

Uno de los factores a optimizar era la rampa de temperatura del horno que
establecia el método inicial, ya que por limitaciones en cuanto a pruebas que se
realizan en el cromatografo utilizado no se podia aumentar de 300 °C. Este factor

se corrigio al mantener la temperatura del horno a 300 °C durante un periodo de
tiempo superior al establecido por la metodologia como tiempo de espera.

2.3. Validacion.

Para la validacion del método se contemplaron los parametros de mérito que

se indicaban en la metodologia CEN/TR 15522-2. Se validé por lo tanto la linealidad,

la precision y la repetibilidad del método.

2.3.1. Linealidad del equipo.

En cuanto a la validacion de la linealidad se prepard un coctel que contenia
los siguientes alcanos lineales: nonadecano, eicosano, heneicosano, tricosano,
tetracosano, pentacosano, octacosano y triacontano, y de ese coctel se prepararon
estandares a tres niveles de concentracion entre 0.5 mg/L y 50.0 mg/L. Tomando
como base la norma europea se realiza la curva de calibracién en solo tres puntos

por triplicado.

Para la preparacion del coctel se pesé en una balanza analitica cerca de
0.02500 g de cada uno de los estandares en un balon aforado de 50.00 mL y se
aforé con hexano. A partir de ese coctel se tomé una alicuota de 1.25 mL para el

segundo estandar, una de 2.50 mL para el tercer estandar y una alicuota de 0.25

mL del tercer estandar, para preparar el primer estandar, estos se realizaron en
balones de 25.00 mL y se aforaron con hexano. En el Cuadro VIl se muestra la

concentracion de cada uno de estos estandares.



Cuadro VII. Concentraciones de los estandares preparados para evaluar la
linealidad del método.

Compuesto Estandar 1 Estandar 2 Estandar 3

mg/L (+ 0.03) mg/L (% 0.4) mg/L (£ 0.4)
Nonano Q52 25.8 51.7
Eicosano 0.56 282 56.4
Heneicosano 0.59 29.5 58.9
Tricosano 0.53 26.4 32,7
Tetracosano 0.56 28.0 56.0
Pentacosano 0.52 26.1 52.3
Octacosano @57 28.3 56.5
Triacontano 0.56 28.2 56.4

Se procedio a inyectar en el método de huella digital de bunker en el CG-MS
las tres curvas de calibracion y se realiz6 graficos con las curvas de calibracion. Se
calculdo ademas el coeficiente de correlacion. Se defini6 como parametro de
aceptacion del coeficiente de correlacion 0.9850, esto debido a la naturaleza de la
muestra, ademas la metodologia de la ASTM no establece ningun parametro de

aceptacion por la naturaleza semi cuantitativa del método®*.

Se puede utilizar para verificar que existe una correcta correlacion entre los
datos una prueba t de student. En esta, la hipotesis nula es que no existe correlacion
entre las variables del gje "x" y las variables del eje "y”, si el t calculado es mayor al
t tabulado para n-2 grados de libertad en un contraste de 2 colas, se rechaza la

hipétesis nula®. La pruebat a aplicar en este caso es la siguiente:

lrlWn=2
n \-'l\-r‘z [1]

2.3.2. Precision.

Para evaluar la precision en condiciones de repetibilidad se utilizo el estandar
de concentracion media preparado para estudiar la linealidad del método (estandar
2).
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Se inyecto el patron un total de ocho veces y con el area de cada compuesto
se procedid a calcular un coeficiente de variacion para cada uno. Se establecid

como parametro de aceptacion maximo un 5 %".

2.3.3. Repetibilidad método.

Para evaluar la repetibilidad del método se procedio a preparar una muestra
de bunker por duplicado, siguiendo el método de extraccion descrito anteriormente.
Se evaludé mediante el coeficiente de variacion entre las relaciones de diagnostico

de las réplicas.

Se inyectd en el cromatografo de gases y se calcularon las relaciones de

diagnostico. Se definido que el coeficiente de variacion entre las relaciones de

diagnostico de cada réplica debia ser menora un 5 %"

2.4. Analisis de datos.

Con el programa MSD ChemStation version E.02.00.493 se trabajo la
integracion de las senales cromatograficas de los iones. De cada muestra inyectada
se analizaron 16 cromatogramas de iones correspondientes a las sefiales

cromatograficas de los grupos de compuestos mostrados en el Cuadro .

Se identifico basandose en los cromatogramas presentes en la metodologia
europea los tiempos de retencion y conjunto de sefales cromatograficas para la
Integracion, y se procedio a realizar el proceso manualmente para cada muestra, se

asigno a cada sefal cromatografica o grupo de senales un numero.

Una vez obtenidas las areas se procedio a utilizar la hoja de calculo que se
propuso realizar como parte de los objetivos con el fin de manejar los datos
obtenidos del analisis. Para la elaboracién de la hoja de calculo se utilizd el

programa de computo de Excel ®.
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Inicialmente se definié las relaciones masa-carga a utilizar para los calculos
basandose en la norma europea. En la Figura 8 se observa la primera seccion de la
hoja de calculo, donde /on indica la relacion masa-carga, referencia indica el numero
de identificacion asignado para la integracion. Se debe colocar las areas de un
blanco medido y las areas para la muestra y su duplicado. La hoja de calculo utiliza

el valor corregido para el area para realizar los calculos posteriores.

Muestra
112 €2 Dibenzotiofenos a8
236 53 C3 Dibenzotiofengs 0,00 0,00 226 $1 €3 Diberzotiofenos
o €2 Fenantrenos antracenos 000 9,00, ., sa _£2 Fenanbrenos antracenos
120 52 €3 Fenantrenos antracenos .00 5,00 120 52 €3 Fenantrenos antracenos
130 56 €2 Fluorenos pirencs 0,00 g.00 30 56 €2 Flugrenos pirenos b
242 | &0 C1crisenos 0,004 0,00 242 &0 Clcrisenos
| X P 0.00 Q.00 7 IMP
182 a MA opol 000 = a7 fr
8 100 ooof o0l ] o
49 Pico més alto noo 000 49 Pico mas alto
198 5 4-MeOST O_ﬁf.‘% .00 188 3 4-MOBT
5 1MDET 0.00] 0.00 & 1-haosT
L Ci7 .04 .00 1 ci7 _
a5 3 Pristano ! : 0.004 0.0 - 2 Prigtans —
3 c18 0,00{ 0,00 1 18
s Frians oool 000 4 Ve
53 C4 Fenantrenos a.00f 0,00 53 C4 Fenantrenos
a4 | 11 Retenc 0.00 g,00 138 il Petens
16 Tetrametil fenantreno 0,00 000 16 Tetrametil fenantreno
17 BNT Q.00 0.00 17 BNT
L1y 20 ool 000 s 21 -
10 BaF 0,00 0,00 10 BaF
118 L 12 Benzofiuzrena GCCT‘ 2,00 h 13 Benzofluoren:
—

Figura 8. Primera seccion de la hoja de calculo elaborada.

En una segunda seccién de la hoja elaborada se calculan las relaciones de
diagnostico, esta parte se realizdé basandose en las relaciones de diagnostico que
establece la norma. Se utiliza como indicador de la relacion la fraccion del numero
de senal (identificado previamente) para dos réplicas, por ejemplo, la relacién ¥z es
el area de la sefial cromatografica identificado como 1 dividida entre el area de la
sefial cromatografica 2; de la Figura 8 se puede observar que es el area del

heptadecano entre el area del pristano para el ion 85.
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Se coloca una condicional que torna el color de la celda verde o roja,
dependiendo de si el coeficiente de variacion entre las relaciones de diagnéstico de
cada réplica es menor o mayor a un 5 % respectivamente. En la Figura 9 se muestra

una imagen de esta seccion y la condicional agregada.

Muestra Fuente Muest:

Relacidon

1/2 #;DIV/0! #DIV/0! #iDIV/0! 1/2 #

3/4 #;0IV/0! #jDIV/0! #;DIV/0! 3/4 #i

2/4 #;DIV/0! #iDIV/O! #jDIv/o! 2/4 #i

5/6 #;0IV/0! #;DIV/0! #DIV/0! 5/6 #

7/8 #;DIV/0! #;DIV/0! #jDiv/o! 7/8 #i

Administrador de reglas de formato condicionales [4 x E“'
i

Mostrar reglas de formato para:  Sajeccién actual o I
= —— — H
[Z] Nueva regli.j.‘ r‘é"‘:‘: Editar regla,. < Eliminar regla v E
Fegla (aplicada en el orden mostrado]  Formato Se aplica a Detener si es verdad r|
Valor de celda < 5 AaBbCcYyZz =SES3:SESS0 =9 O E

[

Valor de celda > § AaBbCcYyZz =5ES3:SESS0 @, & I

Figura 9. Segunda seccién de la hoja de calculo generada.

En la tercera seccion de la hoja elaborada se calcula el coeficiente de
variacion entre cada una de las réplicas de las muestras con la posible fuente del
derrame de bunker. La hoja calcula el coeficiente de variacion para el valor de
relacion de diagnostico de la réplica 1 de la muestra de bunker y la posible fuente

de contaminacion; igual lo realiza para la réplica 2.

Se coloco una condicional para que aparezca la palabra igual o la palabra
diferente en una celda que resume los resultados de los calculos numéricos

(comparacion Fuente.M1 en Figura 10). La palabra igual indica que el coeficiente
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de variacion es menor al 14% y por lo tanto se puede considerar que las muestras

son iguales y la palabra diferente implica que el coeficiente de variacion es mayor

al 14% y la muestra y la fuente son diferentes.

En la Figura 10 se muestra una imagen de la tercera seccion de la hoja de

calculo donde se puede observar la féormula utilizada para colocar la palabra igual y

diferente.
_f] =5I(E4>14;"Diferente";"Igual”)
z C D E E G = I
Réplica 1 Réplica 2
H 25 0 omp [ O =
O a Od F
1/2 #DIV/0! # DIV/0! #DIV/0! # DIV/0! #DIV/0! | #Dl 2! #iDIV/O! #iDIV/0!
3/a #iDIV/0D! #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIv/0r | wiDiv/ol| siDiv/o! | #iDiv/o!
2/4 #iDIv/o! #iDIV/o! | #iDIv/0! #iDIV/0! #DIv/0! | #iDIv/o!|  #iDIV/O! #iDIV/0!
5/6 #ipiv/ol | mioiv/or | #ioiv/o! [ #iDiv/o! miDiv/ol_ [moivjot]  smipiv/ol | #iDIv/0!
7/8 #DIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #iDiv/0! #DIV/0! #DIV/0!|  #iDIV/O! | #iDIV/O!
....... = it 3
9/14 #iDIV/0! #iDIV/0! #DIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! | #iDIV/O!| #&iDIV/0! #iDIV/0!
S LN P fur 1 swENV/U Eidl
10/14 #iDIvV/o! #iDIV/0! #iDIv/0! #DIV/0! #DIV/0! #iDIv/0!|  #iDIV/0O! #iDIV/O! |
12/14 #iDIV/0! #iDIV/0! #DIV/0! #iDIV/0! #DIV/0! #iDIV/0! | #iDIV/0O! #iDIv/0! |
13/14 #iDIvV/0! #DIV/0! #DIv/0! # DIV/0! # DIv/0! #iDiv/ot|  #iDlv/ot #iDIV/0!

Figura 10. Tercera seccion de la hoja de calculo elaborada.

La norma establece que si el coeficiente de variacion para todas las

relaciones de diagnostico son iguales (menores al 14 %), la muestra se puede

relacionar con la fuente del derrame. Basandose en esto, en una cuarta seccion la

hoja de calculo indica si las muestras son iguales o no, al final de la tercera seccion

se agrego una funcion que suma la cantidad de iguales y diferentes (ver Figura 11).
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Jv  =CONTAR.Si(14:151;"igual")

Figura 11. Suma de iguales y diferentes en la tercera seccion.

B C D E F G H | J
30d/31 #iowv/o! [ #ioiv/ol [ #ibiv/or #iDIv/0! #ipiv/o! [#ipiv/o![  #iDiv/o! #iDIV/0!
69/31 #iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #;DIV/0! #iDIvV/0! #iDIv/ol|  #iDIv/0! #iDIV/0!
31labs/31 | #iDiv/o! #iDIv/0! #iDIV/0! #iDIV/0! #DIV/0! #iDiv/o!| #iDIV/O! #iDiIv/0!
lguales 0
Diferentes 0
— e ——

La cuarta seccion utiliza la informacién de la celda “diferentes” para dar una

conclusion, dependiendo de si el valor es igual a cero o no. En la siguiente figura se

puede observar una imagen de esta seccion de la hoja de calculo.

jr =SI(CV!153=0;"No hay diferencia"; "Hay diferencia")

C

Fuente-M1

No hay diferencia

Fuente-M1

No hay diferencia

Fuente-M2

No hay diferencia

Fuente-M2

No hay diferencia

Figura 12. Cuarta seccion de la hoja de calculo elaborada.

Se incluyd adicional a esto una seccion para comprobar que el equipo esta

funcionando de manera correcta. Para esto se debe inyectar un estandar de alcanos

al inicio y al final de cada bloque de analisis de muestras y colocar el area para cada

componente en la hoja de célculo, el coeficiente de variacion de estos datos debe

46

—_—




ser menor al 5 %. Se agregdé una funciéon que indica que el valor es aceptado o

rechazado para cada componente.

Jr  =SI(D3<5;"Aceptable"”,"Rechazado”)

cv

sonfll [

#iDIv/0! #iD1v/0!
#iDIV/0! #iDIV/0!
#iDIv/o! #iDIv/o!
#iDIv/o! #iDIv/o!
#iDIv/o! #iDv/o!
#iDIv/o! #iDIv/o!
#iDIv/o! #iDIvV/o!
#iDIV/0! #iDIV/0!
#iDIv/o! #iDIvV/o!
#iDIV/o! #iDIv/o!
#iDiv/o! #iDIV/0!
#iDIv/o! #iDiv/o!
#iDIv/o! #iDIv/0!
#iDIv/o! #DIV/0!
#iDIv/o! #iDIv/o!
#iDIv/o! #iDIv/o!

Figura 13. Seccion quinta de la hoja de calculo elaborada.

Al igual que en el caso anterior se agrego una funcion para sumar la cantidad
de datos rechazados, si no existen datos rechazados se indica en la pagina principal

que el equipo se encuentra en buen estado.
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)(l =SI(Robustes!E20=0;"0Ok";"--")

C D

Analisis de equipo

Figura 14. Parte de hoja de calculo que indica el estado del cromatografo de gases y su
respectiva funcion.

2.5. \Verificacion de metodologia mediante analisis de muestras ciegas.

Se procedio a trabajar con muestras ciegas. Se preparé un total de 6
incognitas identificadas con las letras de la A ala F. En el Cuadro VIl se da una

descripcion de cada vial.

Cuadro VIIl. Descripcién de muestras ciegas.

Vial Descripcion
A Bunker en agua
B Bunker puro
C Bunker puro
D Bunker puro
E Bunker puro
F Bunker en agua

Para las muestras de la B a la E se peso utilizando una balanza analitica con
precision de 0.01 mg una masa cercana a los 125 mg, esta masa de disolvio en 1.00
mL de diclorometano. Los pasos seguidos para su preparacion se muestran en la

Figura 15.




e Pesaje de ™ Desecacion ™ Evaporacion < Purificacion W Analisis
muestras y con Na,50, de la muestra por alimina CG-MS
disolucion en
CH,Cl,

Figura 15. Pasos seguidos para la preparacion de las muestras de bunker en el
analisis de muestras ciegas.

Para las muestras A y F se realizé una extraccion liquido-liquido utilizando

diclorometano como disolvente, se realizaron tres extracciones con 20 mL cada una,
se separo la fase organica y se descarté la acuosa. Los pasos seguidos para su

preparacion se muestran en la Figura 16.

| ™ Extraccion ™ Desecacion | ™ Evaporacién || < Purificacion ‘ N Analisis '

f con CH,Cl, conNa,SO, || delamuestra || poralimina CG-MS
. |

Figura 16. Pasos seguidos para la preparacion de las muestras de bunker con agua
en el analisis de muestras ciegas.

Una vez que se trabajo la parte de extraccion e inyeccion se procedié a
analizar los cromatogramas obtenidos de acuerdo a los calculos que se explican en

el capitulo 4.



Capitulo 3: Resultados y discusion
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3.1. Optimizacion del método:

Inicialmente se prepard un coctel con diferentes compuestos presentes en el
petroleo. Se trabajo en la separacion de estos compuestos con el cromatografo de
gases acoplado a masas, esto con el fin de verificar la correcta identificacion de los
mismos mediante comparacion de los espectros de masa obtenidos y los de la base
de datos del NIST (National Institute of Standards and Technology) con la que

cuenta el software ChemStation (programa utilizado para el tratamiento de los datos

y cromatogramas). Se logrd identificar con un alto porcentaje de acierto los

compuestos. En Cuadro IX se muestran los compuestos utilizados y el porcentaje

de similitud entre los espectros de masa.

Cuadro IX. Porcentajes de acierto para los compuestos utilizados en la optimizacién

del método.
Compuesto Match  Compuesto  Match Compuesto Match |
—r:linano _L 97 .4 Eicosano 98.6 Triacontano ‘ 95.1
Decano 98.0 Heneicosano 98.6 Dotriacontano = 90.5
Naftaleno  99.6 Pireno 98.1 Tridecano | 96.7
Dodecano = 98.3 Docosano 96.1 Hexadecano = 96.7
Bifenilo 98.6 Tricosano 96.8 Pristano ‘ 96.6
Fluoreno 96.5 Tetracosano 98.9
Antraceno 98.2 Criseno 95.8
 Fenantreno ~ 99.3 | Pentacosano L 96.5 |
 Nonadecano  97.0  Hexacosano = 95.0
~ Fitano = 987 ‘Octacosano 97.9

Estos altos valores indican que con la utilizaciéon de un espectrometro de

masas como detector la identificacion de las sefiales cromatograficas es adecuada,

.




por lo que al analizar muestras de bunker o petroleo se va a lograr la correcta

identificacion de los grupos necesarios para esta técnica de huella digital.

En la Figura 17 se muestra uno de los cromatogramas obtenidos en la

optimizacion del método.

abundance
TIC: 02.D%datams

2. 4e+077
2.2e+07"

2e+071
1.8e+071
1.Be+07
1. 4e+077
1. 224077

1e4+07
000000
00000

{iso

1

g i I, 'L -""’J X
2000000 - | h‘ _.j ,ELJI L fL L

ey 1000 1500 2000 2500 2000 3500 4000 4500 5000

Figura 17. Cromatograma obtenido en la optimizacion del meétodo bajo las condiciones
descritas en el cuadro V, temperatura final horno 300 °C.

De la Figura 17 se puede observar como las sefales cromatograficas
presentan una forma definida y una correcta separacion para la mayoria de los

casos, si se quisiera realizar una identificacion y cuantificacion individual se podria

hacer al utilizar este método.

3.2. Extraccion de la muestra.

Antes de inyectar la muestra en el cromatégrafo de gases para su analisis de
huella digital es necesario realizar una extraccion de los componentes de interés ya

que el crudo de petréleo y sus productos refinados presentan compuestos de alto

ey
—
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punto de ebullicion gue no pueden ser analizados por cromatografia de gases. Los
compuestos de alto punto de ebullicion no eluyen de la columna capilar del

cromatografo, lo cual influye en el rendimiento del inyector, la columna y el detector.
Se recomienda ademas de la extraccion, la purificacion de las muestras para
eliminar las interferencias en la matriz, para el analisis en CG-MS utilizando alumina
y/o florisil. Si la concentracion en la muestra de algunos compuestos, como lipidos

0 acidos grasos, en la muestra es muy alta, puede ser necesario limpiar los extractos

utilizando una columna de alimina.

La alumina se suele utilizar para compuestos como los hidrocaruros, debido

a que son compuestos no polares con interferenicas polares®?.

Es por este motivo, dentro del protocolo inicial de tratamiento de la muestra
se realiza el proceso de extraccién y purificacion por alumina, de acuerdo al
procedimiento descrito en la seccidén 2.1, con el fin de proteger el equipo (puerto de
inyeccion, columna cromatografica y el detector) de compuestos presentes en el

bunker y petroleo analizado, que no sean volatiles a las temperaturas de trabajo.

Como parte de la optimizacion, se verifico la concentracion 6ptima de muestra
a inyectar en el cromatdgrafo, sin que se vieran afectadas las sefiales
cromatograficas obtenidas, para esto en la columna de purificacion por aliimina se
eluyeron muestras en un intervalo de 25 pL a 300 pL. Se trabajé con la menor

concentracion, pues no se obtenia una buena resolucion al trabajar a

concentraciones altas para algunos iones.

Cuando se trabaja con un método analitico donde se incluye un proceso de
extraccion, se debe evaluar un porcentaje de recuperacion, en este caso no se
realizd debido a que el método es semi-cuantitativo y lo que interesa la relacion entre

distintas areas.




3.3. Validacién de la metodologia.

Basandose en lo indicado en la metodologia europea’ en la validacion se

contemplaron solo tres parametros, respondiendo a la naturaleza semi-cuantitativa
del método. Por lo tanto, se trabajé con los siguientes parametros de meérito:

linealidad, precision y repetibilidad del méetodo.

Luego de realizar el proceso de la validacion de los tres parametros se puede

concluir que se demuestra que el mismo es adecuado para el uso previsto.

3.3.1. Validacion de la linealidad.

La linealidad se ensay0 al inyectar patrones en tres niveles de concentracion
de alcanos lineales (0.5 mg/L, 25 mg/L y 50 mg/L), la misma se evalué mediante el
coeficiente de correlacion para los tres niveles de concentracion, ademas de una

pruebat. Las concentraciones de los estandares utilizados para evaluar la linealidad

son las mostradas en el Cuadro VII.

Como resultado del analisis de la linealidad se obtuvo en la mayoria de los
casos una correlaciéon alta con coeficientes mayores a 0.99. En el Cuadro X se

pueden observar los valores de coeficiente de correlacién obtenidos en la

evaluacion de la linealidad.




Cuadro X. Resultados obtenidos en la evaluacion de la linealidad del metodo.

. Coeficiente de correlacion (r)
Compuesto

Curva1 Curva2 Curva3
Nonadecano  0.9977 0.9998 = 0.9969
" Eicosano 0.9976 0.9979 0.9999

"Heneicosano  0.9996 | 0.9992 o 9987

Tricosano 0.9995 0.9858 019872
' Tetracosano = 0.9998 | 0.9998 0.9981
Pentacosano | 0.9905 0.9971 ’ 0.9905
Octacosano  0.9991 | 0.9980 | 0.9999
Triacontano | 0.9948 | 0.9916 ‘ 0.9929

Este coeficiente muestra la correlacion existente entre un par ordenado de
datos, por lo tanto, se observa que en todos los casos existe una buena correlacion

y que el método en si muestra una linealidad adecuada.

La norma europea'’ utilizada como referencia no define un valor para
aceptacion del parametro de linealidad, sin embargo, al consultar otras normas
como la ASTM no se hace referencia a un valor de aceptacion debido a la naturaleza
semi-cuantitativa de la metodologia, por lo tanto, se define como parametro un
0.9850 debido a que el petrdleo y el bunker representan matrices complejas de

trabajar por a la gran cantidad de compuestos que presentan,

En la Figura 18 se muestra la curva de calibracion para el octacosano, los

demas graficos se muestran en el anexo 1.
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Figura 18. Curva de calibracion para el octacosano obtenida por GC-MS.

Ya que no existe un valor de aceptacion para el parametro de linealidad
normado, se utiliza una prueba de t de student para evaluar el cumplimiento de este

parametro.

Al realizar una prueba t de student bajo el modelo presentado en la ecuacion
[1] se obtiene que el t calculado es mayor al t tabulado para 7 grados de libertad en
un contraste de 2 colas con un 95 % de confianza, por lo tanto, se rechaza la
hipdtesis nula y se concluye que la correlacion es adecuada. En el Cuadro XI se

observan los valores de t calculados.
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Cuadro Xl. Valores obtenidos para la prueba estadistica de linealidad t de student.

Compuesto t calculado
Nonadecano 49.99

Eicosano 70.71
Heneicosano 39.35

Tricosano 31.61
Tetracosano 49.99
Pentacosano 1210
Octacosano 70.71
Triacontano 9.77

t tabulado 2.37

Por lo tanto, con base en los resultados obtenidos para la evaluacion de la
linealidad se concluye que la misma es conforme de acuerdo a lo establecido y

confirma la adecuacion del método para el uso previsto.

3.3.2. Estimacion de la precision del instrumento, en condiciones de
repetibilidad.
La precision se evalué mediante el coeficiente de variacion (CV); se definio
como parametro aceptable un 5 % como maximo de variacién entre las areas para
cada alcano lineal. Se definid tomando de referencia la norma europea’ que

establece este valor como criterio de aceptacion.

Esta precision se ensay0 al inyectar un total de ocho veces un estandar de

alcanos lineales de concentracion media (respecto a la curva de calibracion utilizada
en el caso de la linealidad). Este valor (5 %) se establece en |la metodologia

europea’ y obedece a que lo que se inyecta en el sistema cromatografico para la
separacion es una misma disolucion en repetidas ocasiones, por lo que la variacion

en los resultados obtenidos deberia ser minima.
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Los datos obtenidos se muestran en el Cuadro Xl y se puede observar como

resultado principal que la precision del método es adecuada para el uso previsto.

Cuadro XIl. Resultados obtenidos en la evaluacion de la precision del metodo.

- Compuesto = Coeficiente de variacion (%)

Nonadecano 4.1

Eicosano 50
Heneicosano 3.9

Tricosano 4.6
Tetracosano 4.2
Pentacosano 3.7
Octacosano 4.8 3
Triacontano = 3.8

Ya los valores de CV son menores al 5 %, valor establecide como criterio de

aceptacion, por lo tanto, se puede dar como conforme la evaluacion de este

parametro.

Con estos valores se observa como la variacion entre cada una de las
inyecciones al utilizar un auto inyector no afecta los resultados obtenidos por el

metodo. Los datos completos se muestran en el Anexo 1.

3.3.3. Repetibilidad del método.

La repetibilidad del método se evalué mediante el analisis de duplicados de

muestras de bunker, se preparé independientemente una muestra por duplicado.
Se definié6 como parametro de aceptacion un 5 % como maximo de coeficiente de

variacion en las relaciones de diagndstico. Este valor es definido asi en la norma

europea que se utiliza como método de referencia.




En el Cuadro Xlll se muestran los valores de CV obtenidos para algunas
relaciones de diagnéstico producto del analisis por duplicado una muestra de
bunker.

Cuadro Xlll. Coeficientes de variacion producto del analisis de las relaciones de

diagnéstico de duplicados de una muestra de bunker.

lon | Coeficiente de variacion (%)

198 | 2.8
192 | 24 |
216 | 1.6
218 4.0
231 1.0 .
123 1.9 1
212 | 3.0
226 0.3

Los resultados obtenidos por el analisis demuestran que la repetibilidad del

método es adecuada y no afecta los resultados al obtener coeficientes de variacion

inferiores al 5 %, valor definido como criterio de aceptacion.

Para la evaluacion de este parametro se utilizaron muestras reales, por lo

tanto, se identifico sefiales y se calculo relaciones de diagnostico. Para esto se tomo

como referencia lo planteado en la norma europea CEN/TR 15522-2.

Con la evaluacion de este parametro se puede concluir que €l mismo es

conforme de acuerdo a los criterios establecidos de aceptacion.
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3.4. Identificacion de compuestos y grupos de compuestos segun
cromatogramas de iones.

Una vez validado el método se procedi¢ a la preparacion de muestras de
bunker con el fin de obtener la huella digital de muestras de diferentes fuentes y

compararlas segun las sefales de los cromatogramas de iones.

Se trabajé con diferentes muestras de bunker y de petréleo, para su
extraccion y purificacién se utilizé el método indicado en la seccién 2.1.

Una vez extraidas las muestras se procedié a inyectarlas en el cromatdgrafo

de gases de acuerdo con el método optimizado que se utilizé en la validacién.

Una vez finalizado el proceso de separacion cromatografica y deteccion con

el método SIM en el espectrometro de masas, se analiz6 los cromatogramas de los
siguientes iones (relacion masa carga): 212, 226, 206, 220, 230, 242, 192, 198, 85,
234, 216, 217, 218, 231 y 191. Estos iones corresponden a los cromatogramas

principales aislados por el método SIM, de los compuestos de mayor importancia

en el estudio de huella digital, como lo son los HAP, biomarcadores y alcanos.

Cabe destacar que se trabaja con estos compuestos debido a las
propiedades caracteristicas que presentan, las cuales los convierten en compuestos
de importancia en los procesos de envejecimiento, debido a su baja reactividad

como los biomarcadores, o debido a su lenta degradacién como los HAP respecto

a otros componentes en el bunker o petréleo.

De los resultados obtenidos experimentalmente se demuestra que con estos
compuestos se puede trabajar adecuadamente en el estudio de la huella digital, lo

que demuestra a su vez las propiedades que describen a estos compuestos en

cuanto a estabilidad en los procesos.

3.5. Grupos de interés en la determinacion de la huella digital del bunker.

En general, los compuestos que pueden ser necesarios en la identificacion

de una fuente de petréleo son los siguientes:




- Hidrocarburos saturados, incluidos los n-alcanos e isopropenoides como
pristano y fitano%6:57.
- BTEX (Benceno, tolueno, etilbenceno, xileno) y los bencenos alquilados6:57,

- PAH y los PAH alquilados, especialmente los C1 a C4 (naftaleno, fenantreno,

dibenzotiofeno, fluoreno y la serie de los crisenos). Los PAH alquilados son
una base muy importante en la caracterizacion quimica e identificacion en los
derrames de petroleo®®57,

- Biomarcadores: terpenos y esteranos principalmente®:57,

Entre los criterios que se utilizan para realizar la seleccion de Ias relaciones

de diagndstico se encuentran®s:

- Especificidad y diversidad.
- Resistencia a los procesos de envejecimiento.

- Se utilizan relaciones entre compuestos con una misma relacion carga
masa.

En la norma europea’ utilizada como referencia se facilitan cromatogramas
de estudios realizados con diversos tipos de petroleo, y se indican las relaciones de
diagnoéstico mas importantes con las que se debe de trabajar. Al analizar muestras

de bunker experimentalmente se obtuvo como resultado principal que muchos de

los cromatogramas presentaban semejanzas, lo que facilitd la identificacion de las

sefales cromatograficas y grupos de las mismas.

Una vez que se identificé las sefiales cromatograficas para cada uno de los
iones en estudio se realizd una caracterizacion de cada cromatograma para facilitar

el calculo de las relaciones de diagndstico.

Con base en los cromatogramas que se muestran en las siguientes
secciones se calcularon las relaciones de diagnéstico para la identificacion de

muestras de bunker por comparacion de sus huellas digitales.

Dentro del grupo de los HAP mas importantes tal y como se menciond

anteriormente se encuentran el naftaleno, el fenantreno, el dibenzotiofeno, el

fluoreno y la serie de los crisenos. Estos compuestos son de suma importancia

vy,
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debido a que son los que se afectan en menor medida por los procesos de
envejecimiento. En las siguientes figuras se observan las senales cromatograficas
de los compuestos identificados como PAH que se utilizan en el calculo de las

relaciones de diagnéstico en el presente método.

3.5.1. C2- Dibenzotiofenos.
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Figura 19. Cromatograma de iones obtenido para el ion 212.

3.5.2. C3-Fenantrenos/Antracenos
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Figura 20. Cromatograma de iones obtenido para el ion 220.
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3.5.3. C2- Fluorantenos/Pirenos.
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Figura 21 Cromatograma de iones obtenido para el ion 230.

3.5.4. C4- Fenantrenos.

fon FALUD TR AU o VA2 AN U LNaea e

= v e
200004
000 4
i 0.0
i _,——’W—A_%J
2 . nw 3 %

Toes 200 = E w% kT

Figura 22. Cromatograma de iones para el ion 192.
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Figura 23. Cromatograma de icnes Dbteﬁid&.pﬁ'ra el ion 198

Figura 24. Cromatograma de iones obtenida para ef ion 191




3.5.5. C4-Fenantrenos/Antracenos.
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Figura 25. Cromatograma de iones para el ion 234.

3.5.6. C3 Dibenzotiofenos.
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Figura 26. Cromatograma de iones obtenido para el ion 226.




3.5.7. C1 Crisenos.
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Figura 27.Cromatograma de iones obtenido para el ion 242.

3.5.8. N- Alcanos.
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Figura 28. Cromatograma de iones obtenido para el ion 85.

Otro de los grupos importantes con los que se trabaja es con los
biomarcadores, estos se utilizan debido a que no presentan cambios estructurales,
y son estables a los procesos de envejecimiento. En este trabajo se utilizan las
relaciones de diagnostico de los terpenos y los esteranos. En las siguientes figuras

se muestran los cromatogramas de los grupos de los biomarcadores utilizados en

el calculo de las relaciones de diagndstico.




3.5.9. lon 216.
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Figura 29. Cromatograma de iones para el ion 216.

3.5.10. lon 123.
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Figura 30. Cromatograma de iones obtenido para el ion 123.




3.5.11; lon 217.

Tan 217.00 (26 700 217 70) 050 \dela me
|7 TT4
| A T
[ ] kily [+
O- v,

@am

T %W b0 T a0 @b 00 I T ) '

Figura 31. Cromatograma de iones obtenido para el ion 217.

3.5.12. lon 218.
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Figura 32. Cromatograma de iones obtenido para el ion 218.
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3.5.13. lon 231.
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Figura 33. Cromatograma de iones obtenido para el ion 231.

3.6. Relaciones de diagnéstico.

A partir de la integracion de los picos y grupos de picos que se muestran en

la seccion anterior, se procedid a calcular las relaciones de diagnostico que se

indican en el Cuadro XIV.

Cada relacion de diagnéstico corresponde al area de un compuesto o grupo
de compuestos entre el area de otro compuesto o grupo de compuestos. Se

encuentran definidos asi en la norma europea’.
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Cuadro XIV. Relaciones de diagnostico a calcular en la comparacion de la huella
digital del bunker (los numeros corresponden a los mostrados en la seccion

anterior).

Relacion de Compuestos Grupo lon
diagnostico

Biomarcadores

57/59 C 20-esterano triaromatico/ Esterano | 231
C 21-esterano triaromatico
59/24 C 21-esterano triaromatico/ C 26, 20R Esterano 231
- +C27, 20 S- esterano triaromatico _
22124 | e 26, 20 S- esterano triaromatico/ C Esterano 231

26, 20R +C27, 20 S- esterano
triaromatico
27124 C 28, 20 S- esterano triaromatico/ C Esterano 231
26, 20R +C27, 20 S- esterano
triaromatico
- 29/24 C 27, 20R-esterano triaromatico/ C Esterano 231
26, 20R +C27, 20 S- esterano
triaromatico

32/24 . C 28, 20 R- esterano triaromatico/ C Esterano | 231
26, 20R +C27, 20 S- esterano
triaromatico |
59/32 | C 21- esterano triaromatico/ C 28, 20 Esterano 231
R- esterano triaromatico
22/27 | C 26-esterano triaromatico/C 28, 20 | Esterano 231
S- esterano triaromatico
29/32 ' C 27, 20 R- esterano triaromatico/ C | Esterano [ 231
28, 20 R- esterano triaromatico _
19/18 " 13B (H), 17a(H), 20R - colestano/ 138 Esterano 217
(H), 17a(H), 20S - colestano [ gL
65/67 | 24-etil-5a(H), 14a(H), 17a, 20S- | Esterano 217

colestano/24-etil-5a(H), 14a(H), 17q,
20R- colestano
38/42 C15H28-sesquiterpeno/ . Sesquiterpenos | 123
C15H28-8h(H)-drimane
41/42 ' C15H28-sesquiterpeno/ ihSessquiterp_enog l 123
C15H28-8b(H)-drimane




43/42 C15H28-sesquiterpeno/ Sesquiterpenos 123
C15H28-8b(H)-drimane

44/42 C16H30-8b(H)-homodrimane/ Sesquiterpenos 123
C15H28-8b(H)-drimane

25/ (65+67) = 24-etil-5a(H), 14B (H), 178, 20R- Esterano | 218-

colestano/ (24-etil-5a(H), 14a(H), 17a, 217

20S- colestano + 24-etil-5a(H),
14a(H), 17a, 20R- colestano)
20/25 | 5a (H), 14B(H), 17B(H), 20R- Esterano - 218
colestano/ 24-etil-5a(H), 148 (H), 178,
20R- colestano
Hidrocarburos poliaromaticos

7/8 ' 2-metilfenantreno/1-metilfenantreno Fenantreno 192
47/8 Metil antraceno/1-metilfenantreno Fenantreno/ 192
Antraceno
5/6 | 4-metildibenzotiofeno/1- Dibenzotiofeno 198
metildibenzotiofeno
48/50 C2 Dibenzotiofenos/  Dibenzotiofeno/ | 212-
C2 Fenantrenos antracenos Fenantreno | 206
antraceno
51/52 C3 Dibenzotiofenos/ ' Dibenzotiofeno/ = 226-
C3 Fenantrenos antracenos Fenantreno 220
antraceno
11/53 ‘ Reteno/C4 Fenantrenos | Reteno/ | 234 |
Fenantreno
1116 | Reteno/ Metil fenantreno . Reteno/ 234
Fenantreno
17180 Benzonaftotiofeno/ . Benzotiofeno/ = 234
Tetrametil fenantreno Fenantreno
9/14 ' Metilfluoranteno/4-metilpireno ' Flouranteno/ = 216
Pireno
10/14 ' Benzofluoreno/4-metilpireno ' Fluoreno/Pireno = 216
13/14 1” 2-metilpireno/ 4-metilpireno | Pireno 216
16/14 1-metilpireno/ 4-metilpireno Pireno 8216
54/49 | C23 terpeno triciclico /C2- Terpeno/  191-
fenantreno/antraceno Fenantreno 192
Antraceno



A partir de esta informacion se calcularon todas las relaciones de diagndstico

de las muestras. Se puede utilizar muchas relaciones de diagnoéstico en la

identificacion de derrames de petréleo, debido a la gran cantidad de diferentes

distribuciones de compuestos que presenta el petroleo y sus derivados®e.

En el Cuadro XV se muestran algunas aplicaciones que han tenido las
diferentes relaciones de diagndstico para los HAPY.

Cuadro XV. Algunas aplicaciones de las reiaciones de diagnostico para los HAPY.

Relacion de diagnéstico

Aplicacion

- C2-dibenzotiofeno/C2-

- dtbenzotlofeno/CS-
“fenantreno

,:\fenantreno vs. C3-

Distingue entre fuentes con composmo
quimica similar.
Usado en el establecim”ento de modelo'
estadisticos para la asi‘gnac,lon de fuentes

C3 dibenzotiofeno/C3-
fenantreno vs. C3-
dibenzotiofeno/C3-criseno

Distingue la cantidad de envejecimiento de
petroleo.

Distingue el derrame de petréleo de otras
fuentes.

‘4 a 6 anillos no alquilados
PAH/ZPAH

Usado para la identificacion de varias uentes,~
se utilizé en el estudio de contaminacion de
hidrocarburos en el Peninsula Artica.

Relaciones de 3-DBT
Isébmeros

Usado en la identificacién de fuentes
desconocidas de petroleo.

Distingue entre petréleo con composicion
quimica similar

Distingue entre petroleo con envejecimiento
fisico y biodegradacion

Es un indicador de biodegradacién

Crisenos

Es un indicador de envejecimiento

En el caso de la metodologia CEN/TR 15522-2, se utilizan las relaciones

establecidas en el Cuadro XIV. Respecto a los PAH las relaciones mas utilizadas

son las de los compuestos dibenzotiofenos y fenantrenos, ademas de las que

involucran pirenos, fluorantenos y benzofluorenos, en total son 15 relaciones de
diagndstico recomendados, derivados de los PAH (iones: 212, 220, 230, 192, 234,
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226, 242) *. En el método implementado se utilizan para el calculo de las relaciones
de diagnostico los dibenzotiofenos, los fenantrenos, los pirenos, los fluorantenos y
los benzofluorenos, ademas del reteno. Estos compuestos se monitorean a través
de los fragmentos de iones 191, 192, 198, 212, 206, 216, 220, 226 y 234.

Entre los biomarcadores mas utilizados que se han identificado y se usan en
la caracterizacién del petroleo y sus derivados, se incluyen los terpenos (ion 191),
hopanos (ion 205), esteranos (ion 217/218), metil esteranos (ion 217/231) y los
diaesterano (ion 217/259), estos biomarcadores son usados debido a su
especificidad, diversidad y resistencia a la biodegradacién y los procesos de
envejecimiento’%”. En el caso de este método se trabaja, como se puede observar

en el Cuadro XV, con esteranos, metil esteranos, diesteranos y terpenos.

Dentro de la clase de los terpenoides cobran importancia los sesquiterpenos.
En los derivados de petréleo ligeros o medios, como el combustible para aviones y
el diésel, los procesos de refinacién eliminan la mayoria de los esteratos
tetraciclicos de alto peso molecular y triterpanos pentaciclicos, lo cual ayuda a que
los sesquiterpanos biciclicos de bajo peso molecular se concentren, en CG-MS
estos compuestos pueden verse en los fragmentos de iones 123, 179, 193 y 207,
se debe tener precaucion al utilizarlos en el calculo de relaciones de diagnostico
debido a que son afectados por los procesos de envejecimiento, principalmente la
evaporacién'. En el método implementado se trabaja con los sesquiterpenos y se

monitorean en los fragmentos del ion 123.

Los biomarcadores son histéricamente usados en la geoquimica del petréleo
en la caracterizaciébn en términos de fuente, familia genética, migracion vy
propiedades de maduracién. El analisis quimico de las caracteristicas de la fuente
y persistencia ambiental de los biomarcadores brinda informacién de relevancia en
la determinacién de la fuente de un derrame de petréleo, diferenciacion entre
petrdleo, monitoreo del proceso de degradacién y estado del proceso de

envejecimiento®’.

En resumen la razoén principal por la que se eligen estas relaciones de

diagnostico de los HPA vy los biomarcadores es debido a que los compuestos




utilizados son poco afectados por los procesos de envejecimiento, ademas de que

son compuestos caracteristicos del petréleo y sus derivados’.

3.7. Verificacion del método.

Se realizé6 como parte de la implementacion del método un analisis de
muestras ciegas. Se partié de dos tipos de bunker y se prepararon muestras ciegas
en el laboratorio. Se le dio el tratamiento adecuado a cada una de las muestras
identificadas con las letras de la A a la F y posteriormente se inyect6 en el CG-MS
utilizando el método implementado y validado. Como ya se mencioné el analisis de
los datos se llevo a cabo basandose en lo estipulado en la norma CEN/TR 15522-
2.

La comparacion visual de cada uno de los cromatogramas y de las relaciones
de diagndstico permitié identificar las seis muestras. Como resultado se obtuvo que
las muestras detalladas como A, B y E corresponden a una misma fuente de bunker
y que las muestras identificadas como C, D y F proceden de un mismo bunker.

La directora del proyecto, quien preparé las muestras ciegas, confirmé la
correcta identificacion de las muestras.

Con esto se demuestra que el método cumple con el uso previsto y que su
utilizacién es adecuada para la obtencién de la huella digital en muestras de bunker
y que mediante las relaciones de diagnostico calculadas se logra el objetivo principal
del método.

En la siguiente seccion se utilizan los datos obtenidos para las muestras

identificadas como B, C y E para explicar los calculos efectuados.

3.8. Cromatogramas obtenidos para las muestras ciegas preparadas:
Comparacion visual.
Una etapa inicial en la comparacién de las muestras, es una inspeccion visual
de los cromatogramas. Si se observan diferencias significativas no se procede con

el analisis mediante relaciones de diagnostico. En las siguientes figuras se muestra
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como ejemplo algunos de los cromatogramas de iones para las muestras

identificadas como B, C y E utilizadas como muestras ciegas en la verificacion.

Con el fin de identificar los compuestos es que se trabaja con los espectros
de masas producidos de CG-MS, en este caso, una vez que los compuestos o
grupos de compuestos son separados en la columna capilar del cromatégrafo de
gases, ingresan al sistema de deteccion de masas en el cual son bombardeados
por una fuente de electrones a una energia de 70 eV con el fin de fragmentarlos y
trabajar con partes de los compuestos que sean mas estables. Los fragmentos mas
estables son separados en el cuadrupolo, mientras que los aportan ruido a los

cromatogramas son desviados y no llegan al detector.

Es de suma importancia el desarrollo del método SIM que se muestra en el
Cuadro VI, ya que permite refinar la deteccion de solamente los fragmentos de los
grupos de compuestos especificos que ayudan al establecimiento de relaciones de
diagnostico. En este Cuadro VI se muestra que iones se aislan (iones objetivo) en
intervalos para el tiempo total de la separacién. Con la utilizacién de diferentes
softwares es posible obtener un cromatograma de solo los iones objetivos utilizados

y asi obtener resultados mas selectivos.

Por ejemplo, para la distribucién de alcanos se trabaja con el ion 85,
fragmento caracteristico de los alcanos producido al impactar con un flujo de
electrones a una energia especifica los componentes que salen del cromatégrafo

de gases en un tiempo definido.

En la Figura 34 se puede observar el cromatograma para el ion 85,
correspondiente alos compuestos que presentan el fragmento de masa 85 alo largo

de toda la corrida cromatografica de acuerdo al método SIM desarrollado.
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Figura 34. Cromatograma de iones superpuestos para las muestras identificadas como B
(Azul), C (Naranja) y E (Negro) para el ion 85.

De la Figura 34 se puede observar como las tres muestras presentan una
distribucion de alcanos similar, en los tres casos se presentan las mismas senales
cromatograficas al mismo tiempo de retencion, lo cual implica que para el ion 85 las
tres tienen los mismos componentes. En el bunker se puede encontrar de acuerdo
al Cuadro Il entre un 20 % y un 40% de alcanos por lo que es de esperar que las

tres muestras presenten esta similitud.

De acuerdo con la teoria que indica que todos los petroleos y sus derivados
van a presentar caracteristicas que los diferencian de acuerdo a distribucion y
abundancia relativa de los componentes en base a su periodo y sitio de formacion®’,
se puede observar en el cromatograma como para las muestras B y E existe una
mayor similitud al compararios con la muestra identificada como C, esto puede
implicar que las muestras B y E se muestrearon tiempo después de entrar en
contacto con agentes ambientales por lo que fueron afectadas por procesos de
envejecimiento y se redujo la cantidad de alcanos o que las muestras B y E

presentan un origen distinto al de la muestra C.

Otro de los iones con los que se trabaja es el 192, este ion corresponde al

fenantreno, compuesto del grupo de los hidrocarburos poliaromaticos. En el Cuadro
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Il se puede observar como los HPA se encuentran presentes en el bunker en un

intervalode 1 % a 5 %.
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Figura 35. Cromatograma de iones superpuestos para las muestras identificadas como B
(Azul), C (Naranja) y E (Negro) para el ion 192.

De la Figura 35 se puede observar como la diferencia en la abundancia
relativa de los componentes es menos marcada respecto a la abundancia relativa
en el caso del ion 85. Una observacién importante de realizar es que en este caso
la abundancia en las muestras B y E es mayor que en la muestra identificada como

C, caso contrario al caso del ion 85.

Se reporta en la literatura que en casos de derrames de petrdleo las
abundancias relativas de este tipo de compuestos se mantienen a lo largo del
tiempo, debido a que son muy estables y poco solubles en agua, esto implica que
los procesos de envejecimiento no los afectan o los afectan en un porcentaje muy
bajo**. Esta razon los convierte en compuestos importantes en la determinacion de

la huella digital del banker en este estudio.

Otros de los iones que se pueden analizar en el estudio de huella digital del
bunker son el 198 y 212, correspondientes a los dibenzotiofenos, compuestos

aromaticos que presentan azufre. Estos suelen eluir de la columna en el intervalo



de tiempo de los compuestos con 18 y 21 carbonos. En la Figura 36 y la Figura 37

se muestran los cromatogramas para estos iones.
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Figura 36. Cromatograma de iones superpuestos para las muestras identificadas como B
(Azul), C (Naranja) y E (Negro) para el ion 198.
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Figura 37. Cromatograma de iones superpuestos para las muestras identificadas como B
(Azul), C (Naranja) y E (Negro) para el ion 212.

De estos cromatogramas es posible ver la gran similitud en abundancia
relativa de los componentes. Algunos de los hidrocarburos son degradados ya sea
por fotooxidacion o por bacterias ya sea en un medio aerobio o en un medio

anaerobio. Las bacterias anaerobias son las que degradan principalmente los
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componentes azufrados®. En el bunker es importante ya que la presencia de

componentes azufrados es de 2 % a 4 %, tal y como se muestra en el Cuadro Il

En este caso no se evidencia la degradacion debido a que las muestras no
entraron en contacto con este tipo de bacterias. Si los procesos de envejecimiento
cobraran importancia se podria observar una disminucion de las abundancias

relativas al realizar el analisis de la misma muestra en diferentes dias de exposicion.

En la Figura 38, Figura 39, Figura 40, Figura 41 y Figura 42 se muestran los
cromatogramas para los iones 216, 220, 230, 231 y 234, que corresponden a
compuestos como el fluoranteno, pireno, fenantreno, esteranos triaromaticos y

reteno, los cuales se clasifican también como hidrocarburos poliaromaticos.
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Figura 38. Cromatograma de iones superpuestos para las muestras identificadas como B
(Azul), C (Naranja) y E (Negro) para el ion 216.
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Figura 39. Cromatograma de iones superpuestos para las muestras identificadas como B
(Azul), C (Naranja) y E (Negro) para el ion 220.
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Figura 40. Cromatograma de iones superpuestos para las muestras identificadas como B
(Azul), C (Naranja) y E (Negro) para el ion 230.
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Figura 41. Cromatograma de iones superpuestos para las muestras identificadas como B
(Azul), C (Naranja) y E (Negro) para el ion 231.
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Figura 42. Cromatograma de iones superpuestos para las muestras identificadas como B
(Azul), C (Naranja) y E (Negro) para el ion 234.

De los iones 216, 220, 230 y 234 se puede observar como los componentes
para la muestra identificada como C se encuentran con una abundancia relativa
menor que en las muestras B y E. Para el caso del ion 231 se puede observar como
para unos compuestos la abundancia relativa es mayor en las muestras B y E,

mientras que para otros componentes es mayor en la muestra C.

En general, los HPA con un mayor numero de anillos aromaticos tienen una

mayor estabilidad y una menor evaporacion ademas de una baja solubilidad en
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agua, estos compuestos son muy utiles en el estudio de la huella digital debido a la

poca afectacion que tienen hacia los procesos de envejecimiento.

De todos los cromatogramas de iones se puede observar como los diferentes
bunkers analizados presentan mucha similitud en cuanto a los compuestos que
presentan, sin embargo, las abundancias relativas de estos compuestos difieren,
esto se puede explicar por procesos de envejecimiento que afecten los compuestos
o por el origen de los bunkers analizados. Por lo tanto, ya que las muestras By E
tienen un cromatograma de iones similar y que la muestra identificada como C
muestra un comportamiento diferente, se debe proceder al calculo de las relaciones

de diagnostico para las muestras B y E.




Capitulo 4: Calculos



Para facilitar el manejo de los datos obtenidos a raiz del analisis de los
cromatogramas se confecciond una hoja de calculo, esta se valido realizando los

calculos de las relaciones de diagnostico y coeficientes de variacion con la hoja de

calculo y manualmente.

4.1. Calculos.

Con base en los cromatogramas mostrados en la Seccion 3.5 se procedio a
la integracion manual de cada cromatograma obtenido para diferentes muestras. La
region marcada con rojo en dichos cromatogramas corresponde al area integrada
para cada compuesto o grupo de compuestos. Con estas areas se procedio a

calcular las relaciones de diagnostico mostradas en el Cuadro XIV.

A continuacion, se va a desarrollar una muestra de calculo para una de las

muestras analizadas durante la validacion y la verificacion.

4.1.1. Areas obtenidas.

En el Cuadro XVI se muestran las areas obtenidas para las réplicas de
inyeccion de la muestra. Estas areas se obtuvieron con el programa computacional
ChemStation (version E.02.00.493) de Agilent, que es el software con el que cuenta
el equipo de CG-MS.




Cuadro XVI. Areas obtenidas para la muestra identificada como B.

| lon | Referencia Grupo Area
212 | 48 C2 Dibenzotiofenos 7764484
226 51 C3 Dibenzotiofenos 10414296
206 | 50 C2 Fenantrenos antracenos 27895187
220 52 C3 Fenantrenos antracenos 34247737
230 56 C2 Fluorenos pirenos 53421955
242 60 C1 crisenos 37272553
7 2MP 8209245
192 47 MA 1043343
8 1MP 5350760
49 Pico mas alto 6846837
198 5 4-MDBT 1257321 |
6 1-MDBT 440904
1 c17 | 2207937
85 2 Pristano 801250
3 c18. 2262539
4 Fitano 1178449
192 53 C4 Fenantrenos 25114782
e 11 Reteno 1660857
{ 234 16 Tetrametil fenantreno 4724523
- 17 BNT 3113036
9 2-MEL 969307
10 BaF 2356351
216 12 Benzofluoreno 3703400
13 2-MPy 3703400
14 4-Mpy 13994281
15 1-MPy 13994281
38 Ses 1 229610
41 Ses 2 142710
123 42 Ses 3 251697
43 Ses 4 232307
44 Ses 8 345887
20 27 bbR + 27bbS 226321
218 63 28 bbS +28bbR 258287
25 29 bbS + 29 bbR 230362
s 57 C20 TA 1455890
59 C21TA 1444309
' 22 SC 26 TA 154967
231 24 RC26 TA + SC27 TA 419079
" 27 SC28 TA 560635
29 RC27 TA 287050
32 RC28 TA 460687




4.1.2. Calculo de relaciones de diagnéstico.

A partir de las areas mostradas en el Cuadro XVI se procedio a calcular las

relaciones de diagnostico.
Este calculo se efectud de la siguiente manera.

5 1257321 _

Relacion de diagnéstico = = 240904 _

De esta misma manera se calculé cada una de las siguientes relaciones de

diagnéstico, las mismas se muestran en el Cuadro XVII.

Cuadro XVII. Relaciones de diagnostico para la muestra ciega B.

Relacion de diagnéstico
Relacion Valor Relacion Valor
112 2.8 29/24 0.7
3/4 1.9 32/24 1.1
2/4 0.7 38/42 0.9
5/6 2.9 41/42 06
7/8 1.5 43/42 0.9
9/14 0.1 44/42 1.4
10/14 0.2 47/8 0.2
12/14 0.3 48/50 0.3
13/14 0.3 51/52 0.3
15/14 1.0 57/59 1.0
11/16 0.4 59/24 3.4
17/16 0.7 11/53 0.1
20/25 1.0 59/32 3.1
22/24 0.4 22127 0.3
27/24 1.3 29/32 0.6

Esta muestra se analizé por duplicado, se realiz6 el mismo tratamiento para
calcular las relaciones de diagnostico de la réplica y con estos valores se calculé un

coeficiente de variacion entre réplicas, este mismo segun la repetibilidad del método
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debia ser igual o menor a 5 %. En el Cuadro XVIll se muestran los valores del
coeficiente de variacion. Para calcular el coeficiente de variacion se utilizé la

siguiente ecuacion.

Desviacion estandar

1
Promedio de los datos * 100

Coeficiente de variacion =

Cuadro XVIII. Coeficientes de variacion entre las réplicas para las relaciones de

diagnoéstico de la muestra B.

Relacion de diagnostico
Relacién CcV Relacion cV
12 3.0 29/24 1.0
3/4 2.7 32/24 1.9
2/4 1.1 38/42 0.5
5/6 2.8 41/42 2.7
7/8 2.1 43/42 3.2
9/14 0.0 44/42 3.4
10/14 1.6 47/8 1.7
12/14 0.9 48/50 2.9
_____ 13/14 0.9 51/52 0.3
15/14 0.0 57/59 2.0
11/16 1.5 59/24 35
17/16 : 0.3 11/53 B8

20/25 4.0 59/32 1.7
22124 4.4 22127 2.0
27124 2.4 29/32 0.9

Con estos resultados se demostré que el efecto ocasionado por la

repetibilidad del método no era importante en los resultados finales.
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4.1.3. Calculo de coeficientes de variacion para comparar la muestra B con
la muestra E.

Se realiz6 el mismo calculo anterior para la muestra identificada como E. Una
vez obtenidas las relaciones de diagndéstico para cada senal, se procedié a calcular
los coeficientes de variacién entre cada misma relacién para la muestra B y la
muestra E. Este CV debe ser igual 0o menor al 14 % segun se establece en la norma

europea.

Este valor (14 %) debido a que se trabaja con muestras reales y no con un
coctel de alcanos como en las pruebas de validacion, en estas muestras se espera
que los procesos de envejecimiento tomen mayor importancia por lo que se permite

una variaciéon mayor.

Ademas, al trabajar con muestras reales se espera que la variacién entre
muestras sea mayor a lo que fue con los alcanos, producto de la gran variabilidad
de la composicidn de las mismas, esta gran variabilidad es la que adiciona un paso
previo de purificacion.

iy,
(0]
oo
sl




Cuadro XIX. Datos del calculo del coeficiente de variacién al comprar la muestra B

con la muestra E.

Relacion de diagndstico | CV | Relacion de diagndstico | CV
2 1.4 .38l42. 19
3/4 12.9 41/42
2/4 3.4 43/42
5/6 5.6 44/42
7/8 9.1 47/8
9/14 0.7 48/50
10/14 3.0 | 51/52
12/14 2.8 57/59
e 2.8  59/24
15114 0.0 11/53
11/16 1.1 °9/32
17/16 27 22127
22/24 33 29/32
j 27/24 7.7
29/24 11.8
32/24 133

A partir de los datos anteriores se obtiene que ambas muestras corresponden
a la misma, esto motivado por el hecho de que al comparar las relaciones de

diagndstico se obtienen coeficientes de variacion inferiores al 14 %.

Estos mismos calculos se efectuaron al utilizar una hoja de célculo disefiada
para una manipulacion mas sencilla de los datos, obteniendo los mismos resultados.

Por lo tanto, se valida asi dicha hoja de calculo y cumple con su uso.

En el Anexo 2 se muestran imagenes de dicha hoja de calculo y un pequefio

esquema para su utilizacién.
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Capitulo 5: Conclusiones y recomendaciones
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la realizacion de este proyecto final

se puede concluir lo siguiente:

1)

2)

4)

Se logré implementar el método de cromatografia de gases acoplada a un
espectrometro de masas en el Centro de Electroquimica y Energia Quimica
de la Universidad de Costa Rica, se validaron los parametros de linealidad,
precision y repetibilidad instrumental. Basandose en los resultados se
concluye que el método es adecuado segun el uso previsto, por lo cual la

optimizacion e implementacion del mismo se llevaron a cabo con éxito.

La modificacion mas importante a la metodologia fue el cambio en la rampa
final de temperatura en la separacion cromatografica, debido a limitaciones
del equipo utilizado. Se logré optimizar esta rampa al obtener una buena
separacion de los picos de interés a tiempos de retencion en los cuales no

se podia aplicar el cambio de temperatura del método original.

Debido a la gran cantidad de datos que se obtienen del analisis de huella
digital, se realizd y valido la hoja de calculo, con la cual se logro procesar la

informacién obtenida de manera mas eficaz y confiable.

Se probo el método implementado y validado al analizar muestras reales.
Con los resultados obtenidos se concluye que el método cumple su funcién
ya que se logré identificar con su utilizacién correctamente todas las

muestras.

La metodologia europea esta desarrollada para productos de petréleo. Se
demostré que esta metodologia es muy versatil ya que su utilizacion con

bunker da resultados correctos a la hora de la determinacion de la huella
digital.
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Anexo 1. Datos para la validacion de la linealidad, precision.

En la validacién de la linealidad se realizd graficos que muestran el
comportamiento lineal de los compuestos utilizados. En las siguientes figuras se
muestran dichos graficos con los respectivos coeficientes de correlacion. No se
realiza un analisis de cada curva de calibracion puesto que el método no implica la

cuantificacion de los componentes solo su comparacion.

3,E+07
2,E407 R¥=0,9969

2,E+07
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0,E+00

0 10 20 30 40 60

(¥a)

Concentracion (mg/L)

Figura 43. Curva de calibracion obtenida para el nonadecano por GC-MS.
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Figura 44, Curva de calibracion obtenida para el eicosano por CG-MS.
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Figura 45. Curva de calibracion obtenida para el heneicosano por CG-MS.
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Figura 46. Curva de calibracion obtenida para el tricosano por CG-MS.
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Figura 47. Curva de calibraciéon obtenida para el tetracosano por CG-MS.
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Figura 48. Curva de calibracién obtenida para el pentacosano por CG-MS.

1,E+07
1,E+07
1,E+07
8,E+06
6,E+06
4,E+06

2,E+06

0,E+00 .=

0

.
i
yas?
et

10

1
gut
it

20 30
Concentracidn (mg/L)

40

I

Figura 49. Curva de calibracion obtenida para el triacontano por CG-MS.
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Para el analisis de la precisién se muestra en el Cuadro XX las areas de las
inyecciones de cada componente con las cuales se calculd el coeficiente de
variacion.

Cuadro XX. Datos utilizados en el calculo de la precision del método.

e i T P
Nonadecano 13551355 Elcoﬁsamao

| 12445343 10947419
12925058 B2 ees
12493746 Moy
11890784
12110468 11458995
12828810 11207886
12135881 10250568
i . 12278716 ' 10376678
Heneicosano 12985776 | Octacosano = 14042465
12772678 14161002
12366778 14057748
12509822 13788397
12407267 13523681
11377908 12779178
12164704 12739234
12376659 . 12643562
Tetracosano 11056892 Pentacosano 11108340
11583725 11106408
12456119 10689297
12038038 10985304
11473898 11041006
12589190 10107540

| 12474564 _ ~ |FT3p3de145MN
Tricosano 12054513 Triacontano 5632750
13036323 5584252
13048631 5212202
12823694 5158333
11541816 5144748
12144596 5238175
12254531 5383824
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Anexo 2. Manejo de hoja de calculo elaborada.

Una vez analizados los cromatogramas de iones para cada muestra se utiliza
la siguiente hoja de calculo, con el fin de manejar los datos de una manera mas
sencilla.

La hoja cuenta con un menu que permite accesar a diferentes pestanas en
las cuales se coloca las areas obtenidas para cada muestra y se puede observar
los resultados desplegados con esas areas.

La pantalla principal se muestra en la Figura 50. En esta pantalla se coloca

la informacion de las muestras.

Ingreso de areas

Relaciones de
diagnostico

Coeficientes de
variacion

Resultados

Figura 50. Menu de hoja de calculo en el analisis de los datos obtenidos de los
cromatogramas para el método de huella digital.

En la pestafia “Ingreso de areas” se colocan todos los datos de las areas de
la posible fuente y de dos muestras para comparar cada una respecto a la
identificada como fuente. Se coloca la informacién para los duplicados en cada
caso, ademas de la informacion obtenida para un blanco de muestra. La pantalla

que se despliega en esta pestafia se muestra en la Figura 51.

-
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Muestra Ml Muestra M2
212 212
226 226
206 206
220 220
230 230
242 242 242 242
192 182 192 152
198 188 198 198
B85 BS BS BS
254 234 254 234
1
216 216 216 216

Figura 51. Pantalla que se despliega en la pestana "Ingreso de areas".

En las pestanas “Relaciones de diagnostico” se muestra el analisis efectuado
entre réplicas para la fuente y las muestras. En el caso de que alguna sea mayor al
5 % se debe verificar las integraciones de los picos. En caso de que un CV sea
superior al establecido la casilla se torna de color rojo. En la Figura 52 se muestra

la pantalla que se despliega en esta pestana.




Muestra Fuente
12 winn/ol |
3/4 #DIv/o! |
274 #iDiv/ol |
576 W D1v/0!
7/8 #1D1v/0!
9/14 D/ |
10/14 mowv/o
12/14 #DiIV/0i

i 13/14 mDiv/o!
15/14 w0/ 0!
11/16 wipav/ol |
17/16 #iDav ol
21/38 wDw ol
23/31 wiDIv /0!
26/31 mow/o!
28/31 moiv/ol |
30/31 moiv/o! |
33/31 mov/ol
34/31 mDav /01
19/18 minw/ol |
20/25 moev/al |
22/34 Wi Div/ol
27/24 " Div/el
2924 ¥iDiv/ol
32/24 woiv/o!

Muestra M1
1/2 #iDIv/ 0!
3/ #DIV/0!
24 #iDiv/ol
5/6 #iDIV/0!
/8 FDIV/OL
414 #iDIV/o!
10/14 #iDIv/01
12/14 #iDiv/o!
13/14 #DiIv/o!
15/14 #ioiv/o!
11/16 #iDIV/ 0!
17/18 #iDIv/o!
21431 FiDIV/0!
23/31 #iDiv/o!
26/31 ®iDiv/o!
28/31 #iDiv/ol
30/31 #iDIv/0!
33/31 #iDIv/o!
34/31 #iDiv/o!
19/18 #Div/o!
20/25 #DIV/0!
22/24 #iDIv/0!
27/24 __wiDiv/o!
29/24 #iDivio!

32/24

wDiv/ol

Muestra M2

Relacion de di ico
1/2 #iDIv/0!

3/4 #DIv/0!

i |_miow/or |

/6 DIV

78 mDIv/o1
9/14 mpiv/ol
10/14 woiv/ol
1214 # Do
13/14 L
151 #iD1v /ol
11718 wiDIV/0!
17/16 ¥DIv/o!
2178 w Div ol
2/ #Dv/o!
26/31 mOIvV/ol
28/31 #iDiv/o!
30/31 mDiv/o!
13/11 w0 /0!
34/31 mDIvo!
19/18 wiDv /o1
20/25 " D /0!
22/24 wDev 0!
2724 monv/ol
29/24 #iDiv/o!
13/24 = Drv/ot

Figura 52. Pantalla que se despliega en la pestafia " Relaciones de diagnoéstico”.

En la pestana “Coeficientes de variacidon” se muestran los resultados

obtenidos en cuanto a CV de la comparacion de cada réplica de las muestras con

la fuente. En el caso de que las relaciones de diagnostico tengan un CV menor a un

14 % la hoja de calculo coloca la palabra igual. Si existe un CV mayor al 14 % la

hoja de calculo coloca la palabra diferente en la casilla correspondiente. En la Figura

53 se muestra la pantalla que se despliega al accesar a esta pestana.
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- " Comparacion Fuente-M1 Comparacion Fuente-M2
Reladionesde | peplicat | Reéplica2 ficiaienence Réplica 2
diagndstico diagnostico

1/2 #iDIv/0! #iDIvV/0! 1/2 #iDIv/o! #iDIv/o!

3/4 #iDIv/o! #iDIV/0! 3/4 #iDIv/0! #iDIV/0!

2/4 #iDIV/0! #iDIV/0! 2/4 #iDIV/0! #iDIv/o!

5/6 #iDI1V/0! #iDIV/0! 5/6 #iDIv/0! #iDIV/0!

7/8 #iDIvV/o! #iDIv/0! 7/8 #iDIV/0! #iDIv/0!
9/14 #iDIV/0! #iD1V/0! 9/14 #iDIv/0! #iDIV/0!
10/14 #iDIV/0! #iDIV/0! 10/14 #iDIV/0! #iDIV/0!
12/14 #iDIV/0! #iDIV/0! 12/14 #iDIV/0! #iDIv/o!
13/14 #iDIV/0! #iDIV/0! 13/14 #iDIV/0! #iDIvV/0!
15/14 #iDIV/0! #iDIV/0! 15/14 #iDIV/0} #iDIv/0!
11/16 #iDIV/0! #iDIvV/0! 11/16 #iDIV/0! #iDIv/0!
17/16 #iDIV/0! #iDIV/0! 17/16 #iDIV/0! #iDIV/0!
21/31 #iDIV/0! #iDIV/0! 21/31 #iDIV/0! #iDIV/0!
23/31 #iDIv/0! #iDIV/0! 23/31 #iDIV/0! #iDIv/o!
26/31 #iDIv/0! #iDIV/0! 26/31 #iDIV/0! #iDIV/0!
28/31 #iDIV/0! #iDIvV/0! 28/31 #iDIV/0! #iDIV/0!
30/31 #iD1V/0! #iDIV/0! 30/31 #iDIV/0! #iDiv/o!
33/31 #iDIV/0! #iDIV/0! 33/31 #iDIV/0! #iDIV/0!
34/31 #iDIV/0! #iDIv/0! 34/31 #iDIV/0! #iDIV/0!
19/18 #iDIV/0! #iDiv/o! 19/18 #DIV/0! #iDIV/0!
20/25 #iDIV/0! #iDIv/0! 20/25 #DIV/0! #iDIV/0!
22/24 #iDIV/0! #iDIV/0! 22/24 #iDIv/o! #iDIV/0!
27/24 #iDIV/0! #iDIV/0! 27/24 #iDIV/0! #iDIV/0!
29/24 #iDIV/0! #iDIV/0! 29/24 #iDIv/0! #iDIV/0!

Figura 53. Pantalla que se despliega en la pestafa "Coeficientes de variacion".

Al accesar en la pestafia "Resultados” se muestra un cuadro donde la hoja
de calculo basandose en los resultados de las pestarias anteriores indica si existen
diferencias en cuanto a relaciones de diagnostico mayores al 14 % en cuanto a CV
0 no, para definir si la muestra es igual o no a la fuente. En la Figura 54 se muestra

la pantalla de la pestaria.
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m Fuente-M1 |No hay diferencia

Fuente-M1 |No hay diferencia

Fuente-M2 |No hay diferencia
Fuente-M2 |[No hay diferencia

Figura 54. Pantalla que se despliega en la pestana " Resultados".

Se debe analizar un patron de alcanos lineales al inicio y al final de cada
bloque de muestras analizadas, para evaluar el comportamiento del equipo. Para
esto se introducen las areas iniciales y finales de este patron en la pestana “Analisis

del equipo”. La ventana que se despliega al accesar se muestra en la Figura 55.

Alcanos Area inicial Area final CV Estado
#iDIV/0! #iDiv/o!
#iDIv/0! #iDIvV/0!
#iDIv/o! #iDIV/0!
#iDIV/0! #iDIv/0!
#iD1v/o! #iDIv/0!
#iDIv/0! #iDiv/o!
#iDIv/o! #iDIV/0!
#iDIv/o! #iDIv/o!
#iDIv/0! #iDIV/0!
#iDiv/a! #iDIv/0!
#iDIv/o! #iDIv/o!
#iDIv/0! #iDiv/0!
#iDIv/0! #iDIvV/0!
#iDIv/0! #iDIV/0!
#iDIv/0! #iDIv/0!
#iD1v/0! #iDIV/0!
#iDIv/0! #iDIv/o!

Figura 55. Pantalla que se despliega en la pestana "Analisis de equipo’.
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Anexo 3. Hoja de calculo de la muestra B y E.

A continuacion, se muestran pantallazos de la hoja de calculo de la muestra que
compara las muestras B y E.

Menu

Fuente

242

192

0,00

198

0,00

85

0,00

0,00

0,00

0,00

234

0,00

0,00

0,00

0,00

: ton | Area 1 |Areaz |
226 | 1041429 | 9952152 226 | 10595543 | 9819983
206 | 27895187 | 27395313 206 | 28108934 | 26564501
220 | 34247737 | 32612216 220 | 34969160 | 32969160
230 | 53421955 | 52483303 230 | 54067555 | 49462469
242 37272553 37801487 242 | 39058843 | 36269783

8209245 8036754 7969329 | 7534994
197 |..1043343 | 102629 157 | 1128180 | 1097163
| 5350760 | 5393675 5912715 | 5725608
6846837 5351006 4654780 | 4306949
jog | 1257321 | 1298467 Log | 1338874 | 1282612
440904 437840 508541 433824
2207937,00 | 2173889,00 2420271 | 2261576
g5 |.801250,00 | 823392,00 gs | 861069 | 799069
2262539,00 | 2203095,00 1927829 | 1901129
1178449,00 | 1192566,00 1206284 | 1171844
25114782 | 24726584 25698355 23704875
1660857 | 1712905 1548424 = 1436166
234 | 4724523 | 4770160 234 | 5154586 = 4693030
3113036 | 3127588 3528932 | 3086856
_____ 229610 | 211550 229224 | 246788
142710 | 127463 178954 | 194603
123 | 251697 | 233485 123 | 280375 | 300875
1232307 | 205913 279269 | 292750
345887 | 305667 387607 | 413530
226321 | 236950 S 3
218 | 258287 328686 28| - -
230362 255116 - -
1455890 | 1494666 1474024 | 1497017
1444309 | 1524475 | 1493051 | 1600795
154967 165536 | 146586 | 153209
231 415079 420746 231 415178 425120
560635 | 582026 | 619418 . 634968
287050 292215 335955 | 343891
460687 | 474795 478408 | 487806

123

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

Figura 56. Datos de las areas de las muestras By E.
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Fuente

Muestra
| | Relacién de diagnéstico |

1/2 3,0

3/a 2,7

2/4 1.7

5/6 2,8

7/8 235
9/14 0,0
10/14 1,6
12/14 0,9
13/14 0,9
15/14 0,0
11/16 1,5
17/16 0,3
22/24 4,4
27/24 2,4
29/24 1,0
32/24 1,9
38/42 0,5
41/42 2,7
43/42 3,2
44/42 3,4
47/8 17
48/50 2,9
51/52 0,3
57/59 2,0
59/24 3,5
11/53 3.3
59/32 1,7
22/27 2,0
29/32 0,9

Muestra M1

Relacion de d

172

3/4

2/4

5/6

7/8

3/14
10/14

12/14

13/14

15/14
11/16
17/16
22/24
27/24
29/24 0,0
32/24 0.3
38/42 0,2
41/42 0,9
43/42 1,6

=

44/42 0,4

47/8 0,3
48/50 1,1
51/52 1,2
57/59 3,8
59/24 373
11/53 0,4
59/32 3.6
22/27 1,4
29/32 0,3

Figura 57. Relaciones de diagnostico entre las réplicas de cada muestra (B 'y E).
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Comparacion Fuente-M1

Menu Relaciones de
- 3 s Réplica 1 Réplica 2

diagnastico

1/2 Igual Igual

3/4 Igual Igual

2/4 Igual Igual
5/6 Igual Igual

7/8 Igual Igual
9/14 Igual Igual
10/14 Igual Igual
12/14 Igual Igual
13/14 Igual Igual
15/14 Igual Igual
11/16 Igual Igual
17/16 Igual igual
22/24 Igual Igual
27/24 Igual Igual
29/24 igual Igual
32/24 Igual Igual
38/42 Igual Igual
41/42 Igual Igual
43/42 Igual Igual
44/42 Igual Igual
47/8 Igual Igual
48/50 Igual Igual
51/52 Igual igual
57/59 Igual Igual
59/24 Igual Igual
11/53 Igual Igual
59/32 Igual Igual
22/27 Igual Igual
29/32 Igual Igual

Figura 58. Conclusion de hoja de calculo a partir de la comparacion de las relaciones de
diagnéstico de las muestras By E.
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Fuente-M1 |No hay diferencia

Fuente-M1 |No hay diferencia

Figura 59. Resultado final de la comparacion de las muestras B y E a partir del analisis de
los datos.
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