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Resumen

Se presentan los resultados obtenidos de la estandarizacién y validacion de la técnica analitica para deter-
minar Hidrocarburos Aromaéticos Policiclicos (PAH), empleando espectroscopia Ultravioleta y Cromato-
grafia liquida de alta eficiencia con detecciéon UV-FLD. El procedimiento involucra la extraccién de los
PAH por el método de SPE empleando un cartucho C18. El andlisis cualitativo se llevo a cabo en un es-
pectrofotometro Ultravioleta y el cuantitativo en un cromatégrafo liquido con detectores UV y FLD; en
el cual se obtuvieron limites de deteccion para el Fenantreno y Benzo[a]pireno con detector FLD respec-
tivamente de 93 y 31 ppt y de cuantificacién de 310 y 104 ppt. La técnica se aplicé a muestras reales
aleatorias del rio Cauca en su paso por el municipio de Popayén; la cual permitié determinar y cuantificar
efectivamente la concentracion total de PAH de 206.60, 803.30 y 297.47 ppt en Pisoje Bajo, Julumito y
Torremolinos respectivamente.

Palabras Clave: Hidrocarburos aromadticos policiclicos, contaminacion, agua.
Abstract

The results of standardization and validation of the method to Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH)
using UV spectroscopy and high performance liquid chromatography with UV and FLD detection are
presented. The procedure involves the extraction of PAH by SPE using a C18 cartridge. Qualitative analysis
was performed on a quantitative UV spectrophotometer and a liquid chromatograph with UV and FLD
detectors; in which detection and quantification limits to phenanthrene and Benzo [a] pyrene were to FLD
detector of 93; 31 ppt and 310; 104 ppt respectively. The method was applied to real samples from Cauca
River; which allowed to determine and quantify of the PAH of 260.60, 803.30 and 297.47 ppt in Pisoje
Bajo, Julumito and Torremolinos respectively.
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1. Introduccion

Los problemas ambientales ocupan cada vez un ma-
yor espacio en el interés mundial, por lo que se han ela-
borado herramientas cientificas para medir la incidencia
de sustancias peligrosas en el medio ambiente y la sa-
Iud humana. Los PAH son potentes contaminantes con
propiedades carcinogénicas, teratogénicas y mutagéni-
cas [[1]] que han sido incluidos por la EPA y la EU en la
lista de contaminantes de mayor prioridad [2}3]], ademads
han sido decretadas por el Ministerio de Salud como
sustancias de interés sanitario a nivel nacional y regu-
ladas a nivel mundial por organizaciones como la EPA,
UNESCO y OMS (MS, 1984).

Los PAH se forman por fuentes naturales (activi-
dad volcénica e incendios forestales) y antropogénicas
(combustién incompleta de combustibles del petréleo)
[4]. Mezclas complejas de estos contaminantes ambien-
tales ubicuos son comunmente encontradas en el aire,
suelo, humo de cigarrillo, ecosistemas acudticos (agua,
sedimentos, materia suspendida) y alimentos [5}/6]. Al
ser Colombia un pais donde el petréleo juega un im-
portante papel en su economia es de vital importancia
el estudio de contaminantes como los PAH en diversas
matrices ambientales, ya que gran parte de los residuos
aceitosos y aguas residuales generadas por la indus-
tria petrolera son arrojados directamente a los suelos y
fuentes hidricas del pais [7}/8]]; siendo necesario desa-
rrollar metodologias rapidas que permitan evaluar estas
sustancias en matrices complejas como agua, suelos o
sedimentos. A pesar de que los niveles de PAH en los
paises en via de desarrollo de América del Sur podrian
estar aumentando debido al crecimiento econémico y el
aumento del consumo de energia, la investigacion acer-
ca de la situacién actual con respecto a los niveles de
PAH en los diferentes compartimentos ambientales es
mas bien escasa [9].

Los estudios sobre la contaminacién por PAH en el
medio acudtico de Colombia son muy pocos. Reciente-
mente, se informé de altas concentraciones de PAH y
sus metabolitos hidroxilados de los sedimentos y la bi-
lis de pescado de la costa del Caribe colombiano [7]].
Niveles por encima de 3720 ng PAH/g de sedimento
fueron detectados en la Bahia de Cartagena. Estos fue-
ron atribuidos a descargas industriales por refineria de
petréleo, plaguicidas, plantas petroquimicas y al intenso
trafico de barcos. Niveles por debajo de 495 ng PAH/g
sedimento en la Bahifa de Buenaventura, un importante
puerto en el Océano Pacifico Colombiano, también han
sido reportados [8]].

El desarrollo de métodos de analisis de componen-
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tes aromdticos en muestras complejas de origen natural
e industrial es muy importante desde el punto de vista
de la proteccién y la aplicacién industrial. Los métodos
de andlisis normalmente empleados, requieren extensos
fraccionamientos de mezclas complejas. Los métodos
analiticos que no requieran de una separacion de todos
o algunos de sus componentes de las mezclas comple-
jas son indudablemente muy ventajosos. Algunos méto-
dos empleando técnicas espectroscopicas pueden cum-
plir con estas necesidades [[10]. Existen varias técnicas
para analizar PAH, entre las que se destacan la croma-
tografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) y GC/MS.

La espectroscopia UV-Vis también es utilizada pa-
ra el andlisis cualitativo de estas sustancias. Se escogid
la técnica de espectroscopia ultravioleta para el andli-
sis de PAH por ser una técnica cualitativa rdpida y no
destructiva de la muestra. Como técnica de corrobora-
cion se optd por la cromatografia liquida de alta eficien-
cia porque permite cuantificar y separar eficientemen-
te los PAH con una buena resolucién de los isémeros
empleando una fase estacionaria C18 monomérica con-
vencional.

El andlisis de PAH puede llevarse a cabo por medio
de diferentes técnicas analiticas, entre las cuales se en-
cuentran la cromatografia de gases con detector de io-
nizacién de llama (FID) o detector de masas (MS) y la
cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa
(RP-HPLC) con detector fotométrico (UV) o de fluores-
cencia (FLD). Entre todos ellos, el detector de fluores-
cencia (FLD) ha sido encontrado como el mas adecua-
do para la cuantificacién de PAH en una gran variedad
de muestras ambientales debido a la alta fluorescencia
de los PAH. La deteccién de fluorescencia (FLD) pue-
de llegar a ser cerca de 20 a 320 veces mas alta que la
deteccion UV y 0.8 a 50 veces més alta que la detec-
cién de MS. El método de HPLC con deteccién UV o
FLD no requiere gas de arrastre, permitiendo la deter-
minacién de compuestos no volatiles, moléculas térmi-
camente ldbiles sin la necesidad de realizar una deriva-
tizacion. Debido a las ventajas mencionadas, la técnica
HPLC-FLD es de las mas apropiadas en el andlisis de
PAH [11]. En este trabajo se plantea la estandarizacién
de la técnica analitica rapida para la identificacién cua-
litativa de PAH por espectroscopia ultravioleta y de co-
rroboracién la cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC) con deteccién ultravioleta y fluorescente [12]].
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2. Materiales y métodos
2.1. Equipos

Se utiliz6 un espectrofotometro de doble haz UV-Vis
DMS100 Varian, de longitud de onda variable en el ran-
go de 190 a 800 nm, con dos celdas de cuarzo de 10
mm de camino 6ptico. Un cromatdgrafo liquido Hewlett
Packard 1100, con detector UV G1314A, de longitud de
onda variable en el rango de los 190 a 600 nm, con una
celda de flujo de 14.0 pL de volumen y 10 mm de ca-
mino 6ptico, un detector de fluorescencia G1321A, con
un rango de excitacién de 200 a 700 nm y de emisién
de 280 a 900 nm; un inyector manual 1100 con un loop
de 20.0 uL. Se trabaj6é con una columna empaquetada
C18 Hypersil ODS de 5 m de didmetro de particula, 4.0
mm de diametro interno y 25 cm de longitud. Se uti-
lizaron cartuchos Supelco Ci1g de 6 mL con capacidad
para 500 mg para realizar la extraccién en fase sélida
de las muestras de agua. Se empled un rotaevaporador
Buchi serie 124 para la concentracién de muestras.

2.2. Reactivos y materiales

Se emplearon estandares de Fenantreno, Carlo Erba,
99.5 % grado espectrofotométrico, Benzo[a]pireno, Sig-
ma, 97.0 % grado HPLC. Se escogieron dos represen-
tativos PAH (Fenantreno (3 anillos) y Benzo[a]Pireno
(5 anillos)) de los 16 PAH (2-6 anillos) regulados por
la EPA en diferentes matrices ambientales para reali-
zar andlisis de los compuestos individuales y mezclados
por medio de la técnica espectrofotométrica (UV-Vis)
y de separacion (HPLC) [[10]]. Se empled agua destila-
da triplemente desionizada (conductividad menor de 1
), Acetonitrilo grado HPLC, J.T.Baker 100 %, Meta-
nol, grado HPLC, Omnisolv 99.99 %, Diclorometano,
Carlo Erba 99.5 %, Balanza Analitica Mettler AE200,
con cinco cifras significativas, Balones aforados de 10.0
mL y 25.0 mL, tipo A, filtros de membrana para sol-
vente HPLC RC 55, 0.45 m de poro, 47 mm de didme-
tro, Jeringa Hewlett Packard de 25.0 L, filtros Hewlett
Packard para muestra de polipropileno de 0.45 pm de
poro, 13 mm de didmetro.

2.3. Estandarizacion de la metodologia analitica

Se establecieron las condiciones Optimas para el
andlisis espectrofotométrico en cuanto a slit (ancho de
banda), velocidad de corrida, rango de longitud de onda.
El rango de concentraciones preparadas de Fenantreno
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y Benzo[a]pireno se hizo de acuerdo a la sensibilidad
del equipo. La técnica espectroscopica permitié llevar
a cabo el andlisis cualitativo de los PAH con la obser-
vacién de sus maximos de absorcion en el espectro. Se
buscaron las mejores condiciones cromatograficas pa-
ra la separacion, deteccién y cuantificacién (método de
estdndar externo) de PAH. Optimizacion de la veloci-
dad de flujo, fase movil, gradiente y longitud de onda.
Para realizar la extraccion en fase sdlida, inicialmente
el cartucho de C18 fue activado con diclorometano (5
mL/min), metanol (5 mL/min) y agua (5 mL/min), se
secO el cartucho al vacio y se adicion6 metanol agua
(1:4) (5 mL/min), se adiciond 1 L de muestra, se aplico
vacio por 10 minutos, se realizé la elucién con 10 mL
de acetonitrilo a 5 mL/min. Se concentra en rotavapor
a 2.5 mL, se afora a 3 mL y se analiza por espectros-
copia ultravioleta y HPLC con deteccién UV y FLD.
Los PAH fueron extraidos y determinados en muestras
de agua siguiendo el método 550.1 de la US EPA [13]

2.4. Validacion del método

Para el método espectroscdpico y cromatografico se
evaluo linealidad, la precisién en cuanto a repetitividad
y reproducibilidad. Se evalu6 la exactitud y sensibilidad
en cuanto a limite de deteccién y cuantificacion.

2.5. Toma de muestras reales

El método se aplicé a muestras reales tomadas del
rio Cauca en su recorrido por la ciudad de Popayan. Se
tomaron muestras de agua de la quebrada Clarete ubica-
da al nororiente de la ciudad, las cuales fueron dopadas
con una mezcla de 1.0 ppm de Fenantreno y 2.0 ppm
de Benzola]pireno. Posteriormente, fueron sometidas al
proceso de SPE, andlisis espectrofotométrico y croma-
togréafico con el fin de observar las interferencias de ma-
triz. Los sitios de muestreo se escogieron aleatoriamen-
te con el fin de observar la eficiencia de los métodos de
extraccién y andlisis espectroscépico y cromatografico
al aplicarlos a una muestra real. El primer sitio (Pisojé
Bajo) se encuentra al nororiente de la ciudad, el segun-
do sitio (Torremolinos) se encuentra al norte y el tercer
sitio (Julumito) al suroccidente de la ciudad, con una
distancia aproximada entre los puntos de muestreo de
4.273 km entre Pisojé Bajo y Torremolinos, 6.073 km
entre Torremolinos y Julumito. El muestreo se realiz6
en las tres zonas escogidas utilizando frascos 4mbar de
cuatro litros. Las muestras se tomaron superficialmente
a cinco centimetros de profundidad en el centro y las
orillas del rio. Se tuvo en cuenta la temperatura am-
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biente, temperatura del agua, pH y velocidad de flujo
del rio. Después de la toma de muestras, se almacena-
ron en neveras de icopor a una temperatura aproximada
de 4 °C y sin incidencia de la luz. Las muestras tienen
una duracion de siete dias después del muestreo y de
un mes luego de la SPE segin normas para muestreo
de aguas establecidas por la EPA [[14].

3. Resultados y discusion

3.1. Estandarizacion de la técnica espectroscopica de
UV-Vis

En la tabla 1 aparecen las condiciones espectroscopi-
cas Optimas para el andlisis de PAH. Un ancho de banda
de 2 nm, que permite una mejor definicién de la banda
espectroscopica, velocidad de barrido de 100 nm/min,
la cual es la 6ptima para el equipo, permite una buena
resolucién y definicién del espectro y una ptima obser-
vacion de longitudes de onda de maxima absorcion. El
rango de barrido de 190 a 500 nm cubre todo el espec-
tro ultravioleta y parte del visible, permitiendo obtener
el espectro de los PAH en estudio.

Ancho de banda (SLIT) 2 nm

Velocidad de barrido | 100 nm/min

Rango de barrido {190 a 500 nm

Camino 6ptico 10 mm

Tabla 1: Condiciones espectroscépicas optimas para el andlisis
de PAH.

En la figura 1 se muestra el espectro de absorcién
electrénica de la mezcla de los patrones de Fenantreno y
Benzo[a]pireno. Se observan los mdximos de absorcion
del Fenantreno (251 nm) y Benzo[a]pireno (296 nm).
Sin embargo, el pico de 294 nm del Fenantreno es so-
lapado por el maximo de absorcién del Benzo[a]pireno
(296 nm). También se observan los picos de 264 y 385
nm del Benzo[a]pireno.
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Figura 1. Espectro absorcion electronica de la mezcla de Fen y B[a]P.

3.2. Estandarizacion de la técnica cromatogrdfica

El flujo 6ptimo se determiné mediante la construc-
cion de una curva de Van Deemter, donde se relaciona
la altura equivalente del plato tedrico, H, determina-
da experimentalmente versus la velocidad del flujo. A
menor H, mayor nimero de platos tedricos. El flujo al
que corresponde una menor altura equivalente de pla-
to tedrico es de 0.4 mLmin-1 (H = 5.39 x 10-4 cm).
El nimero de platos calculado fue de 46382.189 pla-
tos tedricos. Para seleccionar la longitud de onda apro-
piada en el detector ultravioleta, se observaron los es-
pectros ultravioleta de cada uno de los patrones en un
barrido de 190 a 500 nm. De acuerdo a esto el maxi-
mo de absorcién para el Fenantreno es 251 nm y para
el Benzo[a]pireno 296 nm. En la longitud de onda de
254 nm se observa una sefial un poco mayor para el Fe-
nantreno que para el Benzo[a]pireno. Sin embargo, esta
longitud de onda permiti6 obtener bajos limites de de-
teccién y cuantificacion. Ademds, esta longitud de on-
da es recomendada por varios autores para el analisis
de PAH con dos a seis anillos aromadticos, ya que esta,
proporciona una mayor intensidad de la sefial y permite
bajos limites de deteccion [[15H17]. El Fenantreno y el
Benzo[a]pireno presentan el efecto de fluorescencia por
transiciones electrénicas de los electrones de los dobles
enlaces conjugados, los cuales en el transcurso al esta-
do fundamental caen a estados vibracionales corriendo
la longitud de onda de emisién (efecto de Stokes). El
Fenantreno con tres anillos aromaticos en su estructura,
presenta la longitud de onda de excitacion a 295 nm y
la de emisién a 360 nm. En el caso del Benzo[a]pireno,
con cinco anillos aromadticos en su estructura tiene la
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longitud de onda de excitacion a 305 nm y de emision
a 410 nm debido al aumento en la densidad electréni-
ca . La longitud de onda de excitaciéon de 280 nm y
de emisioén de 389 nm, permite observar una sefial bien
definida y buena sensibilidad para el Fenantreno y Ben-
zo[a]pireno. La optimizacién del porcentaje de aceto-
nitrilo en la fase mévil permitié observar su efecto so-
bre el factor de capacidad k’, asi a mayor porcentaje
de acetonitrilo, k’ disminuye y viceversa. El k’ fue de-
terminado para el Fenantreno y Benzo[a]pireno, donde
el tiempo muerto hallado con una solucién de 1.0 ppm
de dicromato de potasio (el cual no es retenido por la
fase estacionaria C18) fue de 3.347 min. De acuerdo a
los resultados, el mejor porcentaje de acetonitrilo para
la elucidén isocratica para el Fenantreno es de 80 % de
ACN (k’ =2.874) y para el Benzo[a]pireno de 90 % (k’
=3.737) y 100% (kK> = 2.096). La elucién isocratica
generalmente produce ensanchamiento de banda de los
ultimos picos, que tienden a ensancharse excesivamente
y a concentraciones bajas no podrian diferenciarse de la
linea base, ademas que el tiempo de elucién es grande.
Por lo tanto fue necesario implementar un sistema de
gradiente para no afectar la elucién del Benzo[a]pireno

por ser el compuesto més retenido. Las mejores condi-
ciones que se optimizaron para la separaciéon de PAH
por HPLC se encuentran en la tabla [2]

Hypersil ODS C18

Columna
(250 mm x 4.0 mm DI), 5.0 mm de tamano de particula,
Volumen de inyeccion 25.0 mL
Flujo 0.40 mL/min
Elucién Tiempo (min)| % de ACN

Isocritica 0.15 80
Gradiente lineal 15-30 90
Deteccion UV lamda = 254 nm

Deteccion FLD lamdag x,= 280 nm, lamdag,= 389 nm

Tabla 2: Condiciones cromatogrificas éptimas para el andlisis de
PAH

En la figura2]se muestra el cromatograma con detec-
cién ultravioleta para la mezcla de 1.0 ppm de Fenan-
treno y 2.0 ppm de Benzo[a]pireno a las condiciones
cromatograficas optimas establecidas.

mAl 1 ©
50 ;5 o
490 4 - 2
3 i 0
30 4 \ ™
3 | ;
@ 3 \ Fenantreno Benzo[a]pireno
i Y !
0] 1 o o oN
T v T i) T Al T T T T T Al T v T T T U T T T ¥ i T T T T A T
0 5 10 15 20 25 30 mil

Tiempo de retencién (min)

Figura 2. Cromatograma con deteccién UV de la mezcla Fen y B[a]P a condiciones 6ptimas de trabajo.

3.3. Validacion del método

De acuerdo a las condiciones espectroscdpicas esta-
blecidas se realizé una curva de 150 a 1050 ppb pa-
ra Fenantreno y 200 a 1000 ppb para Benzo[a]pireno.
Se obtuvieron coeficientes de correlacion de 0.9972 y
0.9915 respectivamente. Con la técnica cromatografica
con deteccion ultravioleta se realizaron dos curvas pa-
ra cada compuesto. Una curva de 150 a 1050 ppb para
Fenantreno y de 200 a 1000 ppb para Benzo[a]pireno.
Coeficientes de correlacion de 0.997 y 0.997 fueron ob-
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tenidos respectivamente. Se realizaron en cromatografia
con detecciéon UV curvas para el Fenantreno de 10 a
150 ppb y 10 a 220 ppb para Benzo[a]pireno con coefi-
cientes de correlacion de 0.997 y 0.999 respectivamen-
te. Teniendo en cuenta las condiciones cromatograficas
se realizaron en cromatografia con deteccién de fluo-
rescencia dos curvas, una para Fenantreno de 1-10 ppb
y para Benzo[a]pireno de 1-10 ppb con coeficientes de
correlacién de 0.995 y 0.998 respectivamente. Las medi-
das de absorbancia en el espectrofotémetro UV-Visible
y las inyecciones en el cromatégrafo liquido de cada
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punto de las curvas de calibracién en espectroscopia y
cromatografia se hicieron por triplicado. Se pudo ob-
servar que los R2 obtenidos para cada curva, presen-
taron valores proximos a 1, lo que nos indica la bue-

y =0.8583x + 1.3149
R =0.9974

50.00 100.00 150.00 200.00

CONCENTRACION (ppb)

na linealidad correspondiente a la relacién absorbancia-
concentracién y drea-concentracién. En la figura 3] se
pueden ver las curvas de calibracién para Fenantreno y
Benzo[a]Pireno con deteccidn ultravioleta.

80.00

70.00 y=10.3368x-1.5512

60.00 R*=0.9987
50.00

40.00

AREA

30.00
20.00
10.00

0.00

0.0 50.0 100.0

CONCENTRACION (ppb)

150.0 200.0 2500

Figura 3. (a) Curva de calibracion de Fen de 10-150 ppb en HPLC con detecciéon UV; (b) Curva de calibraciéon de B[a]P 10-220 ppb en

HPLC con deteccion UV.

Para determinar los limites de cuantificacién y de-
teccion del Fenantreno, se utilizaron los datos de las
concentraciones de 1 a 7 ppb y para Benzo[a]pireno se
emplearon los datos de concentraciones de 1 a 8 ppb.
Se observd un limite de cuantificacién en el detector
UV para Fenantreno de 0.260 ppb y 1.0 ppb para Ben-
zo[a]pireno. Limites de deteccion para el Fenantreno y
para el Benzo[a]pireno de 0.079 ppb y 0.205 ppb res-
pectivamente. Se inyectaron por triplicado soluciones de
0.1 ppb a 0.8 ppb de Fenantreno y Benzo[a]pireno, los
cuales se emplearon para calcular los limites de detec-
cién y cuantificacion de estos compuestos en el detector
de fluorescencia (FLD). Los limites de cuantificacién y
deteccion con deteccion FLD fueron de 0.310 ppb y de
0.093 ppb respectivamente y para el Benzo[a]pireno de
0.104 ppb y 0.031 ppb. Para determinar la precision del
sistema, la repetitividad se realiz6 observando la absor-
bancia y areas obtenidas al medir por triplicado cada
concentracion en las curvas de trabajo. Para la evalua-
cién de la repetitividad se tuvo en cuenta el coeficiente
de variacién (RSD), el cual permite determinar el por-
centaje de desviacion que presentan las tres medidas
tomadas. Teniendo en cuenta el RSD en el método de
espectroscopia UV-Vis, se observé que este varia en un
rango de 0.406 % a 3.390 % aproximadamente. Para el
proceso cromatografico con deteccién UV el RSD esta
entre 0.002 % a 3.125 % y entre 0.399 % a 3.950 % para

44

el método de cromatografia liquida con deteccién FLD.
Segtn estos resultados y teniendo en cuenta que el crite-
rio de aceptacion del coeficiente de variacién ( %RSD)
no debe exceder el 5 % para el andlisis Hidrocarburos
Arométicos Policiclicos, se considera que los métodos
espectroscopico y cromatografico empleados son repeti-
tivos en todo el rango de concentraciones estudiado. La
reproducibilidad se realizé determinando el coeficiente
de variacién de las medidas de absorbancia en el es-
pectrofotdmetro y dreas en el cromatdgrafo durante tres
dias consecutivos. La reproducibilidad en espectrosco-
pia ultravioleta para una solucién de 550 ppb de Fenan-
treno y 600 ppb Benzo[a]pireno presentd coeficientes
de variacion de 0.452 % y 0.870 % respectivamente. En
HPLC para el Fenantreno, la reproducibilidad se evalué
en todo el rango de trabajo, con concentraciones de 5,
70 y 550 ppb, en las cuales se observaron coeficientes
de variacién de 0.917 %; 0.342 % y 0.122 % respecti-
vamente. Para el Benzo[a]pireno, se evaluaron concen-
traciones de 5, 100 y 600 ppb, en las cuales se obtu-
vieron coeficientes de variacién de 0.919 %; 0.488 % y
0.094 % respectivamente. Los coeficientes de variacion
tanto en el método espectroscépico como en el croma-
tografico fueron menores del 5 %, lo que muestra una
buena reproducibilidad de los métodos. La exactitud del
sistema se realiz6 en las curvas de trabajo en espectros-
copia ultravioleta y cromatografia liquida con deteccién
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ultravioleta y fluorescente, observando la recuperacion
de las absorbancias y areas en cada una de las curvas
de trabajo. Para que haya exactitud en el sistema, el top,
debe ser menor al typa. El tapa Se tomod teniendo en
cuenta el numero total de mediciones (absorbancias o
dreas); de esta manera el tip, para ocho grados de li-
bertad y un 95 % de confianza es de 2.306. Se observé
que el tope €s menor que el typ, y por tanto no existen
diferencias significativas entre la recuperacion media y
100. Para la extraccién, la fase C18 usada para la ex-
traccién permitié obtener unos excelentes porcentajes
de recuperacion. Luego de realizar la SPE, 1a muestra es
concentrada en el rotaevaporador a sequedad, posterior-
mente se afora a tres mililitros con acetonitrilo grado
HPLC y se procede con el andlisis espectrofotométrico
y cromatogréfico. La exactitud del sistema de extrac-
cién se realiz6 aplicando la t de student en todo el rango
de trabajo espectroscdpico y cromatografico, observan-
do las areas que presentaron concentraciones de 5, 50
y 250 ppb de Fenantreno y 5, 100 y 500 ppb de Ben-
zo[a]pireno, a las cuales se les realiz6 la medicién por
triplicado, después de la SPE. Porcentajes de recupe-
racién promedio del Fenantreno de 99.040 y un tqy de
1.598 y para el Benzo[a]pireno un porcentaje de recu-
peracién de 100.20 con un ty de 0.291. La t de student
se aplicé a nueve muestras (n=9), con un typ, de 2.306
para ocho grados de libertad y un 95 % de confianza.

3.4. Confirmacion espectroscopica y cromatogrdfica
de muestras de agua del rio Cauca

Se aplicaron los métodos realizando un muestreo
aleatorio de aguas superficiales del rio Cauca en el sec-
tor de Pisojé Bajo, puente de Torremolinos y Julumito.
Después del muestreo en cada sector y la SPE de las
muestras, se procedi6 con el andlisis espectrofotométri-
co y cromatogréfico.

CONCENTRACION
ENCONTRADA DE
BENZO[a]PIRENO (ppt)

ICONCENTRACION
PAH TOTAL (ppt)

CONCENTRACION
[ENCONTRADA DE FENANTRENO (ppt)|

SITIO DE MUESTREO|

PISOJE BAJO 178.14 N.D 206.60

JULUMITO 211.89 N.D 803.30

TORREMOLINOS 24847 13.51 297.47

Tabla 3: Concentracién de Fen y B[a]P en tres puntos del
rio Cauca.

En la tabla 1 aparecen las condiciones espectroscopi-
cas Optimas para el andlisis de PAH. Un ancho de banda
de 2 nm, que permite una mejor definiciéon de la banda
espectroscopica, velocidad de barrido de 100 nm/min,
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la cual es la 6ptima para el equipo, permite una buena
resolucidn y definicién del espectro y una 6ptima obser-
vacion de longitudes de onda de maxima absorcion. El
rango de barrido de 190 a 500 nm cubre todo el espec-
tro ultravioleta y parte del visible, permitiendo obtener
el espectro de los PAH en estudio.

La mayor concentracién de PAH totales, se encontrd
en el sector de Julumito (0.8033 ppb) debido tal vez a
que es el punto final del paso del rio Cauca por el muni-
cipio de Popayan, después de haber recibido gran canti-
dad de residuos domésticos y de estaciones de suminis-
tro de combustible. Esta concentracion se encuentra por
debajo del limite permisible de 10 ppb de PAH totales
establecido por la OMS y la UNESCO. Sin embargo,
en este sector el Benzo[a]pireno no fue detectado por el
método. La ausencia o baja concentracion de este com-
puesto puede ser debida en parte a su fotosensibilidad,
biodegradacion causada por plantas y microorganismos,
adsorcién a sedimentos y materiales liposolubles y a la
bioacumulacién [18]]. La concentracion total de PAH en
los sectores de Torremolinos y Pisojé Bajo fueron res-
pectivamente de 297.47 ppt y 206.60 ppt, las cuales se
encuentran por debajo del limite permisible establecido.
En el sector de Torremolinos se encontré una concentra-
cién de 0.01352 ppb de Benzo[a]pireno, concentracién
que esta por debajo del limite establecido por la EU de
0.02 ppb de Benzo[a]pireno en aguas superficiales. En
este sector se encontr6 Fenantreno, Benzo[a]pireno y
otros posibles PAH, debido a su cercania a estaciones
de servicio de combustible y a que es un sector con un
alto grado de flujo vehicular. El sector de Pisojé Bajo
presentd la concentracion total de PAH mds baja, por
Ser un sector no muy expuesto a este tipo de contami-
nantes y por estar ubicado a la entrada de la ciudad.

4. Conclusiones

La espectroscopia Ultravioleta y la cromatografia
liquida de alta resolucién con deteccion ultravioleta
y fluorescente son excelentes técnicas analiticas para
la determinacion cualitativa y cuantitativa de PAH. La
espectroscopia ultravioleta proporciond espectros con
bandas caracteristicas, siendo una gran técnica de andli-
sis rapido de PAH presentes en muestras ambientales.
La cromatografia liquida por su alta sensibilidad y se-
lectividad, permitié obtener picos cromatograficos bien
resueltos y separados, con bajos limites de deteccion y
cuantificacion. Los buenos resultados de linealidad, re-
producibilidad, exactitud y precision del método espec-
troscopico, cromatografico y de extraccion, permitieron
determinar los PAH en aguas del rio Cauca, donde se en-
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contraron concentraciones significativas de Fenantreno
en el sector de Pisojé Bajo, en el sector de Julumito de
Fenantreno y de Benzo[a]pireno en el sector de Torre-
molinos. La concentracién total de PAH en las muestras
de agua del rio Cauca fue de mds alta en el sector de
Julumito, seguido de Torremolinos y Pisojé Bajo. Las
cuales estuvieron por debajo del limite permisible de
10 ppb establecido por organizaciones internacionales
como la EU, OMS y la UNESCO.
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