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1.PALABRAS CLAVE

Cromatografia de gases; Detector FID; Validacidon; Hidrocarburos; TPH; Aguas
continentales.

2.RESUMEN

Los hidrocarburos totales de petréleo (TPH) se liberan al medio ambiente contaminando
principalmente las aguas superficiales, especialmente en zonas cercanas a lugares de
produccién y almacenamiento, aunque también durante la manipulacién, transporte vy
procesamiento del petrdleo. La evaluacién de esta contaminacidon se realiza midiendo las
concentraciones de productos derivados del petrdleo en el agua. Actualmente, el método mas
usado es la cromatografia gaseosa (CG) por su alta sensibilidad, selectividad y amplia gama de

hidrocarburos capaces de detectar.

Por tanto, en este Trabajo Fin de Master se pretende poner a punto y validar un método
capaz de identificar y cuantificar hidrocarburos de cadena entre C10-C40 mediante
cromatografia gaseosa con un detector de ionizacién de llama (CG-FID) en aguas continentales,
para que asi el laboratorio analitico Microal pueda ofrecer a sus clientes unos resultados fiables
y reproducibles. Para ello, se hizo un anadlisis exhaustivo de la bibliografia disponible,
comparando y analizando distintos métodos que se estan empleando actualmente para la
cuantificacidn de TPH, seleccionando finalmente un método descrito por la normativa UNE-EN
ISO 9377-2. Esta normativa incluye el método de extracciéon y el método cromatografico.
Respecto al primero, se realizd una extraccién mediante columna de purificaciéon con Florisil
usando como disolvente diclorometano, asi como técnicas de evaporacion para su
concentracion. Para el método cromatografico, se llevd a cabo un ajuste del cromatégrafo y una
recta de calibrado con disoluciones patrén formadas por una mezcla de dos aceites minerales.
Finalmente, se hizo un estudio estadistico obteniendo porcentajes de recuperacion,
repetibilidad y reproducibilidad. Los porcentajes de recuperacion alcanzados fueron
satisfactorios (proximos al 100%, sin variar mas del 20%), al igual que los porcentajes de
repetibilidad y reproducibilidad que fueron inferiores al 10%, cumpliendo asi con los intervalos
de aceptabilidad establecidos. De este modo, con la realizacién de este Trabajo Fin de Master
se ha conseguido implantar un método estandarizado para analizar hidrocarburos en muestras

de agua de forma rutinaria en Laboratorios Microal S. L.



3.INTRODUCCION

3.1. Contaminantes del petréleo

Los productos del petrdleo se caracterizan por ser mezclas complejas de cientos de
hidrocarburos, que van desde compuestos ligeros, volatiles, de cadena corta hasta compuestos
organicos pesados, de cadena larga y ramificada. Durante los procesos de refinacién, el petréleo
se separa en fracciones con puntos de ebullicion similares para obtener productos de uso

comercial (Llori, 2012).

Los hidrocarburos aislados por métodos analiticos para la determinacion de aceite en
agua (hidrocarburos no polares) se pueden agrupar en compuestos saturados (alifafticos y
aliciclicos), insaturados (alquenos u olefinas y alquinos o acetilenos) y aromaticos
(alquilbencenos e hidrocarburos aromaticos policiclicos o HAP) considerando estas ultimas
como un tipo de hidrocarburos insaturados (Urpi, 2008). Entre los compuestos aromaticos estan
los compuestos conocidos como BTEX, siglas correspondientes al benceno, tolueno, etilbenceno
y xileno. Los HAP, excepto el naftaleno, casi no estan presentes, debido a su elevado peso

molecular y punto de ebullicion (Wauquier, 2004).

Por tanto, cuando se analiza petrdéleo en agua, se determina como aceite y se incluyen
los hidrocarburos poliaromaticos alquilados, heterociclos de azufre (como son los benzotiofenos
y dibenzotiofenos alquilados), tetralinas y decalinas. Los hidrocarburos poliaromaticos son
compuestos potencialmente cancerigenos, por lo tanto, se analizan por separado vy
posteriormente se adicionan al resultado final de contaminacién por hidrocarburos. Los
hidrocarburos totales del petrdleo (TPH) proporcionan una estimacion de la concentracion de
hidrocarburos de mayor peso molecular presente en las muestras, mientras que los HAP
proporcionan una estimacién de algunos de los componentes mas téxicos del petrdleo, asi como
los componentes responsables de sus caracteristicas fluorescentes (Wade et al., 2016). El
petréleo que se analiza como aceite en agua contiene, ademas de los componentes no polares,
agentes tensioactivos como el fenol y fenoles alquilados, acidos orgdnicos, acidos nafténicos y

muchos compuestos inorganicos (Drozdova et al., 2013).

3.2. TPH: presencia y problematica

El petréleo y los productos derivados del petréleo, como ya se ha mencionado

anteriormente, son mezclas muy complejas que contienen principalmente hidrocarburos



alifaticos y aromaticos, heterociclos, sales y concentraciones relativamente pequefias de
metales y compuestos organometalicos (Drozdova et al., 2013). La complejidad del petréleo y
los productos derivados del petréleo aumenta con el nimero de carbono de sus componentes.
Por tanto, es dificil la medicién individual de hidrocarburos, siendo mds practica la medicién de

TPH (Llori, 2012).

Los hidrocarburos que forman parte de los TPH son compuestos inflamables, con
diferentes puntos de ebullicién y densidades variables. Estas propiedades influyen en el
comportamiento sobre el agua, suelo o aire. Para poder interpretar, evaluar el riesgo y tomar
decisiones sobre los posibles efectos peligrosos de los hidrocarburos de petrdleo y garantizar la
proteccion adecuada del medio ambiente, es muy importante conocer la toxicologia, los
métodos analiticos, el destino y el comportamiento ambiental, el riego e implicaciones
tecnoldgicas de los hidrocarburos del petréleo (Varela, 2007). La contaminacion de aceite en el
medio ambiente se evalula principalmente midiendo las concentraciones quimicas de productos
derivados del petréleo en la zona afectada como por ejemplo en sedimentos, biota, agua, etc.
La evaluacién de los niveles de contaminacion ambiental de hidrocarburos en agua se determina

mediante el nimero de TPH o mediante el indice de hidrocarburos en agua.

Los hidrocarburos de petréleo llegan al medio ambiente principalmente por derrames
de petréleo crudo o derivados causados por el ser humano, ya sean por accidentes durante su
transporte, manipulacién o procesado. Por lo tanto, los hidrocarburos son liberados al medio
ambiente contaminando los cuerpos de aguas superficiales, especialmente cerca de los lugares
de produccion o almacenamiento. Ademas, son necesarios varios afios para la recuperacién de
los ecosistemas acuaticos expuestos a grandes cantidades de petréleo. Asi, se necesitan de al
menos tres afios para la contaminacién por petréleo crudo y diez afios para la de petréleo
refinado, ya que existen pocos organismos capaces de degradarlo (Llori, 2012). Por ello, es de
gran importancia hacer una medicién precisa del aceite disperso en aguas (Drozdova et al.,

2013).

Es dificil afirmar la forma en la que el petrdleo vertido afecta a la fauna y flora ya que es
variada y compleja. Perturba a todo el ecosistema e incluso llegando al ser humano a través de
la cadena alimentaria. El ser humano se ve muy afectado a pesar de que los organismos
consumidos no presentan evidencias de contaminacidn ya que son de baja concentracidn y los
efectos son a largo plazo. Los hidrocarburos se unen a los lipidos, movilizdndose y uniéndose a
su vez a las proteinas, pudiendo llegar incluso a los acidos nucleicos. Esto podria provocar un

posible deterioro del cédigo genético y afectar a la memoria de la especie (Varela, 2007). La



parte del petréleo que no es soluble en agua podria formar emulsiones estables y generar
metabolitos téxicos para la biota por foto-oxidacidn. Algunos compuestos como cetonas
alifaticas o aromadticas y acidos carboxilicos o ésteres se oxidan generando sustancias toxicas
para la biota acudtica (EPA Method 418.1 Total Recoverable Petroleum Hydrocarbons by IR.
Groundwater Analytical Technical Bulletin, Winter 1991/1992, Groundwater Analytical Inc.,
1992).

3.3.  Marco legislativo

En Espafia, la presencia de hidrocarburos en aguas continentales estd regulada a través
de normativas de emisién y normativas secundarias de calidad ambiental. Cuando se habla de
contaminacién organica en aguas se hace referencia a la contaminacién por TPH y HAP. Sin
embargo, como no hay una normativa clara y especifica a nivel nacional, no todas las cuencas
hidrograficas del pais incorporan parametros en sus planes de vigilancia y monitoreo. A pesar
de que no exista esta legislacidon especifica sobre contaminantes de TPH en aguas, cada empresa
debe indicar sus propios limites en las autorizaciones de vertidos que les proporciona la
administracion competente, lo cual dependerd de la actividad de la empresa, la cantidad de
vertido, etc. En la Cumbre del desarrollo sostenible del 2004 realizada en Madrid (CONAMA,
2004), se establecieron unas normativas secundarias de calidad ambiental para aguas. Estas
normativas se rigen por una guia marco donde se establecen valores maximos y minimos a
considerar como referencia, los cuales se muestran a continuacién en la Tabla 1.

Tabla 1. Concentracion de hidrocarburos por clases, siendo la clase excepcional de una

excelente calidad, la clase 1 de muy buena calidad, la clase 2 de buena calidad y la clase 3 de
calidad regular. Fuente: elaboracion propia

Grupo de elementos o Clase

Unidad . Clase 1 Clase2 Clase3
compuestos excepcional
Hidrocarburos mg/L <04 0,05 0,2 1
Hldrocarbu'rc’)s _aromatlcos me/L 0,16 0,2 1 1
policiclicos
Tolueno mg/L - 0,3 0,3 >0,3

En Andalucia hay unos niveles maximos establecidos por el RD 109/2015 sobre vertidos
al dominio publico hidraulico y al dominio publico maritimo-terrestre. EIl RD 109/2015 establece
un marco para la proteccién global de las aguas continentales, litorales, costeras y de transicion,
siguiendo los criterios empleados en la Directiva 2000/60/CE del Parlamento Europeo y del

Consejo del 23 de octubre del 2000, por la que se establece un marco comunitario de actuacion
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en el dmbito de la politica de aguas. Asi mismo, el apartado 8 del articulo 85 indica que
reglamentariamente deberdn establecerse las condiciones, normas técnicas y prescripciones
para los distintos tipos de vertidos. En la Tabla 2 se muestran los valores limites de emisidn de

TPH en aguas establecidos por la comunidad andaluza.

Tabla 2. Concentracion limite de emision de hidrocarburos totales establecido por mes, a diario
y en casos puntuales, tanto en aguas costeras como superficiales segun la legislacion andaluza.
Fuente: elaboracion propia

Por otro lado, este real decreto también establece los métodos analiticos de referencia
mas adecuados para la determinacién de hidrocarburos segun los distintos grupos de

hidrocarburos a determinar (Tabla 3).

Tabla 3. Métodos analiticos de referencia segun el tipo de hidrocarburos a analizar, indicando
el limite de cuantificacion (LC) y la incertidumbre asociada. Fuente: elaboracion propia

Espectrofotometria

infrarroja 0,05 35
Gravimetria
Examen visual Ausencia/presencia -

Cromatografia de
gases

0.05 30

3.4. Determinacion de TPH en aguas continentales

Debido a la necesidad de cumplir los valores de referencia maximos permitidos segun la
legislacién vigente donde se establecen los maximos permisibles de hidrocarburos de petréleo
en aguas, se necesitan técnicas analiticas e instrumentales que proporcionen resultados fiables

en su determinacion.

Diversos estudios mencionan que la definicién de TPH va a depender del método
analitico usado para su determinacién, debido a que su medida hace referencia a la

concentracion total de los hidrocarburos extraidos y medidos por un método especifico, los



cuales pueden corresponder a distintas fracciones como son la fraccidn ligera, media y pesada

del petréleo (Lynn et al., 2002) (Sadler & Connell, 2003) (Pons-Jiménez et al., 2011).

Para la determinacion de la concentracion de petréleo y productos derivados de éste
existen distintos métodos analiticos que proporcionan informacién muy diferente, ya que estan
disefados para extraer y medir subconjuntos ligeramente distintos de hidrocarburos del
petréleo. Ningln método individual es capaz de proporcionar una medicion precisa y exacta de
la verdadera concentracidn de TPH en todos sus tipos de contaminacion. Los tres métodos de
analisis de TPH mas utilizados son la cromatografia de gases (CG) (UNE-EN ISO 9377-2 2:2001.
Calidad Del Agua. Determinacién Del indice de Hidrocarburos. Parte 2: Método Por Extraccidn
Con Disolvente y Cromatografia de Gases., 2001) (OSPAR-Agreement 2005/15. Rereference
Method of Analysis for Determination of the Dispersed Oil Content in Produced Water.
Published in 2005, Taken into Force in 2007. OSPAR Commission 2005-15., 2007), absorcion
infrarroja (IR) (EPA Method 418.1 Total Recoverable Petroleum Hydrocarbons by IR.
Groundwater Analytical Technical Bulletin, Winter 1991/1992, Groundwater Analytical Inc.,
1992) y analisis gravimétrico (EPA Method 1664, Revision A: N-Hexane Extractable Material
(HEM; Qil and Grease) and Silica Gel Treated n-Hexane Extractable Material (SGT-HEM: Non-

Polar Material) by Extraction and Gravimetry, 1999).

Actualmente, los métodos mas utilizados para la medicién de hidrocarburos de petrdleo
son los basados en cromatografia de gases ya que detectan una amplia gama de hidrocarburos,
presentan una alta sensibilidad y selectividad, y ademas pueden usarse tanto para la
identificacion como para la cuantificacion de hidrocarburos. Anteriormente, se han utilizado los
métodos basados en la extraccion con disolventes seguido de una medicion por absorcion
infrarroja para la cuantificacidon de TPH ya que son simples, rapidos y econémicos. Sin embargo,
este método ha sido suspendido en Europa debido a la prohibicidn de la venta y uso de freones
(necesarios para la extraccién de hidrocarburos de la muestra). Ademas, los métodos de
absorcion infrarroja (IR) apenas proporcionan informacién detallada sobre la composicidn
guimica del aceite, o la presencia o ausencia de otros compuestos relevantes (como aromaticos
o hidrocarburos poliaromaticos). Por el contrario, incluso detectarian compuestos que
normalmente no se consideran TPH, como los tensioactivos, que también pueden absorber

radiacion infrarroja debido a la presencia de enlaces C-H (Drozdova et al., 2013).



3.4.1. Meétodos alternativos para la
determinacion de TPH

Los métodos gravimétricos son simples, rapidos, y econdmicos, pero no ofrecen
selectividad ni informacién sobre el tipo de aceite detectado. Los métodos basados en
gravimetria pueden ser Utiles para lodos muy aceitosos y aguas residuales a concentraciones
altas, pero no son adecuados para la medicion de hidrocarburos ligeros ya que se perderan por
evaporacién (EPA Method 1664, Revision A: N-Hexane Extractable Material (HEM; Qil and
Grease) and Silica Gel Treated n-Hexane Extractable Material (SGT-HEM: Non-Polar Material) by
Extraction and Gravimetry, 1999) (Niyonsaba et al., 2019).

Actualmente, la mayoria de los laboratorios emplean métodos basados en CG para la
determinacidn de hidrocarburos de petréleo (Esmaeili & Saremnia, 2018) (Mehdi et al., 2020)
(Rodriguez Calvo et al., 2020) (Sun et al., 2020). Los métodos basados en CG son adecuados para
aguas superficiales, aguas residuales y otros tipos de aguas residuales descargadas desde
plataformas de gas, concentrado y petrdleo (Drozdova et al., 2013). Sin embargo, un estudio de
Saari y colaboradores sobre comparaciones entre laboratorios indica que existe una gran
variacion en la configuracion de funcionamiento del CG en la practica. Los resultados muestran
que la configuracion de funcionamiento del CG, especialmente la del inyector, tiene una
influencia significativa en el rendimiento de los sistemas de cromatografia de gases para la

determinacidn de hidrocarburos del petrdleo (Saari et al., 2010).

En sustitucion al método IR se empezaron a usar fundamentalmente dos metodologias
estandar basadas en CG. Una de ellas se basa en el método estandar europeo oficial ISO 9377-
2:2000, desarrollado y validado para la determinacién del indice de hidrocarburos en el agua
por medio de cromatografia de gases acoplada a un detector de ionizacién de llama (CG-FID)
(UNE-EN ISO 9377-2 2:2001. Calidad Del Agua. Determinacién Del indice de Hidrocarburos. Parte
2: Método Por Extracciéon Con Disolvente y Cromatografia de Gases., 2001). Los resultados
obtenidos muestran diferencias sistematicas con el método IR empleado anteriormente, por lo
que el método basado en la CG se modificé (Drozdova et al., 2013). Como resultado, se obtuvo
la versiéon modificada del método ISO 9377-2:2000, denominado método de referencia OSPAR
(Comision de Oslo-Paris) (OSPAR-Agreement 2005/15. Rereference Method of Analysis for
Determination of the Dispersed Qil Content in Produced Water. Published in 2005, Taken into
Force in 2007. OSPAR Commission 2005-15., 2007). Este método se publicé en 2005 y entrd en
vigor como método de referencia para determinar el contenido de aceite disperso en agua en

enero de 2007.



Ambos métodos se basan en la extraccion de muestras de agua con un disolvente no
polar, la eliminacién de sustancias polares mediante limpieza con Florisil (MgOsSi) y la medicion
por cromatografia de gases capilar utilizando una columna no polar y un detector FID,
acumulando el drea de pico total de compuestos eluidos. Para el método 1SO 9377-2:2000 los
compuestos eluidos son entre n-decano (CioH2;) y n-tetracontano (CaoHs2), mientras que para el
método OSPAR se incluyeron hidrocarburos con puntos de ebullicién entre 982C y 1749C, es
decir, de n-heptano (CsHi6) a n-decano, junto con los compuestos BTEX (benceno, tolueno,
etilbenceno y o-/p-/m- xileno) que se determinan por separado mediante la integracién y
sustraccion de sus areas de pico del area total integrada. Ambos métodos no son capaces de
cuantificar hidrocarburos con un punto de ebullicién inferior al del n-heptano ya que estos

compuestos se eluyen al comienzo del cromatograma y son interferidos por el disolvente.

El aceite en el agua producida de las instalaciones petroleras puede dispersarse o
disolverse. Los componentes disueltos son los componentes mas polares como los aromaticos,
los acidos y los fenoles, mientras que los componentes dispersos son los componentes alifaticos
apolares, ramificados y ciclicos, ademas de los compuestos aromaticos y acidos grasos de mayor
peso molecular. En la extraccion del agua que se produce con un disolvente organico se
combinan los compuestos organicos dispersos y disueltos. Segun la definicion del método
OSPAR y ISO 9377-2:2000 solo los hidrocarburos no polares se definen como aceite en agua. La

mayoria de los otros componentes se eliminan en el proceso de limpieza (Drozdova et al., 2013).

Para alcanzar el limite de deteccidn requerido, segin el método 1SO 9377-2:2000, hay
gue realizar una pre-concentracién de los extractos por evaporacién del disolvente. Por el
contrario, el método OSPAR no permite ningln aparato externo para la pre-concentracién, por
lo que el CG debe estar equipado con un sistema de inyeccidn de gran volumen de vaporizacién
a temperatura programada (PTV LVI). Esta técnica puede reducir la pérdida de analitos volatiles,
aumentar la sensibilidad y es una alternativa viable, rdpida y automatizada a un procedimiento
de pre-concentracidn externo. Sin embargo, esta técnica presenta algunas limitaciones como
son un dificil control de la temperatura de entrada, la eliminacién de disolventes y la influencia
del disefio del revestimiento (Drozdova et al., 2013). Aunque el uso de PTV-LVI es una técnica
establecida actualmente, no se han intentado muchos desarrollos del método para el analisis de
TPH con limites de deteccidon mejorados. El problema critico de este método es el gran volumen
de vapor resultante de la evaporacién del disolvente inyectado. Esto puede provocar una
pérdida del analito (parcial o completa) o picos con formas distorsionadas. La optimizacion de
este método implica el ajuste del volumen de muestra, la velocidad de inyeccién de muestra y

el tiempo de fase de evaporacién (Casal et al., 2014) (Faustorilla Vilma et al., 2017). Resende y



colaboradores anaden otras variables mas para optimizar el PTV-LVI, como la divisidn de flujo
durante la fase de evaporacion y el inicio de calentamiento del inyector (Resende et al., 2017).
Por tanto, es una técnica con muchas variables experimentales que deben optimizarse antes de

su uso en procedimientos analiticos (Resende et al., 2017).

4.0OBIJETIVOS

En este estudio, desarrollado en el laboratorio de analisis Microal S.L., se pretende poner
a punto y validar un método capaz de identificar y cuantificar hidrocarburos de cadena entre
C10-C40 en aguas continentales mediante cromatografia de gases y acoplando un detector de
ionizacion de llama (CG-FID), para asi poder realizar el andlisis de forma rutinariay ofrecer a los

clientes unos resultados fiables y reproducibles.
Por tanto, los objetivos principales son:

v Seleccionar el método mas adecuado de andlisis de indice de hidrocarburos mediante
una busqueda exhaustiva de la bibliografia disponible que cumpla con la normativa
acreditada UNE-EN ISO/IEC 17025 de controles de calidad.

v" Poner a punto el equipo de cromatografia acoplado al detector FID conforme a la
normativa UNE-EN ISO 9377-2 para obtener una recta de calibrado y cuantificar los
analitos de interés.

v Llevar a cabo los primeros pasos para la validacién del método seleccionado bajo la
normativa UNE-EN ISO 9377-2 con el fin de empezar a realizar el andlisis de forma

rutinaria proporcionandole datos fiables al cliente.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos

Todos los reactivos deben ser de calidad analitica reconocida y resultar convenientes
para el uso especifico al que van destinados. En este estudio se ha empleado agua ultrapura
(18,2 MQ cm) del sistema de purificacion PURELAB®. Por otro lado, los compuestos de referencia
empleados han sido el n-decano y n-tetracontano de la marca Scharlab, para facilitar la lectura
de los cromatogramas. Como agente de extraccion se ha empleado diclorometano de calidad
HPLC marca Scharlab. Para la determinacidn de los tiempos de retencién de cada hidrocarburo

se emplea una mezcla estandar de C;-Cyo (Saturated Alkanes Standard) marca Supelco. Como



estandar del método se ha usado QC-Estandar Solution for EN ISO 9377-2 también de la marca
Supelco y como estdndar del calibrado se ha usado “Mineral oil standard mixture type A and B”,

el cual estd compuesto por una mezcla de dos aceites minerales.

5.2. Preparaciéon de muestra

En este estudio se ha seleccionado 900 mL de una muestra de agua continental de la
que se conoce que contiene hidrocarburos. La muestra debe estar debidamente etiquetada bajo
el cumplimiento de la normativa ISO/ICE 17025 (UNE-EN ISO/IEC 17025. Requisitos Generales
Para La Competencia de Los Laboratorios de Ensayo y Calibracién, 2005) y conservarse bajo las
indicaciones de la norma ISO 5667-3. Debe mantenerse a una temperatura de 42°C
aproximadamente y extraerse lo antes posible, como maximo dentro de un periodo de cuatro

dias tras el muestreo, para asi evitar perdida de los analitos mas volatiles o su posible deterioro.

5.2.1. Procedimiento de extraccion de TPH

5.2.1.1. Preparacion del disolvente de extraccion
con compuestos de referencia

En primer lugar, se prepara una disolucion madre de disolvente de extraccién. Para ello,
se disuelven 20 mg de n-tetracontano en el agente de extraccién (Cl,CHs), se afiaden 20 pL de
n-decano y se diluye hasta 1000 mL con Cl,CHs (esto dependerd del nimero de muestras a
analizar). Esta disolucion es estable hasta 6 meses si se conserva herméticamente cerrada en un

refrigerador aproximadamente a 4°C.

A continuaciéon, inmediatamente antes de su utilizacién, se prepara la disolucién patréon del
disolvente de extraccién. Para ello se prepara la disolucién madre con un volumen de Cl,CH; 10
veces mayor. En este caso, se afaden 25 mL de la disolucién madre y se diluye hasta 250 mL con

Cl,CHs en un matraz aforado.

5.2.1.2. Extraccion

En primer lugar, la muestra de agua continental se enfria hasta una temperatura de 102C
con objeto de evitar pérdidas del agente de extraccién debido a su volatilizacién. A continuacién,
se acidifica hasta un pH 2 con HCI 12 M. Después, se afladen 80 g de sulfato de magnesio (MgSQ,)

para evitar la formacién de emulsiones. Se afladen 50 mL de la disolucion patron del disolvente



y se deja durante 30 min en agitacién. Es muy importante mantener el recipiente cerrado para
evitar pérdidas de analitos por volatilizacién. Después, se hace una separacién por decantacion
y finalmente se recoge la fase orgdnica, la cual contiene los hidrocarburos. En este paso se debe
evitar que pase agua y que entre finalmente a la columna de purificacién de Florisil (silicato de
magnesio), ya que la muestra va a recubrir la superficie del sulfato de sodio y podria estropear

la columna.

5.2.2. Purificacidon

Se transfiere la fase orgdnica con el agente de extraccién a una columna de Florisil
compuesta por un tubo SPE (extraccion en fase solida) de doble capa que contiene Na,SO, (capa
superior) y Florisil (capa inferior) separados y empaquetados con tubos de teflén o polietileno.
Las particulas de Florisil estan formadas por una malla 60/100 (150-200 pum) y el Na;SO4 es de
pureza del 99,99% y densidad 2,68 g/mL. Para ello, se ha empleado la columna de extraccién
Supelco (Supelclean™ Florisil®/Na,SO4 SPE Tube). El Na,SO4 ayuda a la eliminacidn de residuos
acuosos de la muestra que puede dificultar el rendimiento del Florisil y/o analisis CG siguiente.
Esta purificacidon se realiza en un equipo con vacio (Manifold) para que se produzca la extraccion

a través de la columna.

Para llevar a cabo el proceso de purificacién, primero se realiza un aclarado con 4 mL del
agente de extraccion (Cl,CHs) y, posteriormente, se hace pasar el extracto. Por ultimo, se hacen
pasar 2 x 10 mL de Cl,CHs para asi arrastrar y recoger los hidrocarburos en los tubos de ensayo.
Finalmente, el eluato se recoge en un matraz de fondo redondo. De esta forma se retienen los

compuestos polares y los apolares (hidrocarburos) se eluyen con el disolvente apolar (Cl,CHs).

5.2.3. Concentracion

Durante el proceso de extraccidn se trabaja con grandes cantidades de disolvente por lo
gue es necesario realizar distintas técnicas de concentracion. Primero, el extracto de la muestra
se concentra en un rotavapor hasta un volumen de aproximadamente 6 mL. Es importante
realizar este paso en unos pocos minutos para evitar pérdida de compuestos. Después, se
concentra el extracto hasta un volumen ligeramente inferior a 1 mL por medio de una corriente
suave de nitrégeno. Por ultimo, se calcula el volumen exacto del extracto por pesada.
Finalmente, se transfiere una alicuota del extracto obtenido a un vial con septum para el andlisis

por cromatografia de gases. Para el control del ensayo se realiza un blanco de diclorometano y
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otro del blanco de calibrado que se realizan paralelamente a lo largo de todo el proceso para

detectar posibles contaminaciones.

5.3. Método cromatografico

Para la determinacion de hidrocarburos se ha utilizado un equipo de cromatografia de
gases de la marca Perkin ElImer modelo “Clarus 580” equipado con un detector de ionizacién de
llama (FID) y acoplado a un inyector automatico de la misma marca. El equipo estd provisto
ademas de una columna capilar no polar especifica para la separacién de hidrocarburos del
petréleo de la marca Scharlab (SC-1 Fase: 100% dimetilpolisiloxano de 30 m de longitud). Las

especificaciones de éste se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Especificaciones para el ajuste de los pardmetros de la columna que se utiliza para el
andlisis cromatogrdfico.

SC-1

0,25 um

30m

0,25 mm

330-350¢C

En la Tabla 5 se detallan las condiciones de trabajo con las que se ha desarrollado el

método. Hay que destacar que la inyeccidn es de tipo Split (inyector de divisidn) tipico de

muestras complejas.

Tabla 5. Condiciones cromatogrdficas para el andlisis de TPH.

280 °C
320 °C
Ha
Flujo (mL/min) ‘ 1,4
1ul
Split 20:1
21 min

40 4 -

320 15 30
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La muestra vaporizada se divide en dos partes, una minoritaria que se transfiere a la
columna y otra mayoritaria que se expulsa al inyector por la valvula Split. Con este tipo de

inyeccion se evita sobrecargar la columna con los efectos negativos que se puedan producir.

5.4. Preparacion de patrones para la recta de
calibrado y fortificaciones

Para realizar el calibrado se utiliza un estandar “Mineral oil standard mixture type A and
B” compuesto por dos tipos de aceites minerales. Se realiza un ensayo a 5 concentraciones
diferentes del estandar Mineral oil (Tabla 6). Ademas, se afiade un blanco de Cl,CHs y otro blanco
de calibrado para el control de los resultados.

Tabla 6. Volumenes de estdndar y disolvente de extraccion adicionados para la preparacion de
la recta de calibrado.

Concentracion (mg/mL)  Volumen estandar (mL)  Volumen disolvente extraccién (mL)

1 0,1 0,9
2 0,2 0,8
5 0,5 0,5
7 0,7 0,3
10 0,5 0

El estandar “QC-standard solution (Mineral oil A and B)” se emplea para hacer las
fortificaciones y controles. En este estudio se han realizado tres fortificaciones, a nivel bajo (1,11
mg/L), medio (5,5 mg/L) y alto (11 mg/L), para calcular el porcentaje de recuperacién y evaluar
la exactitud y precision del método. Es importante que el patrdn utilizado en el calibrado sea

diferente al de las fortificaciones para asegurar que no hay error o deterioro.

5.5. Controles de calidad

En este estudio se emplean diferentes controles de calidad, como son el analisis de

muestra control, andlisis de blanco, analisis por duplicado y fortificaciones:

e Andlisis de muestra control: se prepara un control de un estandar conocido de
n-alcano a 500 mg/L para ajustar el tiempo de retencion (t;) de los picos desde el n-
heptano (C;sHis) al n-tetracontano (CaoHsz). Esta disolucion se utiliza para obtener

informacién relativa a los tiempos de retencién de los n-alcanos con objeto de caracterizar



los hidrocarburos en la muestra. Es importante sefialar que tanto el calibrado como las
fortificaciones no se pueden realizar con este estdndar ya que presenta todos los
hidrocarburos desde C;-C40 y por tanto se usa Unicamente para la cualificacidn de los picos
y el ajuste del t.. Por otro lado, al disolvente de extraccidn se le adiciona el n-decano y el
n-tetracontano, tanto para la muestra como para el calibrado sirviendo de guia en el
cromatograma y, no interfiriendo en la cuantificacion.

e Andlisis de blanco: para ello se realizan andlisis sin los analitos a determinar. En
este caso, se realiza un blanco del agente de extracciéon (Cl,CHs) y otro blanco del
disolvente de extraccién. Estos dos blancos han de afiadirse en cada ensayo que se realice,
ya sea para el calibrado como para el andlisis de muestras, y se tratan en paralelo durante
todo el proceso de extraccion. Este tipo de control se realiza para detectar posibles
contaminaciones.

o Andlisis por duplicado: se realiza por duplicado cada una de las determinaciones,
para asi poder comparar los resultados y conocer la desviacion estandar que se produce
en la medida, pudiendo evaluar por tanto la repetibilidad del método.

e Fortificaciones: se realizan tres fortificaciones distintas a partir del estandar
“QC-standard solution (Mineral oil A and B)”. Esta disolucidn se utiliza para verificar en
qué medida el sistema de cromatografia de gases es apropiado en lo que respecta a la
resolucidn de los n-alcanos y a la respuesta del detector, evaluando la exactitud del

método.

5.6. Cuantificacion del indice de hidrocarburos

El objetivo de este estudio es validar el método descrito por la normativa 1ISO 9377-
2:2000 para asi cuantificar el indice de hidrocarburos en una muestra de agua. Para ello, se
realiza el andlisis a través del CG-FID, de donde se obtiene una sefial, la cual se refleja como area
del pico cromatografico. El drea del pico es proporcional a la concentracién de los analitos. Por
tanto, a través de la recta de calibrado se puede conocer la concentracidn instrumental. Para
cuantificar el indice de hidrocarburo se transforma la concentracion instrumental en la

concentracion final mediante la Ecuacion 1.

mT (mL) x [C]I (mg/mL) % 1000 mL

Ec.1
900 mL 1L

indice de Hidrocarburo (mg/L) =

Donde:



mt= masa o volumen total de muestra final (puede ser en g o mL ya que son equivalentes
asumiendo que p=1) que se obtiene restando la masa del recipiente vacio al lleno tras la

extraccion.

[C]i = concentracidn instrumental.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se exponen los resultados preliminares obtenidos para la seleccién,
puesta a punto y validacién de un nuevo método que se implantard en laboratorios Microal, S.L.

para la determinacidn del indice de hidrocarburos en aguas continentales.

6.1. Seleccion del método para la determinacion de
TPH

Para la seleccion del método es primordial una busqueda previa exhaustiva de la
bibliografia hasta el momento actual. De esta forma, se pueden conocer los distintos métodos
que se aplican, asi como las distintas normativas por las que se rigen, seleccionando finalmente
el mas adecuado para laboratorios Microal, S.L. Para ello, se han tenido en cuenta factores clave
como la disponibilidad de equipamiento propio del laboratorio y el material que se ha de

adquirir para la consecucidn del método.

A continuacidn, se detalla la blusqueda realizada para la eleccién del método de
extraccién y método cromatografico donde se describen las caracteristicas fundamentales de

cada uno.

6.1.1. Método de extraccidon

Con este método se pretende llevar a cabo una extraccién de hidrocarburos adecuada,
evitando cualquier posible pérdida de analito. En este estudio se pretenden detectar los
hidrocarburos de cadenas entre Ci0-Cso, por lo que la busqueda se ha centrado
fundamentalmente en la bibliografia que describe técnicas que se basen en la CG, ademas de
por la disponibilidad de este equipo ya en el laboratorio. Por otro lado, también es importante
revisar en estudios previos los reactivos y patrones que se han utilizado, asi como las
fortificaciones realizadas para tenerlas en cuenta durante la ejecuciéon del analisis que se

seleccione.
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A continuacién, en la Tabla 7 se muestran los distintos métodos de extraccion,

procedimiento, agentes de extraccion, reactivos y estandares mas empleados.
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Tabla 7. Comparacion de los distintos métodos para la extraccion de TPH.

Diesel Fuel No.2

Lana de vidrio y Na;SOa

Rotavapor (hasta 5 mL)

(Moreira & Guevara,

(EPA 3510c) Liq - Liq 500 mL 3x30 ml ClaCH, (1500, ;(:;(E)y 3000 anhidro Kuderna Danish (hasta 1 mL) | 2011)
900 mL. 2g Na;SOs
2 L . . 50 mL (éter de petrdleo, + 2 g de Florisil . -
(IS0 9377-2:2000) Liq - Liq * a:;gen?;:era' hexano o CHaCl) Cro-Cao +10 mL de disolvente Seajustaalmb (Vasilios G, 2013)
de extraccion
3 - - - - - - (Goodman et al., 2015)
SPE )
4 (automatizada 'y - con n-hexano o Cl,CHs Membrana Gore-Tex Por evaporacién (Turner, 2003)
programable)

5 Cio-Cao en heptano a Rotavapory Nz (hasta<1mlL)y

(1SO 9377-2:2000)

+ 50 mL disol. patron
microseparador
Columna de Florisil

uno

Completar hasta 1 mL con
agentes de extraccion

(10 9377-2:2000) Liqg - Liq - Florisil 0,05 ma/mL - completar hasta 1 mL con
n-pentano
mezcla de (Drozdova et al., 2013)
OSPAR Liq — Liq - Florisil Cr/Cuo/Coo/ Cao y TEX - Pre-concentrado in situ
en pentano a 0,005
mg/mL
1L+ patron interno Rotavapor: extracto + estandar
6 Liqg - Liq X 3 x 50 mL Cl,CHs - NazSOa interno (Kim et al., 2013)
(a-terfenilo)
(endrostano 5-a)
+100 pL o-terfenilo
7 SPME Mu’:';:‘::tar:a 9’\599 32956 . 4 x50 mL Cl,CHs o ogzﬁf r‘;ge/z TlEL!)P AH N2;50s Rotavapory Nz (hasta 0,5 mb) |\ o et o, 2002)
en 1 mL acetona
(UNE-EN ISO 9377-2
acidificar a pH 2 (ac. 2:2001. Calidad Del Agua.
mineral) n-alcanos Cao-Cao Kuderna Danish (hasta 6 mL) Determinacién Del indice
8 Lig-Lig 900 mL + 80 g MgSO4 ~ 50 pg/mL de cada N2,S04 N2 (hasta <1 mL) de Hidrocarburos. Parte

2: Método Por Extraccion
Con Disolvente y
Cromatografia de Gases.,
2001)
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Como se observa en la Tabla 7, en la mayoria de los estudios se ha llevado a cabo la
extraccién LLE (liquido-liquido) debido a que es una técnica de muestreo universal “limpia”,
mucho mas desarrollada y extendida entre los laboratorios que la SPE (extraccidn en fase solida)
o SPME (microextraccion en fase solida). En el método 4 se propone la técnica SPE usando una
membrana Gore-Tex (disefiada especificamente para eliminar el agua residual a partir de
extracciones de disolventes organicos de forma fisica), reduciendo asi la mano de obra
requerida, tiempo de andlisis, cantidad de disolvente, la necesidad de agentes de secado
quimico (los cuales pueden tener un efecto perjudicial sobre el analisis cuantitativo posterior) y
aparatos para evaporacién. En el método 7 se ha propuesto la técnica SPME, la cual es una
técnica de muestreo “sin disolvente” en la que una fibra con un recubrimiento polimérico se
suspende sobre el espacio superior de la muestra o se sumerge en ella. Esta membrana tiene
una alta afinidad por los compuestos organicos volatiles (COV) con coeficiente de particion
favorables (baja solubilidad y alta volatilidad). Es una técnica que se suele usar para mezclas
complejas que se obtienen de derrames muy erosionados, por la alta sensibilidad de los COV. A
pesar de sus beneficios estas técnicas son mas caras, por lo que solo se suelen usar en casos de
aguas muy contaminadas. En otros casos se realiza la extraccion LLE combinada con la SPE,

utilizando para ello columnas de Florisil (métodos 2, 5 y 8), lo cual mejora la extraccion.

En todos los métodos se utilizan muestras iniciales de grandes voliumenes (entre 50 y
1000 mL) debido a que, por lo general, las muestras que se van a analizar deberian tener bajas
concentraciones de hidrocarburos y debe ser representativa del lugar. En algunos casos, se le
afiade a la muestra un aceite mineral estdndar (método 2), un patrén interno a-terfenilo

(método 6) o el estandar o-terfenilo y una mezcla de PAH (método 7) para el control del método.

Para llevar a cabo una extraccidon adecuada, se suelen hacer entre tres y cuatro lavados
con un disolvente (de tipo hidrocarburo o mezcla con punto de ebullicion entre 362C-699C). En
este estudio se ha seleccionado el diclorometano (Cl,CHs) como agente de extraccion por su
disponibilidad, menores costes y por ser el mds comun, pero se podria hacer un estudio

posterior para llevar a cabo la optimizacién del proceso de extraccién con otros disolventes.

En la etapa de pre-concentracidn, se concentra hasta un volumen < 1 ml en todos los
casos mediante diferentes técnicas de evaporacidon como la rotaevaporcion, Kuderna Danish y
empleo de nitrégeno gas. Finalmente, se lleva a un volumen de 1 ml con el agente de extraccion,
excepto en la técnica OSPAR del método 5 donde la pre-concentracion es in situ ya que en la

técnica se inyecta un gran volumen (hasta 50 pL).



6.1.2. Método cromatografico

En la Tabla 8 se muestran todas las condiciones fundamentales para tener en cuenta en
un analisis CG-FID. A pesar de que no todos los estudios se rigen por la misma normativa, las
condiciones cromatograficas son bastante parecidas. Hay que mencionar que, aunque la técnica
se base en una normativa, el ajuste del cromatégrafo esta supeditado al equipo y analista y seran
necesarias diversas modificaciones para obtener un resultado dptimo y fiable. En cuanto a la
columna cromatografica hay que destacar que debe ser entre 15-30 metros fundamentalmente
y la mas empleada es la columna de silice fundida DB-5MS, en algunos casos se incluye una pre-
columna capilar de silice fundida desactivada. La temperatura de la columna oscila entre los 290-
3409C, con lo cual sera importante hacer un ajuste de ésta para que no se produzca ninguna
degradacién de los analitos a analizar. En todos los casos la inyeccion es de 1 pl ya sea split o
splitless (con o sin division en el inyector). El método 7 realiza la inyeccién mediante un inyector

automatico, lo cual le proporciona mayor exactitud y reproducibilidad entre andlisis.

En este estudio se ha seleccionado la metodologia de analisis para la determinacidn de
TPH segun la normativa UNE-EN ISO 9377-2. Esta seleccidn estd basada en la aplicacién de una
normativa estandarizada y oficial como las proporcionadas por la organizacién internacional de

normalizacién (ISO).
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Tabla 8. Comparacion de los distintos métodos para el andlisis cromatogrdfico de TPH.

TN TN

(Moreira & Guevara,

IS0 9377-2:2000

(silice fundida
desactivada)

(EPA 8015 b) Clarus 400 Perkin Elite 5 - - - - - - - 2011)
2
(IS0 9377-2) Perkin Elmer Clarus 400 DB 5MS 30m 315°C He 20 psi 1 pl (splitless) 310°C 320¢°C 0,1 mg/L | (Vasilios G, 2013)

Ci10-Cao

3 Programable (split-splitless)

(EPA 8015) Perkin Elmer Clarus 680 Elite -1 15m 330°C | Hel,8ml/min ' OB o n‘:L /m:’n - 350 eC - (Goodman et al., 2015)

Indica programa de horno I

4 50 pl (split-splitless)
CaoeC Agilent 5890N HP5 - - - Inyector de alto - - - (Turner, 2003)

10740 rendimiento
> RTX-5MS
1SO 9377-2:2000 Agilent 68902 - 340 °C He 3 mL/min 1 pL (splitless) 40 °C 340 °C 0,1 mg/L
Cio-Cao + pre-columna
OSPAR (Drozdova et al., 2013)

C7-Cio . a B B ) ) 50 uL o o
(pardametros optimizados Agilent 7830 Inyector UNI'S 2100 352¢ 340C 0,1 me/L
para el vaporizador)

6 DB-5
CioC Agilent 7890A columna capilar 30m 290 eC He 2,5 mL/min - 50 9C 300 eC 0,52 ug/L | (Kim et al., 2013)

1070 de silice fundida

7
Control de sistema y datos Hewlett-Packard (HP) Inyector automatico
HP 61034C MS Chemstation 5890 HP7673 (Wang et al., 2002)
(Serie DOS)

DB-5MS
silice fundida
8 - + pre-columna 5-30m | 50-300°C H» 0,8 bar 1 pL (no discriminatorio) 409C 300 eC - (UNE-EN ISO 9377-2

2:2001, 2001)
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6.2. Ajustey puesta a punto del cromatdégrafo

Una vez realizado el estudio bibliografico se ha llevado a cabo la puesta a punto del
cromatoégrafo de gases acoplado a un detector de ionizacidn de llama (CG-FID). Para ello, se ha
realizado varios ensayos de aptitud en el cromatdgrafo con el blanco del agente de extraccion
(Cl,CHs), con el fin de conseguir una determinaciéon adecuada del indice de hidrocarburos
conforme a la norma UNE-EN ISO 9377-2 y en concreto, poder cuantificar los hidrocarburos que

van del n-decano al n-tetracontano en muestras de agua continentales.

Después de seleccionar las condiciones cromatograficas como se indica en la normativa
UNE-EN ISO 9377-2 y tras el ensayo de aptitud con Cl,CHs, se realiza un primer ensayo con el
estandar certificado de la mezcla de n-alcano a una concentracidon de 500 mg/L, para asi detectar
y seleccionar el tiempo de retencidon (t) de cada hidrocarburo. Bajo las condiciones
cromatograficas descritas en el aparatado de materiales y métodos (Tablas 4 y 5) se ha obtenido

una buena resolucidn de los picos cromatograficos (Anexo ).

6.3. Validacion del método

Para la validacidn se ha llevado a cabo, en primer lugar, un ajuste del calibrado con el fin
de poder realizar la cuantificaciéon de hidrocarburos en muestras de aguas continentales. Para
dicho calibrado se ha empleado el estandar “Mineral oil standard mixture type A and B”
(compuesto por dos tipos de aceites minerales) abarcando el intervalo de concentracién entre
1y 10 mg/mL. Para asegurar que la columna y el equipo estan limpios y la sefial es estable se ha
incluido, ademas, un blanco del disolvente de extraccion y otro de Cl,CHs. Si se representan
graficamente las sefiales obtenidas en el cromatograma frente a las concentraciones de los
patrones se obtiene una recta de calibrado de ecuacién y = bx + a, donde “b” es la pendiente y
“a” la ordenada en el origen (Jurado, 2017). La recta que se ha obtenido en este estudio se

muestra a continuacién en la Figura 2.



8,0E+06 -
7,0E+06 -
6,0E+06 -
5,0E+06 - 7
4,0E+06 - o

3,0E+06 -
2,0E+06 -
1,0E+06 -

0,0E+00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12

Concentracion mg/mL

Unidades de Area

y = 775847x - 250201
R%=0,9918

Figura 2. Recta de calibrado para la determinacion del indice de hidrocarburos.

Se puede observar una linealidad aceptable ya que el valor de R? es 0,9918. Ademas,
para confirmar dicha linealidad se realiza un nuevo calculo de la concentracién de hidrocarburos
en los patrones (Tabla 9), para lo que se calcula el indice de hidrocarburos (Ec. 1) a partir de la
sefial obtenida por la CG-FID y se evalua la exactitud de ambos resultados a través de la Ecuacion
2 (% recuperacion). Se puede observar que, al hacer dicho calculo, se obtienen valores de
exactitud dentro del intervalo 90-110%. Con estos dos criterios de calidad (R? > 0,99 y variacién

de la exactitud < 10%) puede confirmarse que la recta de calibrado es adecuada.
%R == x 100 Ec. 2
c1

Donde:
C1: Concentracidn a la que se ha fortificado (mg/L)
C,: Concentracion del indice de hidrocarburos obtenida de la Ec. 1 (mg/L)

A continuacioén, se han realizado tres fortificaciones en una muestra de agua continental
a tres niveles diferentes de concentracion con el estandar “Mineral oil standard type A and B”
(uno a nivel bajo de 1,11 mg/L, otro a nivel medio de 5,5 mg/L y otro a nivel alto a 11 mg/L)
cubriendo el intervalo de concentracién de la recta de calibrado. Estos ensayos se han realizado
por duplicado y en tres dias diferentes. Al igual que en el caso anterior, para controlar que se
realiza un correcto analisis, se han afiadido al ensayo un blanco del disolvente de extraccidn y
otro blanco de Cl,CHs. En la Figura 3 se muestran los tres ensayos realizados a diferentes niveles

de fortificacion.
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Hay que tener en cuenta que los cromatogramas que se muestran en la Figura 3 son los
de los tres ensayos realizados sin tener escala en el lateral y sin tener en cuenta la forma de
integracion de los hidrocarburos descritos en la norma ISO 9377-2:2000. Segun dicha normativa,
el cromatograma de gases se integra entre los picos del n-decano (CioH2) y del n-tetracontano
(CaoHsz). La integracion se inicia antes del pico de n-decano, al nivel de la sefial del frente del
pico de disolvente, y se pone una marca justo antes del pico del n-tetracontano. Para visualizarlo
se muestra en la Figura 4 un cromatograma ampliado donde se detalla la integracién que se ha

llevado a cabo.

Tabla 9. Resultados de recuperacion (%) del recalculo de los patrones para determinar la
exactitud de la recta de calibrado obtenida.

1 0,952 95,2
2 1,903 95,1
5 5,497 109,9
7 6,575 93,9
10 10,073 100,7
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Figura 3. Cromatogramas obtenidos para el nivel bajo de 1,11 mg/L (A), medio de 5,5 mg/L (B) y alto de 11 mg/L (C) de una muestra de agua continental.
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Figura 4. Cromatograma ampliado de la integracion realizada.

En la Figura 5 se muestra la superposicién de los tres cromatogramas donde se aprecia
el aumento de la sefial conforme aumenta la concentracion de la fortificacion, ya que el area de
la curva del pico es proporcional a la concentracion. Esto ultimo, ademas, se puede confirmar
cuando se hace el estudio estadistico posterior del indice de hidrocarburos, donde se observa
un claro aumento del indice de hidrocarburos conforme aumenta la concentraciéon de la

fortificacion.
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Figura 5. Superposicion de los cromatogramas obtenidos de las tres fortificaciones realizadas
siendo la de color celeste el ensayo a nivel bajo (1,11 mg/L), la de color azul a nivel medio (5,5
mg/L) y la de color negro a nivel alto (11 mg/L). En la imagen insertada se muestra una
ampliacion en la que se aprecia la variacion de la sefial con la concentracion de la fortificacion.



6.4. Estudio estadistico

Con los datos que se han obtenido de los ensayos se ha realizado un estudio estadistico
con el que se ha podido obtener el porcentaje de recuperacién (%R) en los tres niveles

estudiados, repetibilidad y reproducibilidad.

6.4.1. Linealidad y sensibilidad

Se ha realizado una recta de calibrado entre 1 y 10 mg/mL para cubrir todo el intervalo
de concentracidn, cuyo coeficiente de correlacién es R?= 0,9918 (apartado 4.3.). Este coeficiente
define la linealidad, siendo el intervalo de aceptabilidad 0,9999 < R? > 0,99 (Huber, 2004), por
lo que se puede afirmar que se ha obtenido una linealidad aceptable. Ademas, se puede calcular
la linealidad en funcidn de la dispersion de los datos alrededor de la linea de calibracion a través

de la desviacidn estandar relativa de la pendiente (RSDy) segln la Ecuacién 3.
%RSDs == X 100 Ec.3

Donde:
Sp: desviacidn estandar de la pendiente
b: pendiente de la recta de calibrado

El umbral tipico de la desviacidn estandar relativa es RSD < 5% y un RSD mayor que 5%
indicaria una falta de linealidad (Gonzalez & Herrador, 2007). En este estudio se ha obtenido un
RSD del 3,7%. También el estudio de exactitud realizado anteriormente (apartado 4.3), cuyos
resultados se encuentran dentro del intervalo de aceptabilidad, cumple el criterio de variacion

de la exactitud menor al 10%, confirmandose por tanto que la recta de calibrado es adecuada.

Por otro lado, la pendiente o coeficiente de regresidon indica la sensibilidad de
calibracion. En este estudio se ha obtenido una pendiente de b= 775847 y dado que, a mayor
pendiente mayor sensibilidad, se puede afirmar que la curva de calibrado obtenida presenta una

buena sensibilidad y linealidad.

6.4.2. Exactitud y recuperacion

En este estudio la exactitud (error sistematico) se ha expresado como porcentaje de

recuperacion y, para ello, se ha realizado el andlisis a distintos niveles de fortificacién (1,11; 5,5
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y 11 mg/L), por duplicado y en tres dias distintos. El tanto por ciento de recuperacion viene dado

por la Ec. 2, para lo que hay que conocer el indice de hidrocarburo a través de la Ec. 1.

En la Tabla 10 se puede observar que los porcentajes de recuperacidon obtenidos son

satisfactorios ya que todos son cercanos al 100%, no variando mas de un 20%.

Tabla 10. Porcentajes de recuperacion obtenidos de cada ensayo a distintitos niveles de
concentracion (bajo de 1,11 mg/L, medio de 5,5 mg/L y alto de 11 mg/L) en tres dias diferentes
y por duplicado.

1 88,08 97,46 97,82
2 87,47 95,91 91,97
1 84,97 92,84 91,13
2 96,04 87,10 98,18
1 93,23 93,19 89,28
2 94,53 93,79 97,90

Aunque es deseable lograr un factor de recuperacidon lo mas cercano posible al 100%,
no existe un valor minimo establecido (Raposo & Ibelli-bianco, 2020). En este caso, se puede
decir que el aumento de la concentracién no afecta a la respuesta del método, ya que no se

encontraron diferencias significativas entre las cantidades afiadidas y recuperadas.

6.4.3. Precision

Se pretende evaluar la semejanza de los resultados obtenidos entre los distintos ensayos
realizados. Para ello en este estudio se ha realizado un estudio de la precisién evaluando los

parametros estadisticos de repetibilidad y reproducibilidad.

6.4.3.1. Repetibilidad

El parametro estadistico que caracteriza a la repetibilidad es la desviacién estandar o
preferiblemente el coeficiente de variacion (desviacion estandar relativa). En este estudio la
repetibilidad se evalia mediante el calculo de la desviacidn estandar relativa (RSD) segun la
Ecuacién 4 (Gonzalez & Herrador, 2007), lo que permite evaluar la incertidumbre (error

aleatorio).

%RSD = % x 100 Ec. 4
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Donde:
S: desviacidn estandar
X: promedio del grupo muestral

La RSD se define como el valor absoluto del coeficiente de variacién (Portuondo Paisan
& Portuondo Moret, 2010). En la Tabla 11 se muestran los valores de coeficiente de variacidon
maximos que se consideran aceptables para un método analitico segin Horwitz (Horwitz, 1982)
y la Asociacion oficial de quimicos analiticos (AOAC, 2000) en funciéon del porcentaje del analito
en la muestra.

Tabla 11. Coeficientes de variacion madximos (CVmayx) de aceptacion en relacion al porcentaje del
analito en la muestra (% A), segun Horwitz (1) y la AOAC (ll).

Concentracion de

analito (%A) CVmax | (%) CVimax Il (%)

100 2,0 13

10 2.8 18

1 4,0 2,7

0,1 5,7 3,7
0,01 8,0 53
0,001 11,3 73
0,0001 16,0 11,0

En este estudio se ha hecho uso del resultado del indice de hidrocarburos obtenido en
tres dias diferentes, para los tres niveles de fortificacidn y por duplicado. Segun los intervalos de
aceptabilidad de CV (Tabla 11) los resultados que se han obtenido en esta validacién (Tabla 12)
son aptos y, por tanto, validos. Para la fortificacion de nivel 1 (1,11 mg/L) el CVms no debe ser
superior al 16% (Horwitz) o superior al 11% (AOAC) siendo los obtenidos inferiores al 5%, al igual
que para el nivel 2 (5,5 mg/L) que no superan el 9% y para el caso del nivel 3 (11 mg/L) el CVmax
no debe superar 11,3% (Horwitz) o 7,3% (AOAC) siendo en todos los casos menor del 7%.

Tabla 12. Repetibilidad (CV%) obtenida de las fortificaciones a distintitos niveles de
concentracion (bajo de 1,11 mg/L, medio de 5,5 mg/L y alto de 11 mg/L) en tres dias diferentes.

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
0,494 8,650 0,977
1,131 4,510 0,451

4,361 5,267 6,516



6.4.3.2.Reproducibilidad

La reproducibilidad se expresa con los mismos parametros matematicos que la
repetibilidad (Rudaz & Feinberg, 2018). En este estudio se ha realizado un estudio de precision
intermedia en el mismo laboratorio. Para ello, se ha llevado a cabo un estudio estadistico
comparando los resultados obtenidos en tres dias diferentes y con dos analistas distintos,
usando como valor experimental el promedio de los resultados obtenidos por duplicado. De ello,
se pudo obtener un valor estimado del pardmetro de reproducibilidad (Tabla 13).

Tabla 13. Reproducibilidad obtenida de las tres fortificaciones a distintitos niveles de
concentracion (bajo de 1,11 mg/L, medio de 5,5 mg/L y alto de 11 mg/L) en tres dias diferentes.

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
5,060 2,793 0,217

En la Tabla 13 se puede observar que los resultados obtenidos entran dentro del
intervalo aceptable propuesto por Horwitz y la AOAC (Tabla 11) y ademas son semejantes a los
obtenidos en el analisis de la repetibilidad. En general, tanto los resultados de repetibilidad
como de reproducibilidad han sido satisfactorios ya que son inferiores al 10% en ambos casos
(Tablas 12 y 13). Sin embargo, seria conveniente realizar un estudio de reproducibilidad entre
laboratorios externos, aunque como supone costes elevados y periodos largos de tiempo, al
menos, se deberia ampliar la validacion de manera global, con mas tipos de matrices y
repeticiones de hasta 5 dias para asi poder llevar a acreditar el método bajo la normativa I1SO
9377-2:2000 por la Entidad Nacional de Acreditacidon (ENAC) y con la finalidad de proporcionar

al cliente validez en los resultados.

7.CONCLUSIONES

En este estudio se ha realizado la validacion del método descrito por la normativa UNE-
EN ISO 9377-2 para la cuantificacion del indice de hidrocarburos en muestras de aguas
continentales, donde se han obtenido resultados aptos para poder empezar a aplicar el método

en los laboratorios Microal, S.L. de forma rutinaria.

Se ha realizado un estudio bibliografico exhaustivo del que se puede concluir que la
mejor normativa para la consecucién de los objetivos es la ISO 9377-2 debido a que es la mas
utilizada en el territorio europeo, lo que favorece posibles ensayos de reproducibilidad entre
laboratorios y confianza en los resultados para el cliente, ademas, de la ya disponibilidad del

equipamiento necesario para llevar a cabo el método. Asimismo, segun los datos bibliograficos,



el método CG-FID es el mas empleado y desarrollado para la deteccion del indice de

hidrocarburos.

Se ha podido comprobar que el método de extraccién liquido-liquido empleando
diclorometano como disolvente extractor es eficaz, rapido y reproducible. Sin embargo, debido
al empleo de grandes cantidades de disolvente durante la extraccidén ha sido necesario utilizar
técnicas de concentracidn como la rotaevaporacion y corriente de gas nitrégeno antes de

analizar en el cromatdgrafo.

Se han conseguido seleccionar unas condiciones adecuadas de analisis cromatografico
para la cuantificacion del indice de hidrocarburos. Para ello, se ha realizado una curva de
calibrado con un estandar conocido en un intervalo de concentracidén con el que se obtiene una
alta linealidad y sensibilidad. Asimismo, se ha fortificado una muestra de agua continental a tres
niveles de concentracién, de donde se ha obtenido un porcentaje promedio de recuperacion
satisfactorio del 93%, no encontrandose diferencias significativas entre las cantidades afiadidas
y recuperadas. Por ello, puede deducirse que un aumento de la concentracién de hidrocarburos
no afecta a la respuesta del método. Finalmente, se han obtenido resultados de repetibilidad y
reproducibilidad aptos, ya que en ambos casos han sido inferiores al 10%, lo cual indica una alta

precisidn de los resultados.
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ANEXO 1: Cromatograma del analisis del estandar n-alcano con la nomenclatura de cada pico de hidrocarburo (C10-C40).
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