UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Estudio de las concentraciones de
hidrocarburos aromaticos policiclicos en
matrices marinas de la bahia de Tumaco

Jesus Alberto Angulo Cuero

Ingeniero Quimico

Universidad Nacional de Colombia, Sede Manizales
Facultad de Ingenieria y Arquitectura, Departamento de Ingenieria Quimica
Manizales, Colombia

2020



Estudio de las concentraciones de
hidrocarburos aromaticos policiclicos en
matrices marinas de l1a bahia de Tumaco

Jesus Alberto Angulo Cuero
Ingeniero Quimico
Email: jaanguloc@unal.edu.co, jesus952105@hotmail.com

Trabajo final de maestria presentado como requisito para optar al titulo de:

Magister en Ingenieria — Ingenieria Ambiental

Director (a):

Ph.D. Beatriz Helena Aristizabal Zuluaga

Codirector (a):

Ph.D. Milton Rosero Moreano

Grupo de Investigacion:

Grupo de Trabajo Académico en Ingenieria Hidraulica y Ambiental - GTAIHA

Universidad Nacional de Colombia, Sede Manizales
Facultad de Ingenieria y Arquitectura, Departamento de Ingenieria Quimica
Manizales, Colombia
2020



AGRADECIMIENTOS

Quiero expresar mis mas sinceros agradecimientos a todas las personas y a las entidades que

hicieron posible la realizacion de este trabajo:
A mi familia por brindarme su amor incondicional, apoyo, aliento y paciencia en todo momento.

A la profesora Beatriz Helena Aristizabal, directora de este trabajo, por su disposicion,

conocimiento compartido, apoyo y por permitirme ser parte de su equipo de trabajo.

Al profesor Milton Rosero Moreano, codirector de este trabajo, por abrirme las puertas de su

laboratorio y por haberme compartido informacion valiosa para este trabajo.

Al profesor Marco Tadeu Grassi y la doctora Angela Palacio Cortés, por el apoyo brindado
durante el desarrollo de este estudio, por abrirme las puertas de su hogar y por su

acompafiamiento durante la pasantia de investigacion.

Al doctor Rafael Dolatto por compartirme su experiencia y amistad durante la pasantia de
investigacion.
Al ingeniero Felipe Cifuentes por sus aportes y colaboracion en parte importante de este trabajo.

A los integrantes del Grupo de Investigacion en Quimica Ambiental de la Universidade Federal

do Parana, por todo el apoyo brindado durante la pasantia de investigacion.

A los integrantes al Grupo de Investigacion de Calidad del Aire, por su aliento, motivacion y

amistad.

A la Universidad Nacional de Colombia, por ser mi Alma Mater y por el apoyo financiero y
administrativo para la realizacion de la pasantia de investigacion, con el respaldo de la Direccion

de Investigaciones DIMA.

Al Grupo de Investigacion en Cromatografia y Técnicas Afines de la Universidad de Caldas,

por su disposicion y apoyo durante etapas importantes de este trabajo.

Al Laboratorio de Hidraulica del Grupo de Trabajo Académico en Ingenieria Hidraulica y

Ambiental, por la disposicion de los equipos necesarios para la recoleccién de muestras.



A los profesionales del Laboratorio de Quimica del Centro de Investigaciones Oceanogréficas e
Hidrograficas del Pacifico (CCCP), especialmente a Mdnica Polo, por el conocimiento y la

experiencia adquirida, importante para desarrollar este trabajo.



ESTUDIO DE LAS CONCENTRACIONES DE
HIDROCARBUROS AROMATICOS
POLICICLICOS EN MATRICES MARINAS DE
LA BAHIA DE TUMACO

RESUMEN

Este trabajo presenta el desarrollo del estudio de las concentraciones de los 16 hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs) prioritarios por la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos (US-EPA) en matrices marinas de la bahia de Tumaco en la costa Pacifica
colombiana, donde se evaluaron tres sub-areas de estudio de interés de acuerdo a sus fuentes de
contaminacion. El analisis de HAPs fue realizado en muestras de sedimentos marinos y bivalvos
(Anadara tuberculosa), adicionalmente se recolectaron muestras de agua marina para la
caracterizacion fisicoquimica. Para el estudio de bivalvos se seleccioné la especie Anadara

tuberculosa debido a su gran abundancia en el area de estudio y a su importancia comercial.

En total se seleccionaron trece puntos de muestreo distribuidos asi: siete en el area portuaria,
cuatro en el area de desembocadura del rio Rosario y dos en el area residencial. En cuatro puntos
se realizo muestreo combinado de sedimentos marinos, Anadara tuberculosa y agua marina, en
ocho puntos se realizd solo muestreo de sedimentos marinos y en un punto solo se obtuvieron
muestras Anadara tuberculosa compradas a recolectores de bivalvos del area de desembocadura.
Fueron recolectadas de 3 a 5 muestras de Anadara tuberculosa en cada punto de muestreo,

dependiendo de la cantidad que fueran encontradas.

El muestreo fue realizado el dia 11 de septiembre de 2019 en dos periodos de bajamar. La
metodologia de muestreo para las diferentes matrices se baso en los siguientes protocolos
analiticos: US-EPA 823-B-01-002, el protocolo analitico de INVEMAR vy la guia de muestreo
del Programa de Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA).

En sedimentos marinos, las mas altas concentraciones de X16HAPs fueron encontradas en el
area de la desembocadura del rio Rosario, con un un valor de 76.2 ng g* en la muestra marina y
un rango de 171.4 a 564 ng g* en las muestras estuarinas, seguida por el area portuaria con un
rango de 15.5a 77.5 ng g* y finalmente el area Residencial con un rango de 16.5 a 26.5 ng g™.

Asimismo, en Anadara tuberculosa las mas altas concentraciones de X16HAPs fueron
|



encontradas en el area de desembocadura del rio Rosario, con un rango de 31 a 169 ng g7,
seguida por el area residencial con un rango de 78 a 157 ng g* y por Gltimo el &rea portuaria con
un rango de 24 a 63 ng g™.

Ningunas de las concentraciones de X16HAPs en las muestras de sedimentos marinos analizadas
superaron la norma establecida por la Administracion Oceénica y Atmosférica Nacional de los
Estados Unidos (NOAA) (1684.1 ng g). Sin embargo, la concentraciéon de algunos HAPs
individuales como fenantreno (98.7 ng g%), fluoranteno (160.7 ng g™) y pireno (292.5 ng g*) en
la muestra SD5 y, acenafteno (8.6 ng g) y fluoreno (24.1 ng g*) en la muestra SD6, ambas
muestras en el area desembocadura, superaron la norma establecida por la guia de calidad de
sedimentos (SQG, por sus siglas en inglés) para la proteccion de la vida acuética de Canada
(fenantreno = 87 ng g™, fluoranteno = 113 ng g%, pireno = 153 ng g%, acenafteno = 6.7 ng gy
fluoreno = 21 ng g?).

Las concentraciones en cuatro muestras de Anadara tuberculosa excedieron el limite regulatorio
para consumo humano colombiano (35 ng g™) y cinco muestras el limite regulatorio de la Unidn
Europea (30 ng g*l). Limites reportados como la sumatoria de cuatro HAPs T4HAPs:

benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno y criseno.

Relaciones diagnosticas de algunos HAPs isomeros (fluoranteno-pireno y antraceno-fenantreno)
fueron aplicadas en sedimentos marinos para estimar las posibles fuentes de contaminacion. Se
encontrd que ambas relaciones diagndsticas para las dos muestras recolectadas en el estuario de
la desembocadura del rio Rosario sugieren que los HAPs provienen de fuentes petrogénicas.
Para la muestra recolectada en el area desembocadura mas externa (mas alejada del estuario)
sugieren que los HAPs provienen de combustion de biomasa, carb6n o madera. Mientras que
para las muestras de las areas portuaria y residencial sugieren una combinacién de fuentes

petrogénicas y de combustion.

Los equivalentes carcinogénicos (EqT) y mutagénicos (EqM) fueron determinados para las
muestras de sedimentos marinos y Anadara tuberculosa para evaluar el riesgo toxicoldgico. En
sedimentos marinos los equivalentes toxicos variaron entre 0.07 y 7.56 EqT-BaP, por lo tanto,
ninguno de los EqT-BaP obtenidos excedieron el valor recomendado por la guia canadiense de
calidad de suelo para HAPs (600 EqT-BaP). Asimismo, los equivalentes mutagénicos variaron

entre 0.17 y 9.45 EqM-BaP. Por su parte en Anadara tuberculosa los equivalentes toxicos



variaron entre 0.11y 5.01 EqT-BaP, de la misma manera, los equivalentes mutagénicos variaron
entre 0.15y 6.12 EqM-BaP.

Debido a la problematica ambiental por el uso de solventes organicos que presentan la mayoria
de los métodos analiticos para la determinacion de HAPs en matrices ambientales, se usaron
métodos con bajo consumo de solventes orgdnicos como extraccion miniaturizada por
ultrasonido y dispersion de la matriz en fase sdlida. Con base en la eco-escala de analisis verde,
se determino que los métodos usados en este estudio presentan un analisis verde excelente (eco-
escala de 80) para el andlisis de sedimentos y aceptable para el anélisis de Anadara tuberculosa
(eco-escala de 58).

Palabras claves:

Bivalvos, sedimentos, contaminacion costera, manglares, Anadara tuberculosa, factores de

equivalencia toxica.



STUDY OF THE CONCENTRATIONS OF
POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS
IN MARINE MATRICES OF TUMACO BAY

ABSTRACT

This work presents the concentrations of the 16 polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS)
prioritized by the United States Environmental Protection Agency (US-EPA) in marine matrices
of the Tumaco Bay on the Colombian Pacific coast. Three study sub-areas of interest were
evaluated according to their sources of contamination. The analysis of PAHs was carried out in
samples of marine sediments and bivalves (Anadara tuberculosa). Additionally, samples of
marine water were collected for the physicochemical characterization. For the bivalve species,
the Anadara tuberculosa specie was selected due to its great abundance in the study area and its

commercial importance.

In total, thirteen sampling points were selected, they were distributed as follows: seven in the
port area, four in the Rosario river mouth area, and two in the residential area. Combined
sampling of marine sediments, Anadara tuberculosa and seawater were carried out at four
points, at eight points only sampling of marine sediments were carried out, and at one point only
Anadara tuberculosa samples were obtained, purchased from bivalve collectors in the mouth
area. From 3 to 5 samples of Anadara tuberculosa were collected at each sampling point,

depending on the quantity that were found.

The sampling campaign was carried out on September 11, 2019 in two periods of low tide. The
methodology of the sampling, for the different matrices, was based on the following analytical
protocols: US-EPA 823-B-01-002, INVEMAR analytical protocol and the sampling guide of
the United Nations Environment Program (UNEP).

In marine sediments, the highest concentrations of £16PAHs were found in the area of Rosario
river mouth, with a value of 76.2 ng g™* (marine sediments), and in the estuarine samples ranged
from 171.4 to 564 ng g*; followed by the port area ranged from 15.5 to 77.5 ng g™* and finally
the Residential area ranged from 16.5 to 26.5 ng g*. Likewise, in Anadara tuberculosa the

highest concentrations of £16PAHs were found in the Rosario river mouth, ranged from 31 to
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169 ng g, followed by the residential area with ranged of 78 to 157 ng g* and the port area
ranged from 24 to 63 ng g,

No concentrations of X16PAHSs in the analyzed marine sediment samples exceeded the
regulatory limit established by the United States National Oceanic and Atmospheric
Administration (NOAA) (1684.1 ng g*). However, the concentration of individual PAHs of two
samples located in the river mouth area exceeded the standard established by the sediments
quality guides (SQG) for the protection of aquatic life in Canada (phenanthrene =87 ng g7,
fluoranthene = 113 ng g%, pyrene = 153 ng g, acenaphthene = 6.7 ng g* and fluorine = 21 ng
g}). These samples are SD5 and SD6, which had higher concentrations of these congeners such
as phenantrene (98.7 ng g%, fluoranthene (160.7 ng g*) and pyrene (292.5 ng g) in the SD5
sample, and acenaphthene (8.6 ng g™) and fluorene (24.1 ng g) in sample SD6.

The concentrations of four samples of Anadara tuberculosa exceeded the regulatory limit of
Colombia for human consumption (35 ng g*) and five samples the regulatory limit of the
European Union for human consumption (30 ng g%). Limits reported as the sum of four PAHs

Y4PAHs: benzo(a)pyrene, benzo(a)anthracene, benzo(b)fluoranthene and chrysene.

Diagnostic relationships of some isomeric PAHs (fluoranthene-pyrene and anthracene-
phenanthrene) were applied in marine sediments to estimate possible sources of contamination.
It was found that the diagnostic relationships, for the two samples collected in the estuary of the
Rosario river mouth, suggest that the PAHs come from petrogenic sources. For the sample
collected in river mouth more external (farthest from the estuary) suggest that the PAHs come
from combustion of biomass, coal, or wood. While for the samples from the port and residential

areas suggest a combination of petrogenic and combustion sources.

Carcinogenic (TEQ) and mutagenic (MEQ) equivalents were determined for marine sediment
samples and Anadara tuberculosa to assess toxicological risk. In marine sediments, toxic
equivalents ranged from 0.07 to 7.56 BaP-TEQ, therefore, no BaP-TEQ obtained exceeded the
value recommended by the Canadian soil quality guide for PAHs (600 BaP-TEQ). Likewise,
mutagenic equivalents ranged from 0.17 to 9.45 BaP-MEQ. On the other hand, in Anadara
tuberculosa the BaP-TEQ the TEQ ranged from 0.11 to 5.01 BaP-TEQ. Additionally, the BaP-
MEQ ranged from 1.5 to 61.2 BaP-MEQ.



Due to the environmental problems due to the use of organic solvents that most analytical
methods present for the determination of PAHSs in environmental matrices, methods with low
consumption of organic solvents were used such as miniaturized extraction by ultrasound and
dispersion of the matrix in solid phase. Based on the eco-scale for assessing the greenness of
analytical procedures, it was determined that the methods used in this study present an excellent
green analysis for sediment analysis (eco-scale 80) and acceptable for the analysis of Anadara

tuberculosa (eco-scale 58).
Keywords:

Bivalves, sediments, coastal pollution, mangroves, Anadara tuberculosa, toxic equivalence

factors.
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INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

La proteccién de los océanos y de los ecosistemas que lo conforman es uno de los temas de
mayor importancia a nivel mundial, puesto que este recurso ocupa alrededor del 70% de la
superficie del globo terrestre (NOAA, 2020) y por lo tanto sirve como base de la economia en

muchos paises.

Dentro de los ecosistemas marinos de mayor importancia se encuentran los manglares, los cuales
son zonas localizadas en costas tropicales y subtropicales. Se ubican entre la tierra, el agua dulce
y el agua de mar (Ghizelini et al., 2019; Ranjan et al., 2012). Estas areas son altamente
productivas, sirven como zonas de desove y cria de especies migratorias. Debido a su alta
productividad primaria juegan un rol fundamental para la sostenibilidad de comunidades

pesqueras.

Los manglares son areas altamente vulnerables a actividades antropogénicas, como derrames de
petréleo y sus derivados, que afectan los sedimentos, asi como los organismos presentes y los
dependientes que habitan en esta zona, como moluscos, crustaceos, peces, entre otros (Ghizelini
et al., 2019). En vista de algunas caracteristicas de estos ecosistemas, tales como: sus granos de
tamafio fino, abundancia de detritos, alto contenido de carbono organico y condicion
anoxica/reducida; los convierten en una zona preferencial para la acumulacion de contaminantes
por entradas antropogeénicas. Dentro de estos contaminantes se encuentran los provenientes del

petroleo, especialmente los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) (Tam et al., 2001).

El petréleo y sus derivados poseen una amplia gama de compuestos quimicos tales como los
alcanos, BTEX, isoprenoides, HAPs, entre otros, que se pueden usar como indicadores de la
contaminacion (Wang, Stout, & Fingas, 2006). No obstante, la Agencia de Protecciéon Ambiental
de los Estados Unidos (US-EPA, por sus siglas en inglés) ha determinado que dentro del grupo
de los HAPs existen 16 que son prioritarios, los cuales se han estudiado por varios afios por ser
ambientalmente persistentes, poseer caracteristicas toxicas, carcinogénicas y mutagénicas (Lin
etal., 2018).

Ademas de las fuentes petrogenicas, los HAPs son emitidos al medio ambiente mediante
emisiones atmosfericas tales como: quema de combustibles fosiles, vehiculos automotores,
incineradores de residuos, refinacion de petréleo, entre otras (Larsen & Baker, 2003). Por esta
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razén, es comun encontrar los HAPs en cualquier matriz ambiental como sedimentos,

organismos, aire, agua, suelos, alimentos, entre otras.

En el ambiente marino los HAPs son introducidos por deposicién directa de los derrames de
petréleo o por deposicion humeda de la atmosfera. Una vez en el medio marino ellos son
adheridos fuertemente a los sedimentos debido a su baja solubilidad con el agua y a sus
caracteristicas hidrofobicas (Tam et al., 2001). Paralelamente, los moluscos bivalvos pueden
acumular estos compuestos directamente mediante el consumo de los HAPs disueltos en el agua
(generalmente HAPs de 2 a 3 anillos) a traves de sus branquias, e indirectamente por ingestion
de los HAPs adheridos a sedimentos de grano fino (generalmente HAPs de 4 a 6 anillos) a través

del tracto digestivo.

Los bivalvos en comparacion con los pescados y crustaceos tienen muy bajos niveles de
actividad enzimatica capaces de metabolizar contaminantes organicos como los hidrocarburos
aromaticos (Leodn et al., 2013). Por ende, los HAPs tienden a acumularse en estas especies a
través de bioconcentracion y biomagnificacion, resultando en un riesgo para estos organismos y

para los humanos que los consumen a través de la ingesta dietética (Wang et al., 2020).

El consumo por humanos de productos marinos tales como peces y otros mariscos se ha
duplicado alrededor del mundo, con respecto a la cantidad consumida 50 afios atras, pasando de
un consumo mundial de 9 kg pércapita por afio en 1961 a 19 kg pércapita por afio en 2013 (FAO,
2014). Analogamente, en Colombia el consumo ha aumentado considerablemente, de tal manera
que en 1988 el consumo era de 1.7 kg por persona al afio, mientras que en el 2018 esta cifra
asciende a 8.4 kg percéapita por afio (Ministerio de Agricultura, 2018).

Paralelamente al consumo, la produccién de estos alimentos ha estado en auge, con un aumento
de 9% en el continente americano y 13.3% a nivel nacional de 1988 a 2018 (Ministerio de
Agricultura, 2018). En Colombia la recoleccion/pesca de mariscos fue 5097 Ton en el afio 2018
y son destinados principalmente para consumo nacional y para exportacion a Espafia, Ecuador,
Estados Unidos y Panama (FAO, 2020).

Colombia es un pais conformado con costas en el océano pacifico y en el atlantico, en donde se
ejecutan diversas actividades antropogenicas. Dado que una de las principales actividades
econdémicas del pais es la produccion de petroleo y sus derivados, en ambas costas se encuentran

ubicados diversos puertos dedicados al transporte de productos del petréleo. En el caso de la



costa pacifica colombiana uno de los principales puertos petroleros (Sociedad Portuaria
Regional Tumaco Pacific Port S.A.) se encuentra ubicado en la bahia de Tumaco.
Adicionalmente, se encuentra ubicado el oleoducto transandino, el cual, con una longitud de 306
km, transporta petrleo desde Orito, Putumayo hasta este puerto para su exportacion
(CORPONARINO, 2017).

En los puertos en donde se lleven a cabo actividades petroleras existe el riesgo de que se generen
derrames, los cuales se pueden producir por fallas en la operacién/mantenimiento del oleoducto,
por acciones involuntarias/accidentes ocasionados por personas, por eventos naturales o por
sabotaje (CORPONARINO, 2017). En Tumaco y en el pacifico colombiano, la necesidad de
iniciar con investigaciones sobre contaminacion por hidrocarburos, comenzd a raiz del derrame
de alrededor de 33000 toneladas de crudo de petréleo y 300 de fuel oil el 04 de febrero de 1976
en la bahia Ancén de Salinas, en limites fronterizos marinos entre Ecuador y Colombia (CCCP,

2011), generada por el buque petrolero de bandera liberiana "Saint Peter".

A lo largo de los afios recientes, multiples derrames de gran magnitud se han registrado en esta
zona, donde se destacan el bugue Daedalus en 1996, derrame del oleoducto de Ecuador en 1998,
ruptura del oleoducto transandino en el rio Rosario en el 2000, terminal de Ecopetrol en el 2004
y ruptura del oleoducto transandino sobre el rio Rosario, rio Caunapi y rio Mira en 2015, estos
rios desembocan sobre el océano Pacifico (CORPONARINO, 2017). Uno de los derrames mas
recientes de gran magnitud ocurrié en 2018 en el rio Caunapi, el cual posteriormente mediante
un desbordamiento arrastrd las manchas de petréleo hacia el rio Rosario y finalmente desemboc6
en la bahia de Tumaco (Redaccion Economia, 2018). Posterior a este evento no se ha realizado

un estudio en esta area que permita evaluar el nivel de contaminacion por HAPs en el area.

La bahia de Tumaco esta localizada sobre la costa pacifica, en un érea tropical formada por una
gran cantidad de manglares costeros y estuarinos, los cuales se caracterizan por contar con gran
abundancia de especies (Tejada & Afanador, 2003). En esta region, una de las principales
actividades econdémicas es la recoleccion acuicola, teniendo como uno de los principales
productos los organismos bivalvos. Una de las especies de bivalvos de mayor importancia es
Anadara tuberculosa, conocidos tradicional y comercialmente como “piangua”, “concha” o
“pies de mula”. Esta es una importante especie comercial recolectada a lo largo de toda la costa

pacifica del continente americano (Nieves-Soto et al., 2011).



Con base en lo anterior, para la costa de Tumaco se han identificado diferentes fuentes de
contaminacion de hidrocarburos sobre el ecosistema marino, tales como las aguas residuales de
los municipios costeros, descargas de tributarios, derrames de crudo de petréleo del oleoducto
Transandino, extraccion ilegal de petréleo del oleoducto, accidentes de buques, operaciones de
cargue de buques con combustible, residuos de la actividad maritima y portuaria, trafico de
embarcaciones, expendio de combustibles, terminales portuarios, muelles para embarcaciones y
turismo en playa (INVEMAR, 2019). Adicionalmente, los derrames off-shore los cuales son
aquellos que se trasladan de un pais a otro, tienen cierto impacto sobre la bahia del Tumaco,
principalmente los derrames que ocurren en Ecuador, el cual es un pais limitrofe con el

municipio de Tumaco (Tejada & Afanador, 2003).

Sumado a lo anterior, el municipio de Tumaco es una de las principales zonas de Colombia
afectadas por los cultivos ilicitos de coca y produccion de base de coca, produciendo en el afio
2019 el 6 % de la produccién nacional (UNODC-SIMCI, 2020). Durante este proceso, para la
produccion de un kilogramo de base de coca se utiliza como precursor 382 litros de gasolina
(Gaviria & Mejia, 2011). Por lo tanto, estas actividades al ser ilegales generan residuos de
gasolina que pueden ser vertidas frecuentemente sin control a las fuentes hidricas del municipio,

principalmente a los rios ubicados en la zona rural, los cuales desembocan sobre la costa.

Los HAPs son poco solubles en el agua, por lo tanto son detectados en bajas concentraciones en
esta matriz, razon por la cual para determinar la calidad de los ecosistemas marinos diversos
estudios usan los sedimentos como indicadores de la contaminacion tanto en manglares como
en el océano (Casanova et al., 2006; Assuncdo et al., 2017; Cai et al., 2019; Ghizelini et al.,
2019; Qu et al., 2018a) y los bivalvos como bio-indicadores (Abootalebi et al., 2020; Leodn et
al., 2013; Wang et al., 2020).

Debido a su importancia, diferentes normativas internacionales se han establecido para regular
las concentraciones de HAPs en sedimentos y bivalvos, de tal manera que permitan evaluar el
riesgo en ambas matrices, tanto para la salud humana como para los ecosistemas. En el area de
desembocadura del rio Rosario sobre el océano Pacifico en Tumaco, se han registrado
concentraciones de *16HAPs de 20140 ng g* (DIMAR, 2003), valor muy superior al valor
maximo permisible para evitar efectos adversos a organismos bénticos (1684.1 ng g*)
establecido por la Administracion Nacional Oceénica y Atmosférica de los Estados Unidos
(NOAA, por sus siglas en inglés) (NOAA, 1999).



Asimismo, para bivalvos existen diferentes normativas que establecen los niveles maximos
permisibles de HAPs que estas especies deben contener para ser consideradas aptas para el
consumo humano. Una de las normativas mas aplicadas internacionalmente es la establecida por
la comision de regulacién de la Union Europea (Unidn Europea, Reglamento N° 1327, 2014,
art. 1; Union Europea, Reglamento N° 835, 2011, art. 2). Especificamente para el caso de
Colombia, la concentracion maxima que los bivalvos pueden tener de estos compuestos para ser
aptos para consumo humano se encuentra regulada por la Resolucion 122 del 2012 (Ministerio

de Salud y Proteccion Social Colombia, Resolucion 122 de 2012, art. 6).

Con base en las probleméticas mencionadas anteriormente, lo deseable es que el monitoreo en
matrices ambientales se realice de manera constante. Sin embargo, para el analisis de estos
compuestos comuUnmente se utiliza la técnica de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS, por sus siglas en inglés) o a otros tipos de detectores, lo que
hace que este analisis no se haga rutinariamente. Previo al analisis cromatogréafico se requiere
de una serie de procedimientos de extraccion y limpieza de las muestras que permitan obtener
un extracto con los analitos, libre de interferencias para ser analizados por GC. Técnicas
comunmente usadas como la extraccion soxhlet, extraccion por ultrasonido y fraccionamiento
mediante columna empacada con adsorbentes, son de gran complejidad y requieren el uso de
una gran cantidad de solventes organicos como diclorometano, tolueno, hexano, isooctano, entre
otros (US-EPA, 2018).

Se ha demostrado que la mayoria de los disolventes organicos generan efectos nocivos sobre la
salud humana y algunos de ellos, como en el caso del diclorometano han sido clasificados como
posiblemente cancerigeno (CCCO Madrid, 2008). Ademas, estos compuestos causan problemas
ambientales como la generacion de residuos toxicos y emisiones a la atmosfera de compuestos
organicos volatiles que contribuyen a problemas como calentamiento global, formacion de smog
fotoquimico, formacion de ozono troposférico y degradacion de la capa de ozono (Mancheno &
Izquierdo, 2008). A causa de esto, el Protocolo de Montreal desde el afio 1989 adelanta
iniciativas para la eliminacion gradual de sustancias que agotan la capa de ozono (PNUMA,
2009), por esta razon se deben buscar alternativas de métodos analiticos verdes, en donde el uso

de estos solventes sea muy limitado.

Con base en lo anterior, en los dltimos afios se han investigado metodologias analiticas para

determinacion de HAPs en muestras solidas, que permitan reducir el impacto ambiental y

5



toxicoldgico asociado con los métodos convencionales. Los métodos de extraccion verde
propuestos para este trabajo son extraccion dinamica con solvente asistida por ultrasonido
(DSASE) para las muestras de sedimentos y dispersion de la matriz solida (MSPD) para las
muestras de bivalvos. Para la evaluacion del grado de quimica verde de cada método se utilizo
la eco-escala analitica de Galuszka et al (2012). Adicionalmente, los métodos analiticos usados
en este trabajo, fueron comparados con otras técnicas analiticas usadas para analisis de HAPs en
muestras solidas: micro extraccion en fase solida (SPME) combinada con extraccion sorptiva
por disco rotatorio (RDSE) (Mendes et al., 2018), extraccion soxhlet (Itoh et al., 2008) y

extraccion por microondas (Itoh et al., 2008).

En la bahia de Tumaco, el Centro de Investigaciones Oceanogréaficas e Hidrogréficas del
Pacifico (CCCP) ha realizado diferentes estudios publicados en modalidad de boletines
cientificos, tanto de HAPs en sedimentos marinos (Marrugo, 1993; Marrugo, 1995; Casanova et
al., 1998; Casanova et al., 2001; Casanova et al., 2006; Casanova et al., 2008) como de bivalvos
(Marrugo, 1995; Prada-Rios & Zambrano, 2006). Sin embargo, los méas recientes fueron
publicados en el afio 2008 para sedimentos marinos (Casanova et al., 2008) y en el afio 2006
para bivalvos (Prada-Rios & Zambrano, 2006).

Dado la importancia de un monitoreo constante de estos compuestos, se pretende en este trabajo
actualizar los datos histéricos presentados para estos compuestos en ambas matrices. Sumado a
lo anterior, se pretende evaluar las concentraciones de estos contaminantes luego del derrame
del 2018 sobre el area del rio Rosario. Adicionalmente, en este estudio se pretende analizar
muestras de sedimentos en areas marinas y muestras en areas de manglares, de tal manera que
se pueda evaluar el nivel de variacion entre ambas zonas. Basado en los antecedentes descritos
anteriormente, el objetivo y el alcance del presente trabajo esta enfocado en la determinacion y
analisis de los 16 HAPs prioritarios en sedimentos marinos y bivalvos (Anadara tuberculosa)
recolectadas el 11 de septiembre de 2019 en la bahia de Tumaco. Se aplican métodos de
extraccion verde para analisis de HAPs en muestras sélidas y se compara con un método
tradicional. Con esta informacién y la distribucion de las muestras tomadas, se realiza una

estimacion de las posibles fuentes de contaminacion en cada punto de muestreo.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la contaminacién por hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS) en la bahia de Tumaco,

considerando dos matrices marinas un bio indicador y un indicador ambiental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la concentracién de hidrocarburos aromaticos policiclicos en tres zonas de la bahia

de Tumaco, tomando como matrices ambientales moluscos bivalvos y sedimentos marinos.

2. Aplicar un método de extraccion verde para la determinacién de Hidrocarburos Aromaticos

Policiclicos en muestras marinas y comparar su rendimiento con el método tradicional.

3. Estimar la fuente de contaminacion por hidrocarburos, utilizando como trazadores

antropogénicos relaciones de diagnostico entre las concentraciones de Hidrocarburos
Arométicos Policiclicos isomeros.



ESTRUCTURA GENERAL DE LA TESIS

Este trabajo se encuentra distribuido en tres capitulos, un apartado de conclusiones y
recomendaciones. Inicialmente, en el capitulo 1 se describe el estado de arte, donde se incluye
una revision bibliografica de las caracteristicas de los hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs), diferentes fuentes de contaminacidn, relaciones diagndsticas para estimar su posible
origen, procesos quimicos y fisicos que ocurren en medios acuaticos, acumulacion y
bioacumulacion en sedimentos marinos y bivalvos, riesgos en la salud humana y en los
ecosistemas costeros, normatividad regulatoria de estos compuestos en Colombia y en otros
paises, probleméatica ambiental de los métodos de analisis de estos compuestos y alternativas de

métodos verdes.

El capitulo 2 esta enfocado en la metodologia utilizada para realizar este trabajo. En el cual se
explican las consideraciones que se tuvieron en cuenta para la seleccion de las areas y los puntos
de muestreo. Se describe el procedimiento aplicado para la toma de muestras de agua,
sedimentos marinos y bivalvos (Anadara tuberculosa). Se detallan los métodos analiticos
utilizados para la caracterizacién fisicoquimica de los puntos de muestreo y para el analisis de
HAPs en sedimentos marinos y Anadara tuberculosa. Asimismo, se describen los métodos
usados para la cuantificacion, validacion de los resultados, estimacion de fuentes de emision, y
evaluacion de riesgos para los ecosistemas y la salud humana. Por ultimo, se describe la
estrategia utilizada para la evaluacién del grado de quimica verde en los métodos de analisis de
HAPs.

Posteriormente, en el capitulo 3 se presentan los resultados obtenidos para los parametros
fisicoquimicos en el agua, concentracion de HAPs en sedimentos marinos y Anadara
tuberculosa, relaciones diagnosticas para estimar fuentes de contaminacion, riesgos para los

ecosistemas y la salud humana y comparacion del método verde con el método convencional.

Finalmente, la ultima parte del documento contiene las conclusiones, recomendaciones,

referencias y anexos.

A continuacion, se presentan los principales impactos de este estudio y su relacion con proyectos

y actividades de investigacion.



Participacion en proyectos

“Liquenes de altas montafias como potenciales indicadores de la contaminacion atmosférica”,
ejecutado en cooperacion entre la Universidad de Caldas, Universidad Nacional de Colombia
Sede Manizales y Parques Nacionales Naturales de Colombia.

“Operacion y mantenimiento de las redes hidrometeoroldgicas, de calidad del aire y sismicas
del departamento de Caldas”, ejecutado entre CORPOCALDAS y la Universidad Nacional de
Colombia Sede Manizales.

Participacion en cursos

Seminario “bioindicadores para el seguimiento de la contaminacion atmosférica”, impartido por
profesores de la Universidade Federal de Parand y la Universidad de Caldas, del 17 al 20 de

junio de 2019, en la Universidad de Caldas, Manizales.

Validacion y calculo de incertidumbre en métodos espectrométricos y cromatograficos,

impartidos por MetroQuimica, en el afio 2018.

Publicaciones y manuscritos

Los resultados obtenidos en este trabajo estan incluidos en un manuscrito sometido en una

revista internacional:

Angulo, J.A., Grassi, M.T., Dolatto R.G., Palacio A.M., Rosero-Moreano M., Aristizabal, B.H.
(2020). Polycyclic aromatic hydrocarbons in marine and estuarine sediments and bivalves of

mangrove and coastal from Colombia.

Congresos

Angulo, J.A., Sanchez, G.A., Rosero-Moreano, M., Aristizabal B.H., Zapata, C., Toro, D.,
Grassi, M.T., Carasek, E., Richter, P. Determination of PAHSs in lichens from high altitude in
the tropical Andes using RDSE-SPME and GC-MS. Ponencia del profesor Milton Rosero-

Moreano en: Extech realizado en noviembre de 2019 en Guangzhou, China.



Pasantia de investigacion

Se realiz6 una pasantia de investigacion en el laboratorio de Quimica Ambiental de la
Universidade Federal do Parand, Curitiba, Brasil, desde el 23 de septiembre al 01 de diciembre
de 2019. La pasantia estuvo dirigida por el docente PhD Marco Tadeu Grassi y el PhD Rafael
Gorrat Dolatto. Durante la ejecucién de la pasantia se recibio orientacion y se realizo el andlisis
quimico para determinar hidrocarburos aromaticos policiclicos en 20 muestras de Anadara
tuberculosa y 12 muestras de sedimentos marinos, tomadas en la bahia de Tumaco, y muestras

de liquenes y PUF tomadas en el Parque Nacional Natural los Nevados en Manizales.
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CAPITULO 1 - MARCO TEORICO

1.1. HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

El petrdleo y sus productos derivados estan conformados por una mezcla compleja de miles de
componentes, dentro de la cual se encuentran los compuestos organicos. El grupo de compuestos
organicos a su vez se dividen en hidrocarburos saturados, hidrocarburos aromaticos, olefinas,

resinas y asfaltenos (Wang, Stout, & Fingas, 2006).

Los hidrocarburos aromaticos son compuestos que se encuentran conformados por anillos de
benceno, y de acuerdo con el numero de anillos de benceno se clasifican como hidrocarburos
monoaromaticos o hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) (Wang, Stout, & Fingas,
2006). Los HAPs por lo tanto pueden contener dos 0 més anillos de benceno, configurados en
arreglo linear, angular o agrupado (Abdel-Shafy & Mansour, 2016).

Los porcentajes de HAPs en los diversos productos del petrdleo varian en los siguientes rangos:
de 0.5-2 % en diesel, de 0.5-3 % en crudo liviano, de 1-4 % en crudo pesado, de 1-10 % en
combustible marino (Fuel Oil) y de 1-10% en Bunker (Wang, Stout, & Fingas, 2006). En
Colombia, el porcentaje de hidrocarburos aromaticos en gasolina regular es del 20% y para
gasolina Premium del 22%. La norma establece como 28% el limite maximo para arométicos en
combustibles (Arango, 2009).

Hasta la fecha, mas de 400 tipos de HAPs y sus ramificaciones han sido identificados (Mojiri et
al., 2019). Sin embargo, dentro de estos compuestos existen 16 prioritarios por la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos por sus caracteristicas persistentes, propiedades
cancerigenas, mutagénicas y/o teratogénicas, su alta posibilidad de exposicion a los humanos,
su frecuencia de ocurrencia en sitios de residuos peligrosos y la extensa informacion disponible
(Mojiri et al., 2019; US-EPA, 2014). En la Figura 1.1 se muestra la estructura para cada uno de

los 16 HAPs prioritarios, en orden ascendente de acuerdo con el nimero de anillos.

11



i S e S o ¢

S

Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Fluoreno
Antraceno Fenantreno Fluoranteno Pireno
Criseno Benzo(a)Antraceno Benzo(b)Fluoranteno Benzo(k)FIuoranteno

Benzo(a)Pireno Indeno(1,2,3-cd)Pireno  Benzo(ghi)Perileno  Dibenzo(a,h)Antraceno

Figura 1.1 Estructura de los 16 Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos prioritarios por la EPA
(Anyakora et al., 2005)

La presion de vapor de los HAPs es baja en comparacion con otros compuestos organicos
aromaticos como los bencenos, razén por la cual los convierten en compuestos persistentes
(Abdel-Shafy & Mansour, 2016). Asimismo, la mayoria de los HAPs son compuestos
hidrofdbicos y lipofilicos, lo que dificulta su prevalencia en el agua y favorece su sedimentacion
y su adsorcion a particulas suspendidas (Mojiri et al., 2019). En la Tabla 1.1 se presentan algunas

propiedades fisicoquimicas de los 16 HAPs prioritarios por la US-EPA.

12



Tabla 1.1 Propiedades fisicoquimicas de los 16 HAPs prioritarios por la US-EPA

Compuesto HAP Abreviacion | N° de Peso Presion de Log
anillos molecular vapor KowP
(MW) (Pa, 25°C)?
Naftaleno Naf 2 128 11.14 3.30
Acenaftileno Aci 3 152 3.87 3.94
Acenafteno Ace 3 154 3.07 3.94
Fluoreno Flu 3 166 1.66 4.18
Fenantreno Fen 3 178 1.06E-01 4.46
Antraceno Ant 3 178 8.60E-04 4.50
Fluoranteno Fla 4 202 8.61E-04 5.10
Pireno Pir 4 202 5.00E-05 4.88
Benzo(a)antraceno BaA 4 228 5.43E-04 5.61
Criseno Cri 4 228 4.00E-06 5.90
Benzo(b)fluoranteno BbF 5 252 5.00E-07 6.12
Benzo(k)fluoranteno BkF 5 252 5.20E-08 6.84
Benzo(a)pireno BaP 5 252 6.00E-08 6.04
Dibenzo(a,h)antraceno DaA 5 276 1.33E-08 6.50
Indeno(1,2,3- Ind 6 278 1.97E-07 6.58
cd)pireno
Benzo(g,h,i)perileno Bghi 6 276 1.38E-08 6.58

2 Presién de vapor a 25°C (Dat & Chang, 2017)
b Coeficiente de particion octanol — agua (INSST, 2020)

1.2. DINAMICA EN EL MEDIO MARINO

Los HAPs son introducidos en un cuerpo marino mediante deposicion humeda desde la
atmosfera o por descarga directa desde diferentes fuentes de contaminacion (Tam et al., 2001).
El comportamiento de los HAPs en el medio marino depende principalmente de dos factores: la

presion de vapor y el coeficiente de particion octanol-agua (Kow).

Los compuestos con mas baja presion de vapor (por ejemplo el BaP) son menos volatiles que
compuestos con alta presion de vapor (como el Naf) (Abdel-Shafy & Mansour, 2016). Por lo
tanto, compuestos como el Naf son mas factibles a la resuspension a la atmoésfera o quedar
disueltos en el agua, mientras que compuestos menos volatiles como el BaP tienen mayor

facilidad de adherirse a las particulas suspendidas o sedimentar.

Por su parte, el Kow €S el cociente entre la concentracion de solutos en octanol (el cual simula el
material lipidico de la biota o sedimentos organicos) y la concentracion de solutos en agua. Por
lo tanto, a medida que el Kow de los HAPs aumenta, la solubilidad de estos compuestos en el

agua disminuye y la tendencia a acumularse en particulas sélidas incrementa. En este orden de
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ideas, los compuestos de menor peso molecular como el Naf al tener menor Kow pueden
encontrarse ligeramente disueltos en el agua, en comparacién con los compuestos mas pesados
como el Bghi que al tener un Kqw alto son pocos solubles en agua y tienden a sedimentar,
acumularse en particulas sélidas o en el tejido graso de los organismos (Mojiri et al., 2019;
Abdel-Shafy & Mansour, 2016). Consecuentemente, las particulas solidas disueltas en el agua,

juegan un papel importante en la biodisponibilidad de los HAPs en el agua.

Los HAPs pueden sufrir distintos procesos de depuracion natural tales como: volatizacion,
fotooxidacién, oxidacion quimica, lixiviacion y degradacion microbiana, sin embargo a
condiciones naturales no se degradan facilmente convirtiéndose en compuestos persistentes,
caracteristica que aumenta al incrementar el peso molecular (Haritash & Kaushik, 2009).
Ademas, otros procesos como adsorcion, desorcion, solubilizacion, resuspension,
biotransformacién, hidrolisis y mineralizacion (SQG, 1999), generan que estas sustancias

mantengan un proceso ciclico en el medio marino.

Los moluscos bivalvos son organismos invertebrados que poseen cuerpos aplanados y una
concha con dos piezas o valvas, que lo cubre completamente. Estan unidas por un ligamento que
funciona a modo de bisagra el cual permite la apertura de la concha (Peteiro, Filgueira, &
Fernandez-Reiriz, 2019). Estos organismos pueden acumular los HAPs directamente por
consumo de los HAPs solubilizados en el agua (generalmente HAPs con 2-3 anillos) a través de
sus branquias o indirectamente por ingestion y asimilacién de HAPs adheridos a los sedimentos
de granos finos (generalmente HAPs con 4-6 anillos) a través de su tracto digestivo (Oros &
Ross, 2005). En comparacion con los peces y otros crustaceos, los bivalvos tienen muy poco
nivel de actividad enzimatica capaz de metabolizar los contaminantes organicos persistentes
como los hidrocarburos aromaticos (Leon et al., 2013). Por lo tanto, estos compuestos tienden a
acumularse a través de la bioconcentracion y biomagnificacion (Wang, Huang et al., 2020). De
manera resumida, en la Figura 1.2 se presenta un diagrama sobre la dinamica que sufren los

HAPs en el ambiente.
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Figura 1.2 Dindmica en el ambiente de los HAPs. Fuente: elaboracion propia.

1.3. IMPORTANCIA DE LOS MANGLARES

Dentro de los ecosistemas marinos de mayor importancia se encuentran los manglares, los cuales
son zonas localizadas en costas tropicales y subtropicales. Se ubican entre la tierra, el agua dulce
y el agua de mar (Ghizelini et al., 2019; Ranjan et al., 2012). Los manglares son areas altamente
vulnerables a actividades antropogénicas, como derrames de petrdleo y sus derivados, que
afectan los sedimentos, asi como los organismos presentes y los dependientes que habitan en

esta zona, como moluscos, crustaceos, peces, entre otros (Ghizelini et al., 2019).

Estas areas son altamente productivas, sirven como zonas de desove y cria de especies
migratorias. Por lo tanto, debido a su alta productividad primaria, juegan un rol fundamental
para la sostenibilidad de comunidades pesqueras. Sin embargo, los manglares son areas
altamente vulnerables a actividades antropogénicas, como derrames de petréleo y sus derivados,
afectando las concentraciones de HAPs sedimentos y todos los organismos presentes y
dependientes (Ghizelini et al., 2019).

La recoleccion de mariscos en general ha estado en auge, con un aumento de 9% en el continente
americano y 13.3% a nivel nacional de 1988 a 2018 (Ministerio de Agricultura, 2018). En
Colombia la recoleccion/pesca de mariscos fue 5097 Ton en el afio 2018 y son destinados
principalmente para consumo nacional y para exportacion a Espafia, Ecuador, Estados Unidos y
Panama (FAO, 2020).
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1.4. PROBLEMATICA DE LOS HAPs EN LA SALUD
HUMANA'Y EN EL AMBIENTE

La Agencia Internacional de Investigacion del cancer (IARC) ha clasificado algunos
contaminantes quimicos de acuerdo con su grado de carcinogenicidad. En el grupo 1 se
encuentran compuestos que se ha comprobado que son cancerigenos para los seres humanos.
Por su parte, en el grupo 2A se encuentran compuestos probablemente cancerigenos para el
hombre, es decir, existe evidencia limitada de que producen céncer en seres humanos, pero
existen pruebas suficientes de asociacion con cancer en animales de experimentacion.
Asimismo, en el grupo 2B se ubican los compuestos que posiblemente producen cancer en
humanos, lo que significa que existe evidencia limitada de asociacién con cancer en seres
humanos y pruebas no concluyentes de que se puedan asociar con el cancer en animales.
Ademas, en el grupo 3 estan los compuestos en donde adn no hay estudios suficientes y por lo
tanto no se clasifican. Por Gltimo, el grupo 4 hace referencia a compuestos no cancerigenos. La

clasificacion de los HAPs bajo el criterio anterior se presenta en la Tabla 1.2 (IARC, 2012).

Adicionalmente, para evaluar la toxicidad de los HAPs se usan los factores de equivalencia
toxicos, que mide la toxicidad de estos compuestos mediante la asignacién de un valor de factor
de equivalencia toxica (FET). El valor mas alto es el del BaP con un valor de 1 y los demas
tienen valores entre 0y 1 de acuerdo con su relacion de toxicidad con respecto a la del BaP. En
la Tabla 1.2 se reportan los valores de FET para los 16 HAPs prioritarios por la US-EPA (Nisbet
& LaGoy, 1992).

De la misma manera, se han reportado factores de concentracion minima mutagénica (CMM),
gue miden el riesgo de generar mutaciones de estos compuestos. La técnica usada para la
asignacion de estos factores es similar a la usada para los FET, asignando el valor mas alto de 1
para el BaP y para los demas compuestos son asignados de acuerdo con su relacion de
mutagenicidad con respecto a la del BaP. En la Tabla 1.2 (Durant et al., 1996) se reportan los
factores CMM para los 16 HAPs prioritarios por la US-EPA.

Tabla 1.2 Clasificacién por riesgo de cancer, factores de equivalencias toxicos y concentraciones

minimas mutagénicas para los 16 HAPs prioritarios por la US-EPA.

Grupo Clasificacion Compuesto FET® CMMP
1 Cancerigenos Benzo(a)Pireno 1.0 1.0
2A Probablemente Dibenzo(a,h)Antraceno 1.0 0.29

cancerigenos
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Grupo Clasificacion Compuesto FET? CMMP
2B Posiblemente producen Naftaleno - -
céancer Benzo(a)Antraceno 0.1 8.2x10?
Criseno 0.01 1.7x10?
Benzo(b)Fluoranteno 0.1 0.25
Benzo(k)Fluoranteno 0.1 0.11
Indeno(1,2,3-cd)Pireno 0.1 0.31
3 No se clasifica Acenafteno 0.001 -
Fluoreno 0.001 -
Fenantreno 0.001 -
Antraceno 0.01 -
Fluoranteno 0.001 -
Pireno 0.001 -
Benzo(ghi)Perileno 0.01 0.19
4 No cancerigeno Acenaftileno 0.001 5.6x10*

8Factor de equivalencia toxico para cada HAP (Nisbet & Lagoy, 1992)
bFactor de concentracion minima mutagénica para cada HAP (Durant et al., 1996)

En los ecosistemas marinos, valores muy altos de concentracion de HAPs, pueden causar efectos
adversos a organismos bénticos cuando estos son expuestos a sedimentos marinos contaminados
(NOAA, 1999). Asimismo, los HAPs tienden a acumularse en los organismos marinos a través
de bioconcentracion y biomagnificacion, resultando finalmente en riesgos para la salud humana
através del consumo dietario (Wang et al., 2020). EI consumo mundial de peces y otros mariscos
el afio 2013 fue de 19 kg percépita por afio (FAO, 2014) mientras que en Colombia esta cifra en
2018 fue de 8.4 kg percapita por afio (Ministerio de Agricultura, 2018). Lo anterior evidencia el

riesgo al que muchos consumidores de peces y mariscos pueden estar expuestos.

1.5. NORMATIVA INTERNACIONAL Y NACIONAL

Para evaluar el riesgo que las concentraciones de HAPs en sedimentos marinos pueden causar
en organismos bénticos expuestos a sedimentos marinos contaminados, la NOAA ha establecido
que la concentracion de la Z16HAPs no puede ser mayor que 1684.1 ng g. Por su parte, la guia
canadiense para calidad de suelos establece los limites regulatorios con base al Equivalente
Toxico de BaP en donde este valor no puede superar los 600 ng-BaP g. Igualmente, para los
HAPs individuales se establecen concentraciones maximas que estos compuestos deben tener
para evitar riesgos a la biota (Ver Tabla 1.3) (SQG, 1999).
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Tabla 1.3 Limites regulatorios para las concentraciones individuales de los HAPs en sedimentos

marinos.
Compuesto | Concentracion Compuesto Concentracion
Limite SQG? Limite SQG
(ng g% (ng g1

Naftaleno 35 Benzo[a]antraceno 75

Acenaftileno 5.9 Criseno 108
Acenafteno 6.7 Benzo[b]fluoranteno -
Fluoreno 21 Benzo[k]fluoranteno -
Fenantreno 87 Benzo[a]pireno 89
Antraceno 47 Indeno[1,2,3- -

cd]pireno

Fluoranteno 113 Dibenz[a,h]antraceno 6.2

Pireno 153 Benzo[ghi]perileno -

8SQG: Sediment Quality Guidelines (Directrices para la calidad de sedimentos para la proteccion

de la vida acuatica de Canada).

Para evaluar el riesgo ecolégico de HAP individual, existen normativas que permiten estimar si
el efecto sobre el potencial bioldgico, es de rango de efectos bajo (REB) o rango de efectos
medio (REM) (Cai et al., 2019; Lin, etal., 2017; Long et al., 1995). Las concentraciones de cada
HAP por debajo del valor de REB indican poco o ningun efecto adverso sobre la biota, valores
entre el REB y el REM indican que pueden ocasionalmente generar efectos adversos, mientras
que valores por encima del REM indican que son muy probables los efectos adversos (Lin, et
al., 2017; Lin etal., 2018; Qu et al., 2018b).

Para el consumo humano de organismos bivalvos, en Colombia la normativa (Ministerio de
Salud y Proteccion Social Colombia, Resolucion 122 de 2012, art. 6), establece los limites
permitidos de la suma de las concentraciones de cuatro HAPs (X4HAPs) (BaP, BaA, BbFy Cri),
la cual no puede superar los 35 ng g*. Al igual que en Colombia, la comision de regulacion de
la Unidn Europea establece los limites de concentracion basados en la X4HAPs mencionados
anteriormente (Union Europea, Reglamento N° 1327, 2014, art. 1; Unién Europea, Reglamento
N° 835, 2011, art. 2), valor que no puede superar los 30 ng g*. Para este estudio fue realizada la
comparacion con ambas normativas, con el objetivo de evaluar si las concentraciones de HAPs

cumplen con las normativas nacional e internacional.
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1.6. FUENTES DE CONTAMINACION

Los HAPs pueden provenir de fuentes de origen petrogénico dado el hecho que estos compuestos
son constituyentes del petrdleo, de origen pirolitico cuando resultan de la quema incompleta de
materia organica o combustibles fdsiles y de origen geogénico como emisiones volcénicas
(Nascimento et al., 2017; Yunker et al., 2002). Estos contaminantes pueden ser introducidos al
ambiente costero a través de derrames de crudo, trafico de embarcaciones, descarga de aguas
residuales, combustion de combustibles fosiles, fuentes no puntuales como escorrentias urbanas

y lluvia atmosférica de los exhaustos de los vehiculos (Ranjan et al., 2012; Tam et al., 2001).

Con base en la actividad portuaria y petrolera del municipio, en la bahia de Tumaco se han
identificado los siguientes riesgos asociados a derrames de crudo: derrames invisibles atribuidos
a pequerfias embarcaciones que transitan por el area, el terminal petrolero, derrames continentales
atribuidos a posibles rupturas en el oleoducto, buques en transito fuera de la bahia de Tumaco
que transitan de Sudamérica hacia el canal de Panama y derrames off-shore (Tejada & Afanador,
2003). Adicionalmente, la fuerte presencia de la industria ilegal de produccion de base de coca
en la region (Gaviria & Mejia, 2011) generan residuos de gasolina que pueden ser vertidas

frecuentemente sin control a las fuentes hidricas del municipio.

Diferentes relaciones diagnosticas de isomeros de HAPs han sido usadas en varios estudios para
estimar si los HAPs en sedimentos provienen de fuentes petrogénicas, de combustion liquida o
de combustién de biomasa o carbon. (Cai et al., 2019; Assuncao et al., 2017; Nascimento et al.,
2017). La seleccion de las relaciones diagnosticas adecuadas, dependen de los compuestos que
sean detectados en las muestras analizadas. Dentro de las multiples relaciones diagnosticas
existentes, se ha demostrado en diferentes estudios que las relaciones Fla / (Fla + Pir) y Ant /
(Ant + Fen) presentan mayor precision en la estimacion de las posibles fuentes de contaminacion
(Cai et al., 2019; Xue et al., 2016; Qu et al., 2018a; Montuori et al., 2016).

Adicionalmente, la relacion HAPs-BPM/HAPs-APM, la cual corresponde a HAPs de bajo peso
molecular (HAPs-BPM) y HAPs de alto peso molecular (HAPs-APM), permite conocer el
comportamiento de la contaminacion, dado que las fuentes petrogénicas tienden en general a
producir HAPs-BPM, mientras que las fuentes pirogénicas producen principalmente HAPs-
APM (Yunker et al., 2002).
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1.7. TOMA DE MUESTRAS

El nivel de la marea en la costa pacifica se ve afectado por la atraccidn gravitacional que ejerce
la luna y en menor medida el sol sobre la tierra, y por la fuerza centrifuga generada por la
rotacion de la tierra sobre su propio eje. La suma de estas dos fuerzas produce dos abultamientos
de agua en la tierra: una en el lado de la Lunay otra en el lado opuesto. Debido a lo anterior, se
producen periédicamente un ascenso y descenso de las mareas, en donde la mayor y menor
amplitud alcanzada se denominan pleamar y bajamar respectivamente (Strobel, 2006). Estas
condiciones varian diariamente y son pronosticadas por el IDEAM en su prondstico de

pleamares y bajamares en la costa pacifica colombiana (IDEAM, 2019).

Para la toma de muestras marinas para analisis de HAPs, generalmente se recomiendan
condiciones de bajamar, dado que con estas caracteristicas se favorece la deposicion de la
fraccion fina, la cual presenta mayores concentraciones de contaminantes lipofilicos (Gonzalez,
Beretta, Fiscina, & Vidal, 2014; US-EPA, 2001).

Para el muestreo de aguas marinas, INVEMAR (2003) en su protocolo analitico plantea una
metodologia para la recoleccion de agua superficiales. Para el andlisis de parametros
fisicoquimicos, la toma de muestra de agua marina se puede realizar de manera manual

introduciendo la botella colectora bajo la superficie a una profundidad aproximada de 25 cm.

Para el muestreo de sedimentos marinos la US-EPA (2001) ha establecido un protocolo, el cual
se describe en el método 823-B-01-002. Asimismo, diversas entidades nacionales como
INVEMAR (2003) han establecido protocolos para la recoleccion de muestras. Para zonas
profundas existen diversos tipos de equipos como dragas o corazonadores. Las dragas mas
comunes para recoleccion de muestras de sedimentos son las dragas VVan Veen, las cuales estan
conformadas por dos mandibulas que al tocar el fondo se accionan mediante un mecanismo de
palanca y se cierran tomando la muestra (Instituto de Fomento Pesquero, 2009). En la Figura
1.3 se presenta una representacion del mecanismo de accion de las dragas Van Veen para toma

de muestras de sedimentos.
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Figura 1.3 Mecanismo de accion de las dragas Van Veen para toma de sedimentos marinos, adaptada
de (ECOIM, 2016)

Una de las ventajas de las dragas Van Veen con respecto a otros equipos de muestreo de
sedimentos, es que, al estar conectadas a un sistema de polea conocido como malacate, permiten
el muestreo desde una embarcacion, evitando el riesgo de recurrir al muestreo directo mediante
buceo, especialmente, en zonas contaminadas (Guerra-Garcia & Garcia-Gomez, 2008). La
profundidad y el volumen de recoleccion de las muestras pueden variar, dependiendo del tamafio

de la draga.

Por otro lado, para el caso de muestreo de sedimentos marinos en zonas poco profundas, como
por ejemplo los manglares. EI muestreo se realiza de manera manual, utilizando espatulas de
acero inoxidable, previamente descontaminadas (INVEMAR, 2003; US-EPA, 2001).

En sedimentos marinos de la bahia de Tumaco, un estudio realizado por Tejada & Afanador
(2003) establecio para la costa de Tumaco un mapa con indice de sensibilidad ambiental (ISA),
el cual permite clasificar los diferentes tipos de sedimentos costeros con base en su
granulometria y la sensibilidad a los derrames de hidrocarburos. El valor de ISA varia entre 1y
10 dependiendo de la granulometria de sedimentos, siendo un ISA=1 para orillas rocosas o
acantilados, ISA=3 para playas de arena de grano medio, ISA=7 para playas de arena de grano
fino y un ISA=10 para manglares y pantanos los cuales tienen arena de grano muy fino.

Para el muestreo de Anadara tuberculosa las metodologias planteadas en el protocolo analitico
de INVEMAR (2003) y en la guia de muestreo del Programa de Naciones Unidas para el Medio
Ambiente PNUMA (2008), establecen que la recoleccion de Anadara tuberculosa se puede

realizar de manera manual utilizando espatulas de acero inoxidable o cuchillos de ostras. Las
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muestras recolectadas deben ser preservadas en papel aluminio y bolsas plasticas y, refrigeradas

durante su transporte al laboratorio.

Los parametros fisicoquimicos como pH, conductividad, turbidez, dureza y sélidos suspendidos
totales (SST), generalmente se determinan con base en los métodos estipulados en el “Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater” de la American Public Health
Association (APHA), American Water Works Association (AWWA) y Water Pollution Control
Facility (WPCF) (APHA, AWWA, & WPCF, 1995). En el libro publicado por Londofio,

Giraldo, & Gutiérrez (2010), se hace una recopilacon y adaptacién de estos métodos.

1.8. METODO ANALITICO VERDE

Para el analisis de HAPs la US-EPA establece diferentes técnicas, las cuales se basan
principalmente en cromatografia de gases (CG) acoplada a espectrometria de masa (MS),
detector por ionizacién de Ilamas (FID) u otro tipo de detectores. Para el caso de compuestos
organicos semivolatiles como los HAPs, la US-EPA (2018) mediante el método 8270 establece

un método analitico para el analisis de estos compuestos mediante CG-MS.

Previo al analisis por cromatografia se debe realizar una serie de técnicas de preparacion de
muestras y extraccion que permitan obtener un extracto con los analitos objetivos. Para muestras
solidas, la US-EPA propone diversas técnicas como las que se listan en la Tabla 1.4 y su

seleccion depende de la matriz de donde se deseen extraer los analitos.

Tabla 1.4 Métodos de la US-EPA para la preparacién de muestras sélidas para analisis de HAPs

Proceso N° Método EPA Descripcion
3540, 3541, 3542 | Extraccion soxhlet
3545 Extraccion por fluido presurizado
3546 Extraccion por microondas
Extraccion 3550 Extraccion ultrasénica

3560, 3561, 3562 | Extraccion por fluido supercritico

3580 Dilucion del residuo/sélido

3611 Columna empacada con alimina
Limpieza y fraccionamiento 3630 Columna empacada con silica gel

3640 Gel de permeacion

3535 Extraccion en fase solida
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Dado la complejidad de estas técnicas de preparacion de muestras y al impacto ambiental por el
uso de solventes organicos, diferentes autores han desarrollado métodos modificados para la
preparacion de muestras de sedimentos marinos y bivalvos. Para la preparacién de muestras de
sedimentos, Oliveira et al. (2018), se basa en la extraccion dinamica con solventes asistida por
ultrasonido (DSASE) y filtracion por membrana, para extraer los analitos y purificar el extracto
respectivamente. Este método presenta la caracteristica de que la extraccién se realiza con una
pequefia cantidad de muestra y una baja cantidad de solvente organico, en comparacion con otras

técnicas como la extraccién soxhlet.

Por otro lado, para el caso de tejidos de organismos acuaticos, Camargo (2019), utiliza un
método de extraccion mediante dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD). El principio de
la extraccion MSPD consiste en aumentar el area superficial de la muestra, mediante un material
Ilamado agente dispersante, el cual es mezclado con la muestra, y luego la mezcla es
homogenizada y pulverizada con apoyo de un mortero y mazo (Barker, Long, & Short, 1989).
Diferentes agentes dispersantes como octadecilsilano (C18), florisil, alumina, silica (SiO.),
nanoparticulas metalicas y polimeros pueden ser usados dependiendo de la polaridad y
caracteristica de los analitos. Posteriormente, la mezcla es transferida a una columna empacada
para realizar el proceso de extraccion y limpieza-fraccionamiento, los cuales se realizan en una
sola etapa. En comparacion con los métodos tradicionales, esta técnica presenta la ventaja de
que al realizar el proceso de extraccion y limpieza-fraccionamiento en una sola etapa, hay ahorro
de solvente organico que en un método tradicional se usaria en la etapa de extraccion, reduciendo
por lo tanto su impacto ambiental. En la Figura 1.4 se presenta un esquema del principio basico
de la técnica de MSPD.
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Figura 1.4 Principio bésico de la técnica de MSPD, adaptado de (Camargo, 2019)

Un método analitico alterno que permite analizar compuestos organicos no-polares de matrices
solidas, sin tener que recurrir al uso de solventes organicos, es el método hibrido acoplado de
lixiviacion desde RDSE y microextraccion con SPME (RDSE - SPME) implementado por
Mendes et al. (2018).

El método RDSE - SPME, consiste en dos etapas: en la primera una porcion de muestra sélida
es afladida en la cavidad de un disco rotatorio, el cual es sellado con papel filtro y anillo de teflén
y es sumergido en un vial, en donde una cantidad conocida de agua desionizada mezclada con
NaCl es afadida al sistema y mediante rotacion los analitos son transferidos (lixiviacion) hacia
el medio acuoso (Mendes et al., 2018). Sin embargo, la muy baja solubilidad de algunos HAPs
puede dificultar la particion sélido-agua durante esta etapa (Kronenberg et al., 2017; Kim & Lee,
2019).

En la segunda etapa, se somete el sistema a calentamiento, en donde se favorece la particion del
solido a la fase acuosa, asimismo, la alta temperatura favorece la dilucion de los analitos en el
agua (Smith, 2002). Posteriormente, la fibra es sumergida por inmersion directa en el medio
acuoso, en donde los analitos por difusion se transfieren hacia el espacio de cabeza y la particion
agua-fibra ocurre. Una vez se cumple el tiempo de extraccion, la fibra es trasladada al puerto de

inyeccion del GC el cual se encuentra a una temperatura determinada y por desorcion térmica
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los analitos son liberados en el equipo para su analisis cromatografico. En la Figura 1.5 se

muestra un esquema general del procedimiento RDSE - SPME.
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Figura 1.5 Diagrama esquematico del método RDSE - SPME para analisis de HAPs en muestras
solidas, adaptado de (Mendes et al., 2018)

Para evaluar el grado de quimica verde de los métodos analiticos existen diferentes métodos,
uno de ellos es el uso de la eco-escala analitica propuesta por Galuszka (2012). Esta escala esta
basada en la asignacion de puntos de penalidad a pardmetros de un proceso analitico que afectan
al medio ambiente. Una vez se determinan los puntos de penalidad totales, se calcula el valor de
eco-escala. En esta escala se tienen en cuenta cinco parametros: cantidad de solvente usado,
nivel de peligro de los solventes usados, consumo de energia del método, riesgos ocupacionales

y residuos generados.
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CAPITULO 2 - METODOLOGIA

La metodologia que se presenta a continuacion muestra primero los aspectos relacionados con
la toma de muestra realizada el 11 de septiembre de 2019. Luego se detallan los métodos
analiticos utilizados para la determinacion de pardmetros fisicoquimicos, la evaluacion de los
parametros de validacion del método de anélisis de HAPs en sedimento marino certificado,
método de analisis de HAPs en muestras tanto de sedimentos marinos como bivalvos y el método
de cuantificacion de los HAPs. Posteriormente, se muestran las relaciones diagnosticas para la
estimacion de posibles fuentes de contaminacion. Consecuentemente, se describe el método
usado para la evaluacion de los riesgos toxicoldgicos. Finalmente, se presenta el método usado
para realizar los ensayos preliminares del método verde para analisis de HAPs en muestras

s6lidas.

21 MUESTREO

Para llevar a cabo el muestreo se tuvieron en cuenta tres aspectos fundamentales: la
vulnerabilidad y amenazas del area de estudio para ubicar los puntos de muestreo, la dinamica
de las mareas para seleccionar la hora adecuada para realizar el muestreo y la seleccion de

equipos y metodologia para el muestreo.

2.1.1 UBICACION DE PUNTOS DE MUESTREO

La bahia de Tumaco se encuentra ubicada en el municipio del mismo nombre, en el extremo sur
de la costa pacifica de Colombia, frontera con Ecuador, entre las coordenadas (01°37°00"N,
79°01°00”0) y (02°09°30"N, 78°26°00”0). En la bahia existen numerosos ecosistemas marinos
y costeros, con gran predominio de manglares (Tejada & Afanador, 2003). Una de las principales
actividades economicas que se realizan en este municipio es el de transporte y exportacion de
hidrocarburos, los cuales llegan al puerto a través del oleoducto transandino. Ademas, gran parte
de la poblacion subsiste de la produccion acuicola artesanal, dentro de la cual uno de los

principales productos son los moluscos bivalvos, los cuales habitan en los manglares.

Con base en la actividad portuaria y petrolera del municipio, en la bahia de Tumaco se han
identificado los siguientes riesgos asociados a derrames de crudo: derrames invisibles atribuidos

a pequefias embarcaciones que transitan por el area, el terminal petrolero, derrames continentales

26



atribuidos a posibles rupturas en el oleoducto, buques en trénsito fuera de la bahia de Tumaco
que transitan de Sudamérica hacia el canal de Panaméa y derrames off-shore que ocurren en
Ecuador y que por su cercania son arrastrados hasta la bahia de Tumaco (Tejada & Afanador,
2003).

La seleccidn de los puntos de muestreo para HAPs en la bahia de Tumaco se baso en el interés
de conocer el aporte que tienen las posibles fuentes mencionadas anteriormente, la distribucién
de la contaminacion y el impacto en Anadara tuberculosa y en los ecosistemas marinos y

estuarinos de la bahia.

El area de estudio se dividid en tres sub-areas para el muestreo de sedimentos marinos y bivalvos
(Anadara tuberculosa), cada una con riesgos diferentes por derrame de crudo. Se garantizo la
presencia en cada sub-area de al menos un manglar en donde habitara la especie comercial
Anadara tuberculosa. Dentro de cada sub-area fueron seleccionados diferentes puntos de

muestreo.

Las muestras de Anadara tuberculosa fueron recolectadas en cuatro puntos de muestreo y en un
punto adicional fueron compradas a comerciantes de la zona, con el objetivo de conocer si existe
contaminacion en muestras comercializadas. En los puntos en donde se recolectaron bivalvos,
fueron tomadas muestras de agua y de sedimentos marinos. Adicionalmente, fueron tomadas
muestras de sedimentos marinos en otros puntos de la bahia, con el objetivo de conocer la

distribucion espacial de la concentracién de HAPs.

El &rea de estudio tanto para sedimentos marinos como bivalvos fue dividida en tres sub-areas,
con base en la ubicacion geografica y en las posibles fuentes de contaminacién. Las sub-areas

seleccionadas se describen a continuacion:

Area portuaria de Tumaco (Isla del Morro): El &rea portuaria de Tumaco se caracteriza
principalmente por contar con la presencia de diversos puertos, en donde reciben barcos de hasta
6 metros de calado con marea alta y de hasta 145 metros de largo (RIMISP, 2017). Dentro de
los principales productos que son transportados por los buques transelntes, se encuentran el
crudo de petréleo que llega al puerto desde Putumayo a través del oleoducto transandino para
ser exportado, también combustibles liquidos derivados de petréleo que llegan al puerto
mediante via maritima desde las refinerias de petrdleo para ser distribuido a las estaciones de

servicio en la region.
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Debido a lo anterior, en esta sub-area se identifican principalmente los siguientes riesgos por
derrames: derrames asociados a actividades de carga y descargue de hidrocarburos, derrames
invisibles atribuibles a pequefias embarcaciones que transitan en la zona, buques en trénsito
fuera de la bahia y derrames off-shore provenientes de Ecuador. En esta sub-area fue
seleccionado un punto de muestreo (P1) en donde se recolectaron muestras de Anadara
tuberculosa, sedimento marino y agua, y siete puntos adicionales (P2, P8, P9, P10, P11y P12)

en donde solo se recolectaron muestras de sedimento marino.

Desembocadura del Rio Rosario (Trujillo): Esta es un &rea estuarina en donde desemboca el
rio Rosario sobre el océano Pacifico. Este rio cuenta con una longitud de 75 km y es el de
segunda importancia en el territorio municipal, teniendo una influencia sobre el 60 % de la
ensenada de Tumaco (Alcaldia de Tumaco, 2008). Esta zona se encuentra en un area rural del
municipio, alejada del casco urbano y de la zona portuaria, en donde, el flujo de embarcaciones

es bajo (principalmente pequefias lanchas de pescadores en la zona).

A lo largo de la historia, el rio Rosario se ha visto afectado por derrames continentales de crudo,
principalmente como consecuencia de rupturas en el oleoducto transandino. Por esta razon, en
el area de Trujillo (localidad en donde desemboca el rio) se han presentado concentraciones de
T16HAPs muy altas, llegando a registrar valores de 20140 ng g* (DIMAR, 2003). Este valor se
encuentra muy por encima de 1684.1 ng g%, nivel critico establecido por la NOAA (1999). Uno
de los derrames mas reciente sobre el rio Caunapi el cual desemboca en el rio Rosario se presento
en el afio 2018 (Redaccion Economia, 2018). Posterior a este Gltimo evento no se han evaluado

los niveles de concentraciéon de HAPs en la zona.

Con base en las consideraciones anteriores, en esta sub-area fueron identificados principalmente
los siguientes riesgos de derrames: derrames continentales atribuidos a posibles rupturas en el
oleoducto, derrames invisibles de pequefias embarcaciones que transitan en la zona y derrames
Offshore (Tejada & Afanador, 2003). Para este estudio fueron seleccionados en esta sub-area
dos puntos de muestreo (P4 y P5) en el area interna del estuario, en ambos fueron recolectadas
muestras de Anadara tuberculosa, sedimento marino y agua, un punto de control (P3) en donde
fueron obtenidas Anadara tuberculosa que eran comercializadas por recolectores/vendedores de
esta especie en la zona y un punto de muestreo (P6) en el area externa (zona marina) en donde

solo fue muestreado sedimento marino y
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Zona residencial (Sector del Pindo): Esta zona se encuentra ubicada en la zona continental del
municipio de Tumaco, conformada por un gran numero de barrios densamente poblados y por
una gran cantidad de esteros y manglares. En esa zona hay un alto flujo de embarcaciones
pequefas que se dedican a transportar pasajeros. En esta sub-area fue seleccionado un punto de
muestreo de manglar (P13) en donde fueron recolectadas muestras de Anadara tuberculosa,
sedimento marino y agua, y un punto adicional (P7) en donde solo se muestred sedimento

marino.

En la Figura 2.1, se presenta la ubicacion de los puntos de muestreo seleccionados para este

estudio en la bahia de Tumaco.
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Figura 2.1. Ubicacion de los puntos de muestreo para determinacién de HAPs en la bahia de Tumaco
En la Tabla 2.1 se presenta un resumen de las caracteristicas de los puntos de muestreo y se
muestra el nimero de muestras de sedimentos y bivalvos recolectados en cada uno de ellos.
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De la Tabla 2.2 a la Tabla 2.4 se presentan las principales caracteristicas en cada &rea de
muestreo, se describen las matrices recolectadas en cada punto y se muestra un registro

fotografico del area de estudio y del procedimiento de muestreo.
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Tabla 2.1 Resumen de las caracteristicas y muestras recolectadas en los puntos de muestreo

Indice de sensibilidad

Punto Aren ambiental (ISA) Flujo qe | atitud Longitud Muestras recolectadas
de muestreo embarcaciones
Valor ISA | Tipo sedimento Sedimento | Bivalvo | Agua
1 Portuaria 3 Arena grano medio Alto 01°48'29"N | 78°44'23"0 1 3 1
2 Portuaria 7 Arena grano fino Alto 01°49'03"N | 78°43'57"0 1 0 0
3 Desembocadura 10 N/A N/A Bivalvos comprados a 0 3 0
vendedores de la zona
4 Desembocadura 10 Lodo de manglar Bajo 01°49'55"N | 78°43'52"0 1 5 1
5 Desembocadura 10 Lodo de manglar Bajo 1°45'12"N 78°36'6"0 1 4 1
6 Desembocadura 7 Arena grano fino Medio 1°47'36"N 78°36'50"0 1 0 0
7 Residencial 7 Arena grano fino Medio 1°47'28"N 78°47'19"0 1 0 0
8 Portuaria 3 Arena grano medio Medio 1°49'25"N 78°45'37"0 1 0 0
9 Portuaria 3 Arena grano medio Medio 1°49'7"N 78°45'17"0 1 0 0
10 Portuaria 3 Arena grano medio Medio 1°49'24"N 78°44'41"0 1 0 0
11 Portuaria 3 Arena grano medio Medio 1°49'46"N 78°43'49"0 1 0 0
12 Portuaria 3 Arena grano medio Medio 1°48'46"N 78°4520"0 1 0 0
13 Residencial 10 Lodo de manglar Medio 1°48'12"N 78°47'27"0 1 5 1
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Tabla 2.2 Ficha de campo del area portuaria en la bahia de Tumaco para la toma de muestras de

sedimento marino, Anadara tuberculosa y agua marina, afio 2019

AREA PORTUARIA DE TUMACO

Caracteristica Detalle
Datos basicos y ubicacion
Nombre Area Portuaria
Ubicacion Isla el Morro
Ambiente Urbano
Municipio Tumaco
Departamento Narifio
Latitud 01°4829"N
Georreferenciacion Longitud 78°44'23"0
Altitud (msnm) 0
Principales actividades econdmicas Actividad portuaria y recreacion (playas turisticas),
Fecha de muestreo 11/09/2019
Riesgo asociado con las principales amenazas
Carga y descarga de hidrocarburos Alto
Derrames continentales (ruptura oleoducto) Bajo
Flujo de embarcaciones Medio
Buques en transito fuera de la bahia Medio
Derrames Off=shore (Ecuador) Bajo
Puntos de muestreo
Muestreo de sedimentos, bivalvos y agua Pl
Muestreo solo de sedimentos P2, P8, P10, P11 y P12
Registro fotogrifico
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Tabla 2.3 Ficha de campo del area de desembocadura del rio Rosario en la bahia de Tumaco para la

toma de muestras de sedimento marino, Anadara tuberculosa y agua marina, afio 2019

DESEMBOCADURA DEL RiO ROSARIO

Caracteristica Detalle
Datos bisicos y ubicacion
Nombre Desembocadura del Rio Rosario
Ubicacion Ensenada de Tumaco (vereda Trujillo)
Ambiente Rural
Municipio Tumaco
Departamento Nariio
Latitud 01°49'55.4"
Georreferenciacion Longitud 78°43'52.8"
Altitud (msnm) 0
Principales actividades economicas Pesca y recoleccion de moluscos
Fecha de muestreo 11/092019
Riesgo asociado con las principales amenazas
Carga vy descarga de hidrocarburos Medio
Derrames continentales (ruptura oleoducto) Alto
Flujo de embarcaciones Bajo
Buques en transito fuera de la bahia Medio
Derrames Off-shore (Ecuador) Bajo
Puntos de muestreo
Muestreo de sedimentos, bivalvos y agua P4y P5
Muestreo solo de sedimentos /solo bivalvos P6/P3
Registro fotogrifico
Google Eafth
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Tabla 2.4 Ficha de campo de la zona residencial en la bahia de Tumaco para la toma de muestras de

sedimento marino, Anadara tuberculosa y agua marina, afio 2019

Caracteristica i Detalle

Datos bisicos y ubicacion

Nombre Zona Residencial
Ubicacion Sector del Pindo
Ambiente Urbano
Municipio Tumaco
Departamento Nariiio

Latitud 1°48'12.06"N
Georreferenciacion Longitud 78°47'27.69"0

Altitud (msnm) 0
Principales actividades economicas Pesca y zona residencial
Fecha de muestreo 11/09/2019

Riesgo asociado con las principales amenazas

Carga y descarga de hidrocarburos Medio
Derrames continentales (ruptura oleoducto) Bajo
Flujo de embarcaciones Medio
Buques en transito fuera de la bahia Medio
Derrames Off-shore (Ecuador) Bajo
Puntos de muestreo

Muestreo de sedimentos, bivalvos y agua P13
Muestreo solo de sedimentos P7

Zona Residencial

Registro fotografico

2.1.2 SELECCION DE DIA Y HORA DE MUESTREO

Para el muestreo de sedimentos y suelos, existen diferentes tipos de muestreo (muestreo de

identificacion, muestreo de detalle, muestreo de nivel de fondo y muestreo de comprobacion)

(Ministerio de Ambiente Per(, 2014). El muestreo de identificacion es de caracter exploratorio
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y en él solo se realiza una campafa de muestreo, en la cual se busca identificar si una zona se
encuentra contaminada o no. En estudios en donde se recolectan muestras marinas de zonas muy
apartadas, este tipo de muestreo es muy comun dado que es dificil el acceso continuo a esos
lugares. Asimismo, las muestras simples (tomadas en un tiempo y un lugar particular), permiten
representar las condiciones puntuales de una muestra y son aplicables para compuestos
organicos volatiles, hidrocarburos y los BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos)
(Ministerio de Ambiente Perd, 2014). En este estudio se realizaron muestreos simples de
identificacion, con el objetivo de conocer el nivel de contaminacion en los puntos de muestreo

seleccionados.

Cuando se desea realizar muestreo de sedimentos para analisis de contaminantes, es
recomendado tomar las muestras en un periodo de bajamar, debido a que a estas condiciones se
favorece la deposicion de la fraccion fina las cuales presentan mayores concentraciones de
contaminantes lipofilicos (Gonzalez, Beretta, Fiscina, & Vidal, 2014; US-EPA, 2001).
Asimismo, esta condicion favorece el ingreso a los manglares para la busqueda y recoleccién de

Anadara tuberculosa.

Con base al pronoéstico del IDEAM (2019) fue determinado que para el dia 11 de septiembre de
2019 (dia en el cual se realizé el muestreo), ocurria pleamar a las 01h55min disminuyendo hasta
bajamar a las 08h04min aumentando nuevamente hasta pleamar a las 14h14miny disminuyendo
nuevamente hasta bajamar a las 20h29min. Con base en lo anterior, fue llevado a cabo el
muestreo desde las 06h00min - 12h00min y desde las 17h00min — 19h00min del 11 de
septiembre de 2019, horas en las cuales los niveles de marea se encontraban en estado de

bajamar.

2.1.3 EQUIPOS Y METODOLOGIA DE MUESTREO

Para el muestreo de aguas marinas fue utilizada la metodologia planteada en el protocoloco
analitico de INVEMAR (2003). El muestreo de agua marina fue realizado de manera manual

debido a que las muestras fueron superficiales.

Para el muestreo de sedimentos marinos fueron utilizadas las metodologias planteadas en el
método 823-B-01-002 de la US-EPA (2001) y el protocolo analitico de INVEMAR (2003). Para
zonas profundas (> 1 m) se utiliz6 una draga Van Veen de acero inoxidable, anclado a un

malacate el cual permite introducir la draga hasta el fondo del mar. Este equipo fue
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proporcionado por el laboratorio de Hidraulica del GTA en Ingenieria Hidraulica y Ambiental
de la Universidad Nacional de Colombia Sede Manizales. La profundidad de las muestras
recolectadas no super6 los 4 m. Por otro lado, para zonas poco profundas (< 1 m) como el caso

de los manglares, el muestreo fue realizado de manera manual utilizando espétulas.

Para el muestreo de Anadara tuberculosa fueron utilizadas las metodologias planteadas en el
protocolo analitico de INVEMAR (2003) y en la guia de muestreo del Programa de Naciones
Unidas para el Medio Ambiente PNUMA (2008). Con base en estos protocolos, la recoleccion
de Anadara tuberculosa fue realizada de manera manual utilizando espatulas y cuchillos de

ostras.

2.1.4. PREPARACION DE MATERIALES

Todos los materiales usados para el muestreo (papel aluminio, pinzas, contenedores) pasaron
previamente por un proceso de pretratamiento. El papel aluminio fue lavado con hexano, secado
en un horno a 60 °C por 1 hora y calcinado en una mufla a 400 °C por 4 horas, ambos procesos
fueron realizados en el laboratorio de Procesos Productivos de la Universidad Nacional de
Colombia Sede Manizales. Los deméas materiales fueron sometidos a un proceso de extraccion
con solvente asistido por ultrasonido durante 30 minutos, empleando agua ASTM Tipo |,
obtenida con equipos de la compafiia Millipore (milli-Q) como solvente de extraccion (limpieza)
y un equipo de bafio ultrasénico Branson 3510, procedimiento realizado en el laboratorio de
Calidad del Aire de la Universidad Nacional de Colombia Sede Manizales. Las ondas
ultrasonicas permiten formar burbujas microscopicas que al colapsar producen un efecto
Ilamado cavitacion, el cual aumenta la presion y la temperatura en el solvente, el aumento de
presion facilita el ingreso de solvente a los poros de los materiales y el aumento de temperatura
permite remover mas facilmente los contaminantes presentes. Posteriormente, los materiales
fueron secados en un horno a 105 °C y lavados con acetona para remover los posibles

contaminantes remanentes.

Una vez culminado el pretratamiento, todos los materiales fueron cubiertos con papel aluminio
tratado y almacenados hasta su uso. Asimismo, el papel aluminio usado para la recoleccion de

muestras fue almacenado en bolsas ziploc.
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MUESTREO DE AGUA MARINA

Para el muestreo de aguas marinas fue usada la metodologia planteada en el protocoloco
analitico de INVEMAR (2003). Se tomaron 50 mL de muestras de agua en contenedores
plasticos, cubiertos con papel aluminio para evitar la exposicion a la radiacion solar,
transportadas bajo refrigeracion en una nevera portatil con pilas de gel refrigerantes a una
temperatura aproximada de 4 °C y utilizadas para la determinacion de parametros
fisicoquimicos, estas muestras fueron tomadas en los puntos en donde se tomaron muestras de
Anadara tuberculosa. En vista de que el agua muestreada fue superficial, el muestreo se realizo
de manera manual, introduciendo el contenedor plastico bajo la superficie a una profundidad

aproximada de 25 cm.

Dado las limitaciones para el traslado de equipos para la medicion de pardmetros in-situ y
reactivos para la conservacion de pardmetros no conservativos, de acuerdo a lo sugerido por el
protocolo de INVEMAR (2003), todas las muestras de agua recolectadas fueron transportadas
bajo refrigeracion en una nevera portatil con pilas de gel refrigerantes a una temperatura
aproximada de 4 °C y todos los parametros fueron medidos inmediatamente se llevaron las
muestras al laboratorio de Procesos Productivos de la Universidad Nacional de Colombia Sede
Manizales. Para el analisis de dureza no fue posible realizar el acondicionamiento in situ de la
muestra, debido a problemas logisticos para transportar los reactivos necesarios hasta el
municipio de Tumaco. En la Figura 2.2 se muestra el diagrama de flujo del procedimiento

utilizado para el muestreo de agua marina.
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Figura 2.2 Diagrama de flujo para el muestreo de agua marina para analisis fisicoquimico

MUESTREO DE SEDIMENTOS

Para el muestreo de sedimentos marinos fueron utilizadas las metodologias planteadas en el
método 823-B-01-002 de la US-EPA (2001) y el protocolo analitico de INVEMAR (2003). Para
zonas profundas (profundidad mayor a 1 m) el muestreo fue realizado con un muestreador de
sedimentos tipo draga Van Veen de acero inoxidable, anclado a un malacate el cual permite
introducir la draga hasta el fondo del mar. Por otro lado, para zonas poco profundas como
manglares (profundidad menor a 1 m) el muestreo fue realizado de manera manual utilizando

espatulas.

Los materiales de muestreo como espatulas y pinzas previamente acondicionados fueron
transportados hasta el sitio de muestreo almacenados en bolsas ziploc para evitar contaminacion
durante el transporte. De acuerdo con la profundidad del sitio de muestreo se selecciono el
método de recoleccion adecuado (manual o sistema draga/malacate), se registro la coordenada

geografica del sitio de muestreo y se realizo el muestreo.

Las muestras recolectadas manualmente con espatulas fueron depositadas en papel aluminio
tratado, selladas y almacenadas en bolsas ziploc. Por otra parte, las muestras recolectadas con
draga se dejaron escurrir el agua, se les extrajo una porcion de la parte central de la draga para

evitar la contaminacion por parte de la superficie de la draga, fueron depositadas en papel
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aluminio tratado, selladas y almacenadas en bolsas ziploc. Solo fueron conservadas como
muestras de sedimentos aquellas que tuvieran mayoritariamente materiales finos (US-EPA,
2001; PNUMA, 2008), por lo tanto, las muestras con gran cantidad de materiales rocosos fueron
descartadas. Tanto durante el muestreo como en el transporte hacia el laboratorio de
Cromatografia y Técnicas Afines de la Universidad de Caldas en Manizales, las muestras fueron
mantenidas bajo refrigeracién en una nevera portatil con pilas de gel refrigerantes, a una
temperatura aproximada de 4 °C. Una vez en el laboratorio de Cromatografia y Técnicas Afines
de la Universidad de Caldas las muestras fueron almacenadas en un congelador a una
temperatura aproximada de -20°C hasta su transporte hacia el laboratorio de Quimica Ambiental
de la Universidad Federal de Parana en Brasil, para el analisis de HAPs. En la Figura 2.3 se

describe el procedimiento empleado para la recoleccién de muestras de sedimentos.

Muestreo de sedimentos
marinos para analisis de HAPs

Limpieza en Espatulas y Acondicionamiento Calentamiento
ultrasonido |- ] . : | Papel aluminio —» o
(acetona) pinzas de mafnales 400 °C
Limpieza de e o Ere ; Limpieza con
equipos 8 acetona
Materiales en Transporte a
bolsas ziploc sitio de muestreo
. Muestra poco . Muestra Sistema
|-t— — -
Espitulas profunda (<1m) Tipo demuestre profunda (>1m) draga/malacate

'

Registro de
coordenadas

Toma de
muestras

Profundidad
menor a 10 cm

Y

Transporte a
laboratorio

Nevera portatil
+-4°C

'

Congelamiento a

Espera analisis

20 °C -— Almacenamiento —# quimico

Figura 2.3 Diagrama de flujo para muestreo de sedimentos marinos para analisis de HAPs

MUESTREO DE BIVALVOS

Para el muestreo de organismos bivalvos (Anadara tuberculosa) fueron utilizadas las

metodologias planteadas en el protocolo de INVEMAR (2003) y PNUMA (2008). Inicialmente,
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en el sitio de muestreo previo a la recoleccion de la muestra se registro la coordenada geogréfica.
De acuerdo a la abundancia en el sitio de muestreo, fueron recolectadas de tres a cinco muestras
por cada punto. Anadara tuberculosa es una especie que se encuentra aglomerada sobre las
raices de los mangles, por lo tanto para su recoleccion las muestras fueron buscadas en las raices
y separadas utilizando un cuchillo de ostras o espatulas. Una vez retirada de las raices la muestra
fue almacenada en bolsa ziploc, luego tanto durante el muestreo como en el transporte hacia el
laboratorio de Cromatografia y Técnicas Afines de la Universidad de Caldas en Manizales, las
muestras fueron mantenidas bajo refrigeracion en una nevera portatil con pilas de gel

refrigerantes, a una temperatura aproximada de 4°C.

Una vez en el laboratorio de Cromatografia y Técnicas Afines de la Universidad de Caldas, se
midieron las diferentes longitudes de las valvas de cada muestra (longitud de ligamento, longitud
estandar, longitud posterior, longitud anterior y altura), luego se realiz6 la separacion de todo el
cuerpo del molusco de las valvas, fue depositado en papel aluminio, colocado en bolsa ziploc y
almacenado en el congelador a una temperatura aproximada de -20°C hasta su transporte hacia
el laboratorio de Quimica Ambiental de la Universidad Federal de Parana en Brasil, para el
andlisis de HAPs. En la Figura 2.4 se detalla el procedimiento utilizado para el muestreo de

Anadara tuberculosa.

En el laboratorio las conchas fueron medidas y posteriormente fue realizada la separacion del

tejido el cual fue almacenado hasta su analisis.
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Figura 2.4 Diagrama de flujo para el muestreo de Anadara tuberculosa para anélisis de HAPs

2.2 ANALISIS DE MUESTRAS DE AGUA MARINA

En las muestras de agua marina fueron determinados los siguientes parametros fisicoquimicos:
pH, conductividad, turbidez, dureza y sélidos suspendidos totales. Todos los métodos utilizados
para estos andlisis fueron planteados por Londofio, Giraldo, & Gutiérrez (2010), los cuales estan
basados en el “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater” (APHA,
AWWA, & WPCF, 1995). El analisis de todos los parametros fisicoquimicos fue realizado en

el laboratorio de Procesos Productivos de la Universidad Nacional de Colombia Sede Manizales.

2.2.1 pH

El pH fue determinado aplicando el método potenciométrico, para lo cual fue usado un pH-
metro de marca SI Analytics. Previo al analisis, el electrodo estuvo sumergido en solucion de
KCI 3M verificando que no hubiese presencia de burbujas de aire atrapadas, después el bulbo
de vidrio fue retirado del electrodo, lavado con agua desionizada y eliminado el exceso de agua.
Posteriormente, el equipo fue calibrado con soluciones buffer de pH = 7 y pH = 10. Una vez

calibrado el equipo, fue determinado el pH de las muestras de agua sumergiendo el bulbo del
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electrodo sobre el contenedor con la muestra. El anlisis de pH fue realizado por triplicado en
todas las muestras para evaluar la repetibilidad del método. En la Figura 2.5a se muestra la
medicion de pH en muestras de agua.

2.2.2 CONDUCTIVIDAD

La conductividad fue determinada aplicando el método conductivimétrico, para lo cual fue usada
una sonda de medicion de marca HoneForest. Previo al analisis, el equipo fue calibrado con
solucion estandar de KCI 0,01 M. Una vez calibrado el equipo fue determinada la conductividad
de las muestras de agua sumergiendo la sonda en un beaker con la muestra de agua. EIl analisis
de conductividad fue realizado por triplicado en todas las muestras para evaluar la repetibilidad
del método. En la Figura 2.5b se muestra la medicion de conductividad en muestras de agua.

2.2.3 TURBIDEZ

La turbidez fue determinada aplicando el método nefelométrico, para lo cual se utilizé un
turbidimetro Lamotte 2020e. Previo al analisis, una muestra de blanco (agua desionizada) fue
adicionada a una celda y leida en el turbidimetro con el objetivo de calibrar el equipo.
Posteriormente, en otra celda (previamente purgada tres veces con la muestra), fue adicionada
la muestra de agua (aproximadamente 25 mL), luego la celda fue secada externamente con un
pafio libre de algodon para evitar interferencias en la lectura y las burbujas de aire en la celda
fueron eliminadas. Finalmente, la celda fue colocada en el turbidimetro en donde se leyé la
turbidez. El analisis de turbidez fue realizado por triplicado en todas las muestras, con el objetivo
de evaluar la repetibilidad del método. En la Figura 2.5¢ se muestra la medicion de turbidez en

muestras de agua.

2.24 DUREZA

La dureza calcica fue determinada aplicando el método titulométrico. En primer lugar, debido a
los altos valores de dureza que posee el agua de mar, se diluydé 1 mL de muestra en 50 mL de
agua destilada. Luego se subid el pH de la muestra diluida hasta 12 para precipitar el Mg y
acomplejar unicamente el Ca*, afladiendo solucion de hidréxido de sodio (NaOH). Finalmente,
se adicionaron dos gotas de indicador murexida y se titulé la muestra con una solucion de EDTA

de 0,014 M. De la misma manera, el procedimiento descrito anteriormente fue aplicado en
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muestra de blanco (agua desionizada). En la Figura 2.5d se muestra la medicion de dureza en

muestras de agua.

La concentracién de dureza calcica fue determinada con base en los datos de titulacion de la
muestra y el blanco, mediante la ecuacion (2.1).

(A—B) x M x 100 000

DUT'EZCl<mg CLaC03) = (2.1)

mLmuestra

Donde:

A = Volumen de EDTA utilizados en la titulacion de la muestra (mL)
B = Volumen de EDTA para la titulacion del blanco (mL)

M = Molaridad de la solucion EDTA

2.2.5 SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES (SST)

Los SST fueron determinados aplicando el método gravimétrico. Primero, 30 mL de muestra
fueron filtrados en un papel filtro previamente secado por 1 hora a 105 °C, pesado e insertado
en un embudo de filtracion con la cara rugosa hacia arriba. En el filtro se retienen las particulas
de sélidos suspendidos de la muestra. Posteriormente, el papel filtro con el solido retenido se
secO por 1 hora a 105 °C, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se peso. El procedimiento de
secado se repitio hasta finalmente obtener peso constante y el peso final fue registrado. En la

Figura 2.5e se muestra la medicion de SST en muestras de agua.

La concentracion de SST fue determinada gravimétricamente por diferencias entre los pesos del

filtro seco, antes de la filtracion y después de la filtracion, mediante la ecuacion (2.2).

mg) _ (B—A)x 1000

Sélidos suspendidos totales (SST) (T 1 (2.2)
Donde:
A = Peso del filtro secado a 105 °C, antes de la filtracion (mg)
B = Peso del filtro secado a 105°C, después de la filtracion (mg)
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(d) Dureza (e) Solidos Suspendidos Totales

Figura 2.5 Registro fotografico de la medicidn de pardmetros fisicoquimicos en agua marina

En el Anexo 1 se presenta de manera detallada los calculos de la caracterizacion de los puntos

de muestreo.

2.3 VALIDACION DEL METODO DE ANALISIS DE
HAPs EN SEDIMENTO MARINO CERTIFICADO

Para validar que los resultados obtenidos sean confiables, se determinaron una serie de
pardmetros de validacion los cuales debieron cumplir unos criterios para la aceptacion del
método.

Para el caso de sedimentos marinos, el método de analisis de HAPs se validé mediante un
andlisis por triplicado de un material de referencia de sedimento marino 1941b de la NIST. Los
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pardmetros, el método utilizado para su determinacion y los criterios de aceptacion se describen

en la Tabla 2.5.

En el Anexo 2 se presentan de manera detallada los calculos usados para la determinacion de la

linealidad, precision y veracidad. De la misma manera, en el Anexo 3 se presenta de manera

detallada los célculos de los limites de deteccion y cuantificacion.

Tabla 2.5. Metodologia usada para la validacion del método analitico

(repetibilidad)

Parametro? Método? Criterio de aceptacion®

Linealidad La linealidad se evalu mediante una | rcal > 0,997, r’cal >
inspeccion de la curva de calibracion, | 0,995, CV < 20%
determinando  los  coeficientes de
correlacion lineal (r) y de determinacion
(r). Ademas, se determind el coeficiente
de variacion para los factores de respuesta
relativo promedio para cada compuesto.

Precision Se realizé un andlisis por triplicado de | %DER < 30,0

material certificado de sedimento marino
y se determind la concentracion de cada

analito.

A partir de las concentraciones (x)
obtenidas en cada replica (i), fueron
determinadas: la concentracion promedio
(%), la desviacion estandar (DE) y la
desviacion estandar relativa (DER), con
las siguientes ecuaciones:

izt X
n

X =
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DE

Veracidad El valor medio (x) obtenido en los | 70 <%R <130
(recuperacion resultados del andlisis de material
relativa) certificado, fue comparado con el valor

real del material de referencia (x,.). A

partir de estos valores se determind la

recuperacion relativa en porcentaje.

R (%) = — x 100%

Xre f

Limites de deteccion | Los limites de deteccion y cuantificacion | Los valores de

fueron determinados a partir de una curva | concentracion por debajo

Limites de de calibracion con patrones de | del limite de deteccion no

cuantificacion concentraciones muy bajas (2.5, 5, 10y 50 | se deben considerar en el

ppb), mediante analisis quimiométrico. analisis.
LOD =Yz + 35,

LOQ =Y; +10S,,,

3Guia para validacion de métodos (Magnusson & Omemark, 2016)
PEPA 8000; EPA 8270E

2.4 ANALISIS DE HAPs EN MUESTRAS DE
SEDIMENTOS MARINOS Y BIVALVOS

El analisis de HAPs en sedimentos marinos y bivalvos fue realizado en el laboratorio de Quimica
Ambiental de la Universidad Federal de Parand en Brasil. En matrices ambientales la ruta
analitica para el analisis de HAPs se divide en tres grandes grupos: 1) descontaminacion los

materiales usados durante el andlisis, 2) preparacion de las muestras y 3) analisis
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cromatografico. La etapa de preparacion de muestras varia dependiendo del tipo de matriz e
incluye diferentes procesos como liofilizacién, homogenizacion, molienda, extraccion,

limpieza-fraccionamiento y concentracion de las muestras.

Para el control de calidad del método analitico, el solvente de extraccion fue utilizado como
blanco analitico y analizado por triplicado durante cada lote de muestras. Este blanco tuvo como
objetivo demostrar que no hubo problema de contaminacion en el laboratorio. Asimismo, una
muestra de material certificado fue analizada por triplicado para evaluar la repetibilidad del
método. Adicionalmente, en todas las muestras fueron adicionados surrogados (estandares de

extraccion) para evaluar la recuperacion durante los anélisis.

ESTANDARES ANALITICOS Y SOLVENTES

Una mezcla de estandares de alta pureza de los 16 HAPs prioritarios por la EPA de EE.UU
(descritos en la Tabla 2.6) de 2000 pug mL™ en benceno/diclorometano, fue suministrada por
Supelco/SigmaAldrich (cddigo: 48418, lote: XA201530V). Una mezcla de alta pureza de HAPS
deuterados (descritos en la Tabla 2.6) utilizados como surrogados / estandares de extraccion de
2000 pg mL?t en diclorometano, fue suministrada por Supelco/SigmaAldrich (codigo:
CRM5MO07296, lote: XA15781V). Asimismo, una solucion de p -terfenil-d14 (utilizado como
estandar interno de inyeccion) de 2000 pug mL™ en diclorometano, fue suministrado por
Supelco/SigmaAldrich (cddigo: 48418, lote: XA20945V).
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Tabla 2.6 Informacion de los 16 HAPs prioritarios y estandares internos utilizados en en este estudio

Mezcla Compuesto Abreviacion Numero Pureza (%)
CAS
Naftaleno Naf 91-20-3 99.7
Acenaftileno Aci 208-96-8 99.4
Acenafteno Ace 83-32-9 99.3
Fluoreno Flu 86-73-7 98.7
Fenantreno Fen 85-01-8 98.0
Antraceno Ant 120-12-7 99.0
Fluoranteno Fla 206-44-0 99.5
] Pireno Pir 129-00-0 99.2
Estandares de HAPs Benzo[a]antraceno BaA 56-55-3 98.5
Criseno Cri 218-01-9 97.4
Benzo[b]fluoranteno BbF 205-99-2 97.3
Benzo[k]fluoranteno BKF 207-08-9 99.5
Benzo[a]pireno BaP 50-32-8 96.7
Indeno[1,2,3-cd]pireno Ind 193-39-5 99.0
Dibenz[a,h]antraceno DbA 53-70-3 98.3
Benzo[ghi]perileno Bghi 191-24-2 99.4
Surrogados / Fenantreno-d10 Fen-d10 1517-22-2 99.2
Estandares de Criseno-d12 Cri-d12 1719-03-5 98.9
extraccion Perileno-d12 Per-d12 1520-96-3 99.4
Estandar interno de p-Terfenil-d14 p-Ter-d14 1718-51-0 99.3
inyeccion

Los solventes acetona con pureza > 99.9% (codigo: 650501, lote: MKBZ8707V de
SigmaAldrich), acetonitrilo con pureza > 95.0%, diclorometano con ~ 20 ppm de amileno
(codigo 361254, lote: 16153 de Panreac), y hexano con pureza de 95.0% (cédigo H487-10, lote:
K37E13 de MacronChemicals), fueron todos de grado HPLC y GC. Sulfato de sodio anhidro
fue suministrado por Vetec (codigo: V000121, lote: DCBD0422V), silica gel 0.063 — 0.2 mm,
malla 70 — 230 para cromatografia en columna, fue obtenida de Macherey — Nagel (codigo:
815330.1, lote: 17528.1010), alumina neutra fue proporcionada por J.T.Baker (cédigo: 0540-
05), filtros chromafil ® Xtra de poliéster con tamafio de poro de 0.20 um fueron provistos por
Macherey — Nagel (cddigo: 729221) y material de referencia certificado 1941b (compuestos

organicos en sedimento marino) fue adquirido de NIST.

Montmorillonita modificada con bromuro de 1-hexadecil, 3-metilimidazolio (MMT-HDMIM-
Br) (Fiscal-Ladino et al., 2017) fue suministrada por el grupo de investigacion GICTA de la

Universidad de Caldas en Colombia.
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2.4.1 DESCONTAMINACION DE MATERIALES

Todos los materiales de laboratorio usados para los analisis fueron sometidos a un riguroso

proceso de limpieza el cual se describe a continuacion:

Se realizaron tres lavados mediante extraccion asistida por ultrasonido, de 10 minutos cada uno,
el primer lavado fue con agua de grifo, el segundo con agua destilada y el ultimo con agua tipo
I (ultrapura) Milli-Q. Posteriormente, todos los materiales de vidrio no volumétricos y el papel
aluminio fueron sometidos a 400 °C por 4 horas, con el fin de remover cualquier traza de materia
organica presente. Mientras que los materiales de vidrio volumétricos y los materiales plasticos
fueron lavados con acetona y se dejaron secando en una campana de flujo laminar. Finalmente,
todos los materiales fueron cubiertos con papel aluminio calcinado y almacenados hasta su uso.
En la Figura 2.6 se muestra una secuencia fotogréfica del procedimiento de descontaminacion

de los materiales.

Figura 2.6 Proceso de descontaminacién de materiales. (a) limpieza asistida por ultrasonido. (b)
tratamiento térmico para materiales no volumétricos y no plasticos. (¢) cubrimiento de materiales
descontaminados.

2.4.2 PREPARACION DE MUESTRAS DE SEDIMENTOS

MARINOS

La preparacion de muestras de sedimentos marinos fue realizada en el laboratorio de Quimica
Ambiental de la Universidad Federal de Parand con base en una adaptacion del método
propuesto por Oliveira et al. (2018), el cual se basa en la extraccién miniaturizada con solventes

asistida por ultrasonido y filtraciéon por membrana, para extraer los analitos y purificar el
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extracto respectivamente. En la Figura 2.7 se muestra un registro fotogréfico de la metodologia
analitica para la preparacion de muestras de sedimentos marinos para analisis de HAPs, esta se

explica a continuacion:

PRETRATAMIENTO

Previo al transporte de las muestras de sedimentos marinos hacia Brasil, las muestras fueron
deshidratadas en un liofilizador (marca: Biobase, modelo: Clean Vac 8) en el laboratorio de
Cromatografia y Técnicas Afines de la Universidad de Caldas a una temperatura de -75 °C y a

presion de vacio.

Luego en el laboratorio de Quimica Ambiental de la Universidad Federal de Parana las muestras
fueron molidas y homogenizadas en un mortero de agata, con el objetivo de obtener particulas

finas y homogéneas, y de esta manera mejorar la eficiencia en la extraccion.

Posteriormente, 0.5 g de muestra fue pesada en pedazos de papel de aluminio previamente
calcinado a 400 °C y fue transferida a un tubo de ensayo de vidrio conico. Inmediatamente fue
adicionada la mezcla de estandares surrogados, garantizando que la concentracion final de estos
estandares fuera de 100 ng g. Estos estandares permiten evaluar la recuperacion del método.

El solvente se dejo secar a temperatura ambiente.

EXTRACCION

El proceso de extraccion de HAPs de las muestras de sedimentos fue realizado mediante
extraccion asistida por ultrasonido, utilizando un bafio ultrasénico (marca: Unique, modelo:
USC 2800), el cual tiene una frecuencia de 40 a 60 kHz, 5 mL del solvente de extraccion (mezcla
de acetonitrilo/diclorometano al 18%) fueron adicionados al tubo de ensayo con la muestra y se
dejo extraer por un tiempo de 20 min. Una vez culminada la primera extraccion, el tubo fue
dejado en reposo con el objetivo de decantar el material solido en suspension y luego el extracto
fue separado y recolectado en un tubo de ensayo. Luego de separar el extracto, se adicionaron
nuevamente 5 mL del solvente de extraccion en el tubo con la muestra y se realizd un segundo
proceso de extraccion en la muestra, el segundo extracto obtenido fue combinado con el

obtenido en la primera extraccion.
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PURIFICACION

El extracto obtenido fue purificado en un sistema de filtracion, el cual consiste en una punta de
transferpipeta de 10 mL conectada a un filtro de 0.20 um de didmetro de poro, el cual a su vez
estd ligado a un sistema manifold (marca Varian) acoplado a una bomba de vacio (marca
Technal, modelo TE-0581). EIl proceso de filtracion fue realizado pasando el extracto a través
del filtro y aplicando vacio con el objetivo de que el extracto atraviese facilmente la membrana
del filtro y obtener mayor eficiencia. El extracto fue recolectado en tubos de ensayos y el

volumen recuperado fue medido.

ADICION DEL ESTANDAR INTERNO DE INYECCION

Los extractos obtenidos fueron sometidos a un proceso de concentracion, utilizando un
concentrador al vacio rotativo (marca: Christ, modelo: RVC 2 — 18CD) a 60 °C y 1350 rpm.
Luego fue adicionado el estandar interno (p-terfenil-d14) y resuspendido en 150 pL de hexano,
garantizando que la concentracion final del estandar interno sea de 102.4 pg mL7,
inmediatamente el extracto fue transferido a un vial con inserto de vidrio. Por Gltimo, el extracto

fue inyectado en el CG-MS para el analisis cromatografico.

51



Liofilizacion Maceracion

Concentracion Filtracion por membrana Extraccion por ultrasonido

Figura 2.7 Registro fotogréafico de la metodologia analitica para la preparacion de muestras de
sedimentos marinos para anélisis de HAPs

2.4.3 PREPARACION DE MUESTRAS DE BIVALVOS

La preparacion de muestras de bivalvos fue realizada en el laboratorio de Quimica Ambiental
de la Universidad Federal de Parana con base en una adaptacion del método implementado en
la tesis de maestria de Camargo (2019), dirigida por el profesor Marco Tadeu Grassi del grupo
de investigacion de Quimica Ambiental de la misma universidad, el cual esta basado en la
extraccion de HAPs en tejido de peces mediante dispersion de la matriz en fase solida (MSPD,
por sus siglas en inglés). En la Figura 2.8 se muestra un registro fotogréafico de la metodologia
analitica para la preparacion de muestras de Anadara tuberculosa para analisis de HAPs, la cual

se explica a continuacion.
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PRETRATAMIENTO

Previo al transporte de las muestras de Anadara tuberculosa hacia Brasil, las muestras fueron
deshidratadas en un liofilizador (marca: Biobase, modelo: Clean Vac 8) en el laboratorio de
Cromatografia y Técnicas Afines de la Universidad de Caldas en Manizales a una temperatura

de -75 °C y a presion de vacio.

Luego en el laboratorio de Quimica Ambiental de la Universidad Federal de Parana las muestras
fueron molidas y homogenizadas en un mortero de agata, con el objetivo de obtener particulas

finas y homogéneas, y de esta manera mejorar la eficiencia en la extraccion.

Posteriormente, 0.1 g de muestra homogenizada fue pesada en un trozo de papel de aluminio
previamente calcinado a 400 °C y fue transferida nuevamente a un mortero. Inmediatamente fue
adicionada la mezcla de estandares surrogados, garantizando que la concentracion final de estos
estandares fuera de 500 ng g. Estos estandares permiten evaluar la recuperacion del método.

El solvente se dejé secar a temperatura ambiente.

Finalmente, 0.1 g de agente dispersante (MMT-HDMIM-Br) fue pesado en un pedazo de papel
aluminio previamente calcinado a 400 °C y fue adicionado en el mortero que contiene la

muestra, en donde una segunda maceracion de la muestra fue realizada por 3 minutos.

EXTRACCION Y PURIFICACION

Columnas de vidrio (7 mm d.i. x 30 cm) fueron empacadas, introduciendo primero lana de
vidrio, que sirve para retener la fase sdlida, luego fueron adicionados como adsorbentes 2 g de
silica gel previamente activada (160 °C por 4 h), 1 g de alimina neutra previamente calcinada
(400 °C por 4 h) y activada (160°C por 4 h), y 0.5 g de sulfato de sodio Na;SO4. Para el empacado
de la columna fueron adicionados 10 mL de n-hexano y se ejercié presion con nitrdgeno
ultrapuro sobre el solvente, repitiendo este proceso por triplicado para garantizar el correcto
empacado de la columna. Después del empacado, se realizd6 un acondicionamiento de la
columna, eluyendo 10 mL del solvente de extraccion (ACN). Todos los extractos usados para

empacar y acondicionar la columna fueron descartados.

Justo antes de que se secara la columna, fue adicionada la muestra de Anadara tuberculosa pre-
tratada e inmediatamente fueron adicionados 10 mL del solvente de elucion (ACN), en donde

se extrajeron los analitos y se purifico el extracto.
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ADICION DEL ESTANDAR INTERNO DE INYECCION

Los extractos obtenidos fueron sometidos a un proceso de concentracion, utilizando un
concentrador al vacio rotativo (marca: Christ, modelo: RVC 2 — 18CD) a 60 °C y 1350 rpm.
Luego fue adicionado el estandar interno (p-terfenil-d14) y resuspendido en 250 pL de hexano,
garantizando que la concentracion final del estandar interno fuera de 102.4 pg mL™,
inmediatamente el extracto fue transferido a un vial con inserto de vidrio. Por tltimo, el extracto

fue inyectado en el CG-MS para el analisis cromatogréfico.

Liofilizacion Primera Maceracion

Concentracion Extraccion y limpieza Segunda maceracion
(dispersion de la matriz)

Figura 2.8 Registro fotogréafico de la metodologia analitica para la preparacion de muestras de
Anadara tuberculosa para anélisis de HAPs
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2.4.4 . ANALISIS CROMATOGRAFICO

El analisis de HAPs fue realizado en el laboratorio de Quimica Ambiental de la Universidad
Federal de Parana mediante la técnica cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG-MS), la cual permite separar los analitos de acuerdo con su polaridad y fragmentarlos
para identificarlos de acuerdo a la relacion masa-carga (m/z) de los iones generados durante la

ruptura de los compuestos y es caracteristica para cada mensurando.

La determinacion de HAPs fue realizada en un cromatografo de gases (marca: Shimadzu,
modelo GC2010 Plus) acoplado a un espectrdmetro de masas triple cuadrupolo (marca:
Shimadzu, modelo TQ8040). La inyeccion de los patrones y extractos fue realizada por medio
de un muestreador automatico (marca: Shimadzu, modelo: AOC-5000 Plus) y la separacion
cromatografica fue realizada en una columna (marca: SH-Rtx-5MS) con dimensiones de 30 m
x 0.25 mm x 0.25 pum. Como gas de arrastre fue usado helio 5.0. En la Figura 2.9 se muestra el

equipo CG-MS utilizado para andlisis de HAPs.

Figura 2.9 Cromatégrafo de gases acoplado a espectrometria de masas utilizado para los analisis de
HAPs

Las condiciones cromatogréficas empleadas fueron seleccionadas con base en trabajos
anteriores del grupo de investigacion en quimica ambiental de la Universidade Federal do Parana

y se describen en la Tabla 2.7.
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Tabla 2.7. Condiciones cromatogréaficas para el analisis de HAPs

Inyector

Temperatura de inyeccion: 270°C

Modo de inyeccion: Splitless (4 min)
Volumen de inyeccion: 1uL

Cromatografo de gases

Flujo del gas de arrastre: 1.2 mL min?

Programa del horno: Temperatura inicial = 40 °C mantener por 2 min
Rampa 1 = 50 °C min™ hasta 80°C
Rampa 2 = 10 °C min hasta 240 °C, mantener por 2 min
Rampa 3 = 4 °C min* hasta 260 °C, mantener por 5 min
Rampa 4 = 20 °C min! hasta 300 °C, mantener por 7 min

Tiempo total de corrida: 39.8 min

Espectrometro de masas

Temp. linea de transferencia: 280 °C

Temp. fuente de ionizacion: 230 °C

Energia de ionizacion: 70 eV
Analizador de masas: Triple cuadrupolo
Modo de adquisicion: SCAN, SIM
Rango de adquisicion: m/z 40 a 500

2.5 CUANTIFICACION DE HAPs

La identificacion de los diferentes analitos y estandares internos fue realizada con base en los
iones de fragmentacion caracteristicos para cada compuesto y en los tiempos de retencion en los
cuales eluyen del cromatdgrafo cada uno de los analitos. Los iones principales y secundarios y,
los tiempos de retencidn utilizados para la identificacion y cuantificacion de los analitos y

estandares internos se muestran en la Tabla 2.8.

En el Anexo 4 y el Anexo 5 se presentan de manera detallada todos los calculos para la

cuantificacion de HAPs en sedimentos marinos y Anadara tuberculosa respectivamente.
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Asimismo, en el Anexo 6y el Anexo 7 se presentan de manera detallada los célculos estadisticos

y gréficos en sedimentos marinos y Anadara tuberculosa respectivamente.
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Tabla 2.8. lones y tiempos de retencion para la identificacion y cuantificacion de los HAPs

Compuesto Tipo de compuesto | M/Z principal | M/Z secundarios Tr
(min)

Naftaleno A 128 127-129 7.92
Acenaftileno A 152 151-150 11.32
Acenafteno A 153 154-152 11.72
Fluoreno A 166 165-164 12.93
Fenantreno-d10 S 188 187-184 15.11
Fenantreno A 178 176-152 15.16
Antraceno A 178 176-179 15.29
Fluoranteno A 202 200-203 17.99
Pireno A 202 200-201 18.50
p-Terfenil-d14 Pl 244 243-245 19.05
Benzo[a]antraceno A 228 226-229 22.29
Criseno-D12 S 240 236-241 22.32
Criseno A 228 226-229 22.42
Benzo[b]fluoranteno A 252 250-253 26.77
Benzo[k]fluoranteno A 252 250-253 26.91
Benzo[a]pireno A 252 250-253 28.34
Perileno-D12 S 264 260-265 28.66
Indeno[1,2,3-cd]pireno A 276 277-274 33.39
Dibenz[a,h]antraceno A 278 279-276 33.56
Benzo[ghi]perileno A 276 277-274 34.12

A: Analito; PI: Patrén Interno; S: Surrogado; NA: No Aplica.

Con base en el método EPA-TO-13A y el método EPA-8270E, fueron considerados los

siguientes criterios para garantizar la calidad del analisis:

Para cada mensurando, el factor de respuesta relativa (FRR) en cada patrén inyectado debe ser
mayor o igual al factor de respuesta relativo minimo aceptable para cada compuesto, los cuales

se listan en la Tabla 2.9.

Para cada mensurando, el porcentaje de desviacion estandar relativa (% DER) del FRR sobre el

rango de calibracion inicial debe ser menor o igual al valor maximo requerido (30 %).

Para cada mensurando, el tiempo de retencion relativo en cada nivel de calibracion debe estar

dentro de + 0.06 unidades de tiempo de retencion relativo medio para el compuesto.

Para cada estandar interno, el cambio de tiempo de retencion sobre el rango de calibracion inicial

debe estar dentro de + 20.0 segundos en comparacion con el tiempo de retencion promedio

((TR)).
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Tabla 2.9. Criterios de aceptacion de factores de respuesta relativa

Compuesto FRR % DER Méaximo % Diferencia Maximo
Naftaleno 0.700 30 30
Acenaftileno 1.200 30 30
Acenafteno 0.800 30 30
Fluoreno 0.900 30 30
Fenantreno 0.700 30 30
Antraceno 0.700 30 30
Fluorantreno 0.600 30 30
Pireno 0.600 30 30
Benzo(a)Antraceno 0.800 30 30
Criseno 0.700 30 30
Benzo(b)Fluoranteno 0.700 30 30
Benzo(k)Fluoranteno 0.700 30 30
Benzo(a)Pireno 0.700 30 30
Indeno(1,2,3-cd)Pireno 0.500 30 30
Dibenzo(a,h)Antraceno 0.400 30 30
Benzo(g,h,i)Perileno 0.500 30 30

CURVA DE CALIBRACION

solvente. Las concentraciones de los estandares de calibracion se muestran en la Tabla 2.10.

Tabla 2.10 Concentracion de los estandares usados en la curva de calibracion

Nivel Concentracion
(ng mL™Y)

Cs1 1.0

CS2 25

CS3 5.0

CS4 10.0

CS5 50.0

CS6 96.0

CSs7 250.0

CS8 500.0

Para la construccion de la curva de calibracion fueron preparadas soluciones estandares de
calibracién en ocho concentraciones conocidas, la cuales contienen los analitos y los patrones
internos utilizados durante el método. Los estandares de calibracion variaron desde 1 ng mL™*

(CS1) a 500 ng mL™ (CS8). Para la preparacion de los estandares fue usado hexano como
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La curva de calibracion fue realizada por triplicado. Previo a la inyeccion de los extractos, un
patron intermedio (CS4) fue inyectado y se verificd que el tiempo de retencion de cada analito
estuviera dentro de £ 20.0 segundos en comparacion con el tiempo de retencion de la curva de

calibracion.

CALcuLo DE FRR

A partir de la curva de calibracién, para cada compuesto y en cada estandar de calibracion fue
determinado el FRR para cada compuesto, el cual permite confirmar el rango lineal de los

analitos. Para el calculo del FRR fue usada la ecuacion (2.3).

A,C,;
FRR = A:i cf,: (2.3)
Donde:
Ax = Respuesta para el compuesto x
Aei = Respuesta para el estandar interno
Cx = Concentracion del compuesto x
Cei = Concentracion del estandar interno

FACTORES DE RESPUESTA RELATIVOS PROMEDIO

(FRR)

Para cada compuesto, los FRR obtenidos en cada estandar de calibracion fueron promediados
usando la ecuacion (2.4), obteniendo el factor de respuesta relativo promedio (FRR). Este

parametro es usado para el calculo de la concentracién de los analitos de interés.

Y. FRR,.

FRR = =——— (2.4)
Donde:
FRR,, = Factor de respuesta para el compuesto x en el punto i de la curva de calibracion.
n = NUmero total de estandares en la curva de calibracion
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PORCENTAJE DE DESVIACION ESTANDAR
RELATIVA (% DER).

El FRR se considera aceptable cuando en el rango de trabajo, la desviacion estandar relativa no
supera el 20%. Por lo tanto, a partir de los FRR de la calibracién, fue calculado % DER para

todos los mensurando y estandares utilizados, utilizando las ecuaciones (2.5) y (2.6).

DE
%DER = % x 100 (2.5)

(2.6)

Donde:

DErrr = Desviacion estandar de los factores de respuesta (por compuesto).
X = Media de los FRR (por compuesto).

X = FRR en el estdndar i de la curva de calibracion.

n = NUmero de determinaciones.

TIEMPOS DE RETENCION RELATIVOS (TRR).

Los TRR fueron determinados para cada mensurando y estandar interno en todo el rango de

calibracion inicial mediante la ecuacion (2.7):

P

Donde:
TRy (min) = Tiempo de retencion del compuesto x.
TRei = Tiempo de retencion del estandar interno, minutos.
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TIEMPOS DE RETENCION RELATIVOS PROMEDIOS
(TRR)

Para cada compuesto, los TRR obtenidos en cada estandar de calibracion fueron promediados

usando la ecuacion (2.8), obteniendo el tiempo de retencion relativo promedio (TRR).

* . TRR,.
m — i=1 Xi
— (2.8)
Donde:
TRR; (min) = Tiempo de retencion relativo para el compuesto x en el punto i de la curva

de calibracion.

Numero total de estdndares en la curva de calibracion.

=]
1

RESPUESTA DE AREA MEDIA (Y) PARA EL
ESTANDAR INTERNO

El area de respuesta promedio (Y) fue calculado para la cuantificacion primaria de cada

compuesto estandar interno sobre el rango de calibracion inicial, utilizando la ecuacion:

o _ St ¥
=, (2.9)
Donde:
Y = Area de respuesta promedio, conteo
Yi = Area de respuesta para el ion de cuantificacion primario, para el estandar interno

en cada estandar de calibracidn, conteo.

CUANTIFICACION

Los analitos fueron cuantificados mediante el método del estandar interno, los cuales permiten
estimar el error asociado a la variacion del equipo y ajustados mediante la adicion de estandares

externos (surrogados).
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CALCULO DE CONCENTRACION.

La concentracion de cada analito en las muestras sedimentos marinos y Anadara tuberculosa

fue calculada mediante la ecuacion (2.10).

.y ng Ax X Vvistd xD
Concentracion (;) = 2

ista X Wo, X FRR x %R (2.10)
Donde:
FRRx = Factor de respuesta relativo promedio, del Estandar x
Ax = Respuesta del analito, x, detectado en la muestra
Aisd = Respuesta del estandar interno detectado en la muestra
Wisa = Cantidad de estadndar interno adicionada (102.5 ng/mL x volumen final del
extracto)
R = Porcentaje de recuperacion promedio de los surrogates
D = Factor de Dilucion, si existe, de lo contrario es 1
W, = Peso de muestra en gramos (Q).

PORCENTAJE DE RECUPERACION PATRON
SURROGADO (% R)

Los porcentajes de recuperacion para cada surrogado (fenantreno-d10, criseno-d12 y perileno-
d12) fueron calculados utilizando la siguiente ecuacion (2.11):

Qq
%R = Q_a x 100 (211)
Donde:
Qd(ng) = Cantidad de surrogado en el extracto final de cada andlisis (ng).
Qa = Cantidad de surrogado adicionado antes de la extraccion (ng).

El porcentaje de recuperacion del surrogado debe estar entre 60-120% para ser aceptable.
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2.6 RELACIONES DIAGNOSTICAS PARA
ESTIMACION DE FUENTES DE CONTAMINACION

Diferentes relaciones diagndsticas de isomeros de HAP han sido usadas en varios estudios para
estimar las posibles fuentes de contaminacién de HAP en sedimentos marinos. La seleccion de
las relaciones diagnoésticas adecuadas, dependen de los compuestos que sean detectados en las
muestras analizadas y teniendo en cuenta que estos compuestos presenten una buena correlacion.
Para verificar estadisticamente que estos compuestos presenten correlaciones positivas, se
utilizd el método de correlacion de Spearman debido a que los datos no presentan una

distribucién normal.

En este estudio, se aplicaron las relaciones Fla / (Fla + Pir) y Ant / (Ant + Fen) en las muestras
de sedimentos marinos, las cuales se han aplicado en diferentes estudios (Cai et al., 2019; Xue
et al., 2016; Qu et al., 2018a; Montuori et al., 2016). Adicionalmente, se utilizd la relacion
HAPs-BPM/HAPs-APM, la cual corresponde a HAPs de bajo peso molecular (HAPs-BPM) y
HAPs de alto peso molecular (HAPs-APM) (Yunker et al., 2002). Estas correlaciones permiten
estimar si los HAPs provienen de fuentes petrogénicas, de combustion liquida o de combustion
de biomasa o carbdn. Para el caso de bivalvos no se aplicaron relaciones diagndsticas debido a
que la acumulacion de HAPs en estas especies depende del metabolismo que puede alterar las
concentraciones de los HAPs isémeros. En la Tabla 2.11 se presentan las relaciones diagndsticas
utilzadas en sedimentos marinos y los criterios para estimacion de fuentes de contaminacion. En
el Anexo 8 se presenta de manera detallada los calculos de relaciones diagnosticas y graficos en

sedimentos marinos.

Tabla 2.11 Relaciones diagnésticas para estimacion de fuentes de contaminacién en sedimentos

marinos
Relacién Valor Fuente Referencia
<04 Petrogénica
Fla/(Fla + Pir) 04-0.5 Combustion liquida (Cai et al., 2019).
>0.5 Combustion biomasa/carbén
<0.1 Petrogenica (Nascimento et al.,
Ant/(Ant + Fen) >0.1 Pirogénica 2017; Cai et al., 2019)
<1 Pirogénica
> BPM/Y.APM > 1 Petroggénica (Yunker et al., 2002)
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2.7 EVALUACION DEL RIESGO TOXICOLOGICO EN
SEDIMENTOS MARINOS Y BIVALVOS

Para evaluar el nivel toxicoldgico de las concentraciones de HAPs obtenidas en sedimentos
marinos, se compararon las concentraciones de HAPs con los limites maximos permisibles
establecidos por NOAA (1999). Adicionalmente, se determinaron las concentraciones de
equivalentes carcinogénicos y mutagénicos; fueron comparadas con los valores limites
recomendados por la guia canadiense de calidad de sedimentos para la proteccion del ambiente
y la salud humana (CCME, 2010).

Las concentraciones de equivalentes carcinogénicos (EqT-BaP) y mutanogénicos (EqM-BaP)
fueron determinados para sedimentos marinos y bivalvos a partir del factor de equivalencia
toxico (FET) (Nisbet & Lagoy, 1992) y el factor de la concentracion minima mutagénica (CMM)
(Durant et al., 1996) respectivamente, asociados con cada HAP. Los valores de ambos factores
(FET y CMM) se muestran en la Tabla 1.2. Las concentraciones equivalentes fueron calculadas
a partir de las ecuaciones (2.12) y (2.13) (Bortey-Sam et al., 2014; Xia et al., 2012).

EqT — BaP = Z(FET — HAP; )x([HAP;]) 2.12)
EqM — BaP = Z(CMM — HAP, )x([HAP,]) (2.1
Donde:
FET — HAP;, = Factor de equivalencia toxica para el HAP i
CMM — HAP; = Concentracion minima mutagénica para el HAP i
[HAP;] = Concentracion del HAP i, en la muestra

Para el consumo humano de organismos bivalvos, en Colombia la normativa (Ministerio de
Salud y Proteccion Social Colombia, Resolucidon 122 de 2012, art. 6), establece los limites
permitidos de la suma de las concentraciones de cuatro HAPs (X4HAPs) (BaP, BaA, BbF y Cri),
la cual no puede superar los 35 ng g. Al igual que en Colombia, la comision de regulacion de
la Unién Europea (Union Europea, Reglamento N° 1327, 2014, art. 1; Union Europea,
Reglamento N° 835, 2011, art. 2), establece los limites de concentracion basados en la Z16HAPs

mencionados anteriormente, valor que no puede superar los 30 ng g*. Para este estudio fue
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realizada la comparaciéon con ambas normativas, con el objetivo de evaluar si las
concentraciones de HAPs cumplen con las normativas nacional e internacional (como contexto

Si estos se exportan a esta region).

En el Anexo 9 se presenta de manera detallada los célculos de los equivalentes toxicos y

mutagénicos en sedimentos marinos y Anadara tuberculosa.

2.8 EVALUACION DEL RIESGO ECOLOGICO EN
SEDIMENTOS MARINOS

Para evaluar el riesgo ecoldgico de cada HAP individual en sedimentos marinos y de manglares,
fue utilizado el método de las guias de calidad de sedimento (SQGs, por sus siglas en inglés)
(Cai etal., 2019; Lin, et al., 2017; Long et al., 1995). Las concentraciones de cada HAP fueron
comparadas con los valores limites que permiten estimar el efecto sobre el potencial bioldgico.
Los limites usados fueron el rango de efectos bajo (REB) y el rango de efectos medio (REM).
Las concentraciones de cada HAP por debajo del valor de REB indican poco o ningun efecto
adverso sobre la biota, valores entre el REB y el REM indican que pueden ocasionalmente
generar efectos adversos, mientras que valores por encima del REM indican que son muy
probables los efectos adversos (Lin, et al., 2017; Lin et al., 2018; Qu et al., 2018b).

Para evaluar el riesgo ecoldgico combinado de los HAPs totales en sedimentos superficiales, fue
adoptado el método de cociente del rango de efectos medianos promedio (C-REM-P), conocido
en inglés como mean effects range-median quotient (M-ERM-Q). EI M-REM-Q fue
determinado mediante la ecuacién (2.14) y clasificado en cuatro categorias, las cuales son las
siguientes: area de baja prioridad (M-REM-Q < 0.10), area de media-baja prioridad (0.11 < M-
REM-Q < 0.5), area de media-alta prioridad (0.51 < M-REM-Q < 1.50) y area de alta prioridad
(M-REM-Q > 1.50) (Lin et al., 2018).

X

ERM, (2.14)

C—REM-P =
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29 EVALUACION DEL GRADO DE QUIMICA VERDE
EN LOS METODOS ANALITICOS

Para evaluar el grado de quimica verde de los métodos analiticos se uso la eco-escala analitica
de Galuszka et al (2012). Para lo anterior se tuvieron en cuenta cinco pardmetros: cantidad de
solvente usado, nivel de peligro de los solventes usados, consumo de energia del método, riesgos
ocupacionales y residuos generados. Para cada parametro se asignan unos puntos de penalidad

los cuales se presentan en la Tabla 2.12.

Tabla 2.12 Puntos de penalidad (PP) para calcular la eco-escala analitica. Tabla adaptada de Galuszka
etal. (2012)

PP sub-

Parametro

Categorias

total

PP total

Cantidad de solventes

<10 mL
10 -100 mL
> 100 mL

1

Nivel de peligro de
solventes

Ningun peligro
Poco peligroso
Muy peligroso

NEFP,OWN

Numero de pictogramas x PP cantidad
de solvente x PP nivel de peligro

Consumo de energia
(por muestra)

<0.1 kWh
<1.5kWh
> 1.5 kWh

Riesgos ocupacionales

Hermetizacion
proceso

OIN - O

Emision de gases

Ninguno
<lmL
1-10 mL
>10mL
Reciclaje
Degradacion
Pasivacion
Ningun tratamiento

Residuos generados

WNPFPOUITWEFE O|Ww

Debido a que para la extraccion de los HAPs se usan diferentes tipos de solventes, se tuvieron
en cuenta los puntos de penalidad para cada uno de estos. Los cuales se determinan teniendo en
cuenta el nivel de peligro de solventes (ningun peligro, poco peligroso y muy peligroso) y el
numero de pictogramas (acetona (2), acetonitrilo (2), diclorometano (2), hexano (5), tolueno (3)
y acetato de etilo (2)). La informacidn para cada solvente fue tomada de las fichas técnicas de
cada uno de ellos. Por su parte, los puntos de penalidad asociados con el consumo de energia

son: GC-MS (2) y consumo de calor (2).
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Una vez se determinaron los puntos de penalidad totales, se calcul6 el puntaje total de analitica

eco-escala, mediante la ecuacion (2.15).

Eco — escala analitica = 100 — puntos totales de penalidad (2.15)

Con base en los valores de eco-escala analitica, se evalud en grado de quimica verde de los

métodos analiticos, asi:
Eco-escala > 75 representa excelente analisis verde.
Eco-escala > 50 representa aceptable analisis verde
Eco-escala < 50 representa inadecuado analisis verde

En el Anexo 10 se presentan de manera detallada los célculos de la eco-escala analitica para

evaluacién del método verde.
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CAPITULO 3 - RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

En la Tabla 3.1 se presentan los parametros fisicoquimicos obtenidos en las muestras de agua
marina de la bahia de Tumaco (n=4). De manera general se puede observar que los valores de
pH no tuvieron una variacion considerable entre los distintos puntos de muestreo, con un rango
de 7.4 a 7.9, ademas, todos los valores obtenidos se encuentran dentro del limite establecido
para preservacion de floray fauna de 6.5 a 8.5 unidades de pH (Ministerio de Agricultura, Decreto
1594, 1984). Por su parte la concentracion de SST vario entre 13.3 a 143.3 mg L™, las muestras
del area portuaria y desembocadura tuvieron valores menores a 25 mg L™ por lo que se
consideran aguas no contaminadas, mientras que para el caso del area residencial al tener un
valor entre 75 a 150 mg L™ se la considera con indicio de contaminacion (INVEMAR et al.,
2016).

Los parametros de conductividad, turbidez y dureza calcica en agua del mar no se encuentran
regulados por la normativa. Los valores de conductividad encontrados en este estudio tuvieron
un rango entre 7090 y 7621 us cm™, sin embargo, en agua de mar cominmente la conductividad
tiene valores cercanos a 50000 ps cm™, por lo tanto, es posible que los bajos valores obtenidos
en este estudio se deba al hecho de no haber podido medir este parametro in-situ. La turbidez de
las muestras en este estudio tuvo un rango entre 1.20 y 24.88 UNT, el valor mas alto (24.88
UNT) se obtuvo en la muestra del area residencial (RES-P13), la cual tiene gran cantidad de
asentamiento urbano, mientras que la muestra de menor concentracion se tomo en el area
portuaria (POR-P1) la cual fue recolectada en un area con poca afluencia de personas. Por su
parte, la dureza total en agua de mar (conformada principalmente por Mg®, Ca*"y KY)
normalmente varia entre 4500 y 7500 mg CaCO3 L™ (Mahmoud & Obada, 2014), en este estudio
solo fue determinada la concentracion de dureza célcica (Ca2*) la cual varié entre 1800 a 2250
mg CaCOs L. Al tener en cuenta que normalmente la contribucion de la dureza célcica (Ca?")
a la dureza total es alrededor de la cuarta parte, se puede tener un estimativo de que los niveles
de dureza total en la bahia de Tumaco podrian encontrarse con valores cercanos al rango

encontrado en otros estudios (4500 y 7500 mg L™).
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Tabla 3.1 Parametros fisicoquimicos obtenidos para las muestras de agua marina en la bahia de

Tumaco
, - Area - Punto de muestreo
Parametro Estadistico
POR-P1 | DES-P4 | DES-P5 | RES-P13
oH Promedio 7.9 7.6 7.6 7.4
..y . -3 -3 -2 -3
(unidades) Desviacion Estandar 6x10 6x10 1x10 6x10
N° de lecturas 3 3 3 3
. Promedio 7621 7565 7090 7613
Conductividad . p
1 Desviacion Estandar 7 8 8 8
(us cm™)
N° de lecturas 3 3 3 3
. Promedio 1.20 12.98 2.78 24.88
Turbidez ., p
(UNT) Desviacion Estandar 0.14 0.49 0.21 0.49
N° de lecturas 4 4 4 4
Dureza calcica (mg L) | Concentracion obtenida 2250 1950 1800 2100
SST (mg L?) Concentracion obtenida 13.3 26.7 23.3 143.3

3.2 VALIDACION DEL METODO DE ANALISIS DE
HAPs EN SEDIMENTO MARINO CERTIFICADO

En la Tabla 3.2 se presentan los resultados obtenidos para la validacion del método en material
de sedimento certificado 1941b NIST. Se puede observar que los coeficientes de correlacion
(R?) y de determinacion (R) para todos los HAPs cumplieron el criterio de linealidad >0.995 y
>0.997 respectivamente, por lo tanto, en el intervalo de trabajo establecido se pueden realizar la
cuantificacion de estos analitos mediante interpolacion lineal. Asimismo, los FRRs tuvieron
desviaciones menores al 20% para todos los analitos, lo que indica que dentro del intervalo de

trabajo seleccionado se puede utilizar el método de cuantificacion mediante el FRR.

Por su parte, la precision del método expresada como la repetibilidad del método, para los
compuestos mas livianos (Naf, Aci y Ace) presentan una DER por encima del 30% y para los
demas compuestos a partir del Flu en la mayoria de los casos menor al 10%. El problema para
los compuestos mas livianos radica en que durante la concentracion estos compuestos pueden

volatilizarse, generando mayor variacion durante el analisis.

Por otro lado, la veracidad del método, reportada como la recuperacion relativa para algunos
compuestos, para la mayoria de los compuestos se encuentran entre el 70 y el 130%, valor
recomendado por la US-EPA. Cabe resaltar que la recuperacion relativa reportada es con base
en la comparacion de las concentraciones obtenidas para cada compuesto durante el analisis del
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material certificado y las concentraciones reales. Los resultados indican, que el ajuste realizado

con base en los porcentajes de recuperacion de los surrogados permite obtener concentraciones

mas cercanas de las concentraciones reales.

Los limites de deteccion y cuantificacion en general fueron bajos, lo que permite tener un buen

grado de sensibilidad durante el andlisis.

Tabla 3.2 Parametros de validacion obtenidos para el material de referencia de sedimento marino
certificado 1941b NIST

Linealidad Precision | Veracidad Limites

Compuesto | Coef. Cor. | Coef. Det. | Coef Var. | Repet. Recuper. | LOD | LOQ

R? R del FRR DER %R ngg* | ngg*
Criterio de >0.995 >0.997 <20% <30% | 70-130% | N/A | N/A
aceptamon
Naf 0.996 0.998 6.5 55.2 20+11 | 0.151 | 0.50
Aci 0.998 0.999 13.3 34.4 133+46 | 0.187 | 0.62
Ace 0.996 0.998 12.3 44.8 125456 | 0.171 | 0.57
Flu 0.998 0.999 10.7 7.0 93+7 0.167 | 0.56
Fen 0.996 0.998 10.3 10.6 7948 0.179 | 0.60
Ant 0.998 0.999 10.8 10.7 88+10 | 0.274 | 0.91
Fla 0.998 0.999 9.1 10.2 109+11 | 0.210 | 0.70
Pir 0.999 0.999 10.1 4.8 7444 0.149 | 0.50
BaA 0.999 0.999 75 5.3 99+5 0.166 | 0.55
Cri 0.998 0.999 9.3 1.9 125+2 | 0.178 | 0.59
BbF 0.999 1.000 8.5 7.6 139+11 | 0.232 | 0.77
BKF 1.000 1.000 13.8 8.8 9348 0.460 | 1.53
BaP 1.000 1.000 12.0 7.0 7315 0314 | 1.05
Ind 0.999 1.000 10.1 8.1 81+7 0.525 | 1.75
DbA 0.999 1.000 11.8 6.1 127+8 | 0.671 | 2.24
Bghi 0.999 1.000 7.8 9.8 78+8 0.355 | 1.18

3.3 CONCENTRACIONES DE HAPs

3.3.1 SEDIMENTOS MARINOS

En la Tabla 3.3 se muestran las concentraciones de los HAPs en sedimentos marinos en ng g™

de peso seco de sedimento. También se presentan los valores de equivalente toxico expresados

en ng-BaP g™.
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Las concentraciones totales de HAPs en sedimentos, estan reportadas como la sumatoria de los
16 HAPs prioritarios por la U.S.EPA (Z16HAPs). Asimismo, la Figura 3.1 representa las
concentraciones de £16HAPs en las muestras de sedimentos marinos, considerando las zonas
de muestreo en la bahia de Tumaco. Las mas altas concentraciones de X16HAPs fueron
encontradas en el area de la desembocadura del rio Rosario, con un valor de 76.2 ng gen la
muestra marina y un rango de 171.4 a 564 ng g* en las muestras estuarinas, seguida por el area
portuaria con un rango de 15.5 a 77.5 ng gy finalmente el area Residencial con un rango de
16.5a26.5ng g™

Las elevadas concentraciones de X16HAPs en la desembocadura del rio Rosario son
posiblemente atribuidas al hecho que esta area ha sido previamente clasificada como una zona
de alto riesgo de derrames de crudo (Tejada & Afanador, 2003). Uno de los eventos mas
recientes, ocurrio en abril de 2018, donde alrededor de 10,000 barriles de petréleo se derramaron
en el rio Caunapi, un afluente del rio Rosario y, posteriormente trazas de crudo fueron arrastradas
hacia el area de la desembocadura. Adicionalmente, los sedimentos en la desembocadura SD4
y SD5 presentan las concentraciones mas altas de X16HAPs con valores de 171.4 y 564.6 ng g°
! respectivamente los cuales son clasificados como tipo lodosos (ISA=10) conformados
principalmente de particulas muy finas (Tejada & Afanador, 2003), las cuales pueden acumular
mayor cantidad de HAPs que sedimentos arenosos (Nascimento et al., 2017). Sumado a lo
anterior, los sedimentos (SD4 y SD5) se encuentran en un area interna del estuario, en donde la
hidrodinamica del agua es baja, hecho que favorece la acumulacion de contaminantes, en
comparacion con la muestra marina SD6 que tuvo una concentracion de X16HAPs de 76.2ng g
1

, menor que SD4 y SD5, en esta muestra la fuerte hidrodinamica de las mareas pueden

incrementar la dilucion de contaminantes disminuyendo su concentracion.

Por otro lado, las areas portuaria y residencial que tuvieron un rango de concentraciéon mas bajo
con valores entre 15.5y 77.5 ng g%, estan clasificadas como zonas de riesgo medio de derrames
de crudo (Tejada & Afanador, 2003). En estas dos areas, las mayoria de los sedimentos tienen
ISA =3y ISA =7, las cuales estan compuestas principalmente por arenas de grano medio y
arenas de grano fino respectivamente. Estas particulas al tener mayor diametro de particulas que
los sedimentos lodosos de los manglares, tienden a acumular menor cantidad de HAPs
(Nascimento et al., 2017).
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Cabe resaltar que la muestra del area portuaria SD2 a pesar de tener una concentracion menor
que las muestras del &rea desembocadura SD4 y SD5, presenta equivalentes toxicos y
mutagénicos mayores que todas las muestraas. Lo anterior es atribuido al hecho que la muestra
SD2 presenta mayor concentracion de los HAPs mas pesados, los cuales presentan mayores

caracteristicas toxicas y mutagénicas.

Los EqT-BaP variaron entre 0.07 y 7.56 EqT-BaP, mientras que los EqQM-BaP variaron entre
0.17 y 9.45 EqM-BaP. El anélisis de estos valores se realiza en la seccion 3.6 de evaluacion del

riego toxicoldgico.

Tabla 3.3 Concentracién de HAPs en muestras de sedimentos (ng g peso seco)

Compuesto POR (n=7) DES (n=3) RES (n=2)

SD1 | SD2 | SD8 | SD9 |SD10 |SD11|SD12| SD4 | SD5 | SD6 | SD7 | SD13
Naf <0.15|<0.15 | <0.15 | <0.15 | <0.15 | <0.15 | <0.15 | <0.15 | <0.15 | <0.15 | <0.15 | <0.15
Aci 52 | 57 |<0.19| 50 | 49 |<0.19| 71 |<0.19[<0.19|<0.19] 2.0 | 26
Ace <0.17| 1.6 [<0.17|<0.17|<0.17|<0.17|<0.17[<0.17|<0.17| 86 |<0.17| 15
Flu 6.1 | 35 |<0.17| 12.7 |<0.17| 6.7 | 104 | 9.1 | 106 | 241 | 58 | 5.0
Fen 54 1 99 | 99 | 51 | 44 | 46 | 56 | 370987 | 9.2 | 48 | 52
Ant 06 | 19 | 09 | 04 |<027| 09 | 09 | 25 |<0.27| 24 |<0.27|<0.27
Fla 27 191 | 39 | 27 | 20 | 27 | 25 |380]|160.7| 58 | 21 | 38
Pir 28 | 126 | 38 | 25 | 20 | 23 | 2.7 | 788 [2925| 42 | 13 | 24
BaA <0.17| 4.8 |<0.17|<0.17|<0.17|<0.17 |<0.17|<0.17 |<0.17| 3.2 |<0.17| 1.7
Cri <0.18| 54 [<0.18|<0.18|<0.18|<0.18|<0.18[<0.18|<0.18| 2.0 |<0.18] 15
BbF 17 | 70 |<023] 15 | 13 | 18 | 15 | 18 | 21 | 2.7 |<0.23| 16
BkF 05 | 2.2 |<0.46|<0.46|<0.46| 1.1 |<0.46|<0.46|<0.46| 2.5 |<0.46 |<0.46
BaP 1.0 | 47 | 11 | 0.8 [<0.31]<0.31/<0.31|<0.31]<0.31| 25 |<0.31]|<0.31
Ind 13 140 |18 | 09 | 08 | 15 | 12 | 13 |<052| 39 | 05 | 13
DbA <0.67| 0.9 |<0.67|<0.67|<0.67| 0.8 |<0.67|<0.67|<0.67| 2.4 |<0.67]|<0.67
Bghi 16 | 43 |<0.35|<0.35|<0.35|<0.35|<0.35| 2.9 |<0.35| 2.7 |<0.35|<0.35
S 16HAPs | 29.0 | 775 | 214 | 316 | 155 | 224 | 31.7 |171.4[564.6| 76.2 | 16.5 | 26.5
EqT-BaP 14 (76 | 13| 11|02 |13 | 03| 05|08 ]63]|01]|05
EqM-BaP 22 | 94 |17 | 15| 06 | 13 | 07 | 14 | 05 | 6.2 | 02 | 10

*Los valores reportados como < X hace referencia a que son menores al limite de deteccion para

cada compuesto.
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Figura 3.1 Distribucioén por area de las concentraciones de £16HAPs en sedimentos marinos
En la Figura 3.2 se muestra la distribucion espacial de las concentraciones de X16HAPs en las
muestras de sedimentos marinos; en donde se puede apreciar que las zonas de mayor

concentracion se encuentran en el &rea de desembocadura del rio Rosario, seguida por el area

portuaria y por ultimo el area residencial.
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Figura 3.2 Distribucion espacial de las concentraciones de £16HAPs en sedimentos marinos en la
bahia de Tumaco
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La Figura 3.3 muestra el histograma de distribucion de las concentraciones de X16HAPS en
muestras de sedimentos marinos. En el histograma se puede observar que las concentraciones
de £16HAPs no siguen una distribucion normal, ademas las muestras SD4 y SD5 tienen valores
con concentraciones de 171.4 y 564.6 ng g™ muy desviadas al rango de concentracion de las
demas muestras (entre 15.5 y 77.5. 6 ng g*). Esto se debe al hecho que las muestras (SD4 y
SD5) se encuentran en un area estuarina (desembocadura de rio sobre el mar), por lo tanto, tienen
gran influencia de los fendmenos continentales como derrames por rupturas del oleoducto que
ocurren sobre el rio (por ejemplo, derrames) y son transportados hasta estos puntos de muestreo
(SD4 y SD5).

Frecuencia

0-40 40-80 80-120 120-160 160-200 v mayor...
Clases (concentracion total de HAPs en sedimentos ng g! peso seco)

Figura 3.3 Histograma de distribucion de las concentraciones de X16HAPs en muestras de sedimentos
marinos

Las concentraciones de X16HAPs obtenidas en sedimentos en este estudio fueron comparadas
con estudios realizados en otras regiones. Para la comparacion fueron seleccionadas areas de

estudio en Colombia y en otros paises, las cuales se muestran en la Tabla 3.4.
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En la Figura 3.4 se muestra la comparacion entre las concentraciones de X16HAPSs obtenidas en
los estudios citados. Al comparar las concentraciones totales de HAP con otras regiones de
Colombia, se observa que el rango de concentracion obtenido en la bahia de Tumaco (entre 15
y 565 ng g) es mas alto que areas poco pobladas y con bajo grado de actividad econémica como
es el caso de la bahia de Cispata (entre 6 y 41 ng g%), que esta ubicada en el departamento de
Cordoba en la costa atlantica colombiana. Las concentraciones de este estudio son similares a
las obtenidas en puertos con actividad petrolera intermedia como la ciénaga Caimanera (entre
209y 282 ng g*) que estéa ubicada en el departamento de Sucre en la costa atlantica colombiana
y fue menor que &reas con alta actividad petrolera e industrial como la bahia de Cartagena (entre
1330y 3210 ng g ™).

Por otra parte, al comparar con otras regiones del mundo, se observa que el rango de las
concentraciones de la bahia de Tumaco (entre 15y 565 ng g) es similar al obtenido para Santa
Catarina en Brasil (entre 6 y 434 ng g™), el cual es un area protegida que recibe efluentes de
areas urbanas, para la Provincia de Guangdong en China (entre 151 y 453 ng g), donde hay
presente alta actividad antropogénica (principalmente desarrollo industrial y transporte marino)
y, para la bahia Toulon en Francia (entre 22 y 182 ng g) en donde hay alto nivel de actividades
antropogénica (marina francesa, trafico comercial, aguas residuales de areas urbanas e
industrias). Por otro lado, el rango de concentraciones de X16HAPs en este estudio (entre 15y
565 ng g), esta muy por debajo que el obtenido en el puerto de Barcelona en Espafia (entre
2000 y 4000 ng g*), el cual es uno de los mas grandes puertos industriales en el mar

Mediterraneo en términos de carga, transporte de pasajeros y trafico de buques.

Tabla 3.4 Estudios utilizados para la comparacion de las concentraciones de X16HAPs en sedimentos

marinos
Pais Region Caracteristica del area de estudio Referencia

Colombia | Bahia de Puerto de exportacion de petroleo, transporte de | Este estudio
Tumaco (costa pasajeros, comercial y pesquero.
Pacifica)

Colombia | Bahia Cispata Zona de manglares, desembocadura de rios (Burgos et
(costa Atléntica) | afectados por derrames y otros contaminantes al., 2017)

peligrosos.

Colombia | Ciénaga Lago costero ubicado entre el pueblo de (Johnson et
Caimanera Covefias y Told, por donde se encuentra el al., 2008)
(costa Atléantica) | oleoducto Carfio Limon.

Colombia | Bahia de Zona afectada por aguas residuales, entradas de | (Johnson et
Cartagena (costa | refinerias de petrdleo, plantas petroquimicas y al., 2008)
Atlantica) trafico de embarcaciones.
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Pais Regidn Caracteristica del area de estudio Referencia

Brasil Santa Catarina Area protegida en donde sus principales fuentes | (Assuncéo et
de contaminacion son la desembocadura de rios | al., 2017)
afectados principalmente por efluentes de areas
urbanas.

China Provincia de Alto desarrollo urbano, industrial y transporte (Sunetal.,

Guangdong marino. 2018)
(Puerto
Zhanjiang)

Francia Bahia Toulon Zona afectada principalmente por trafico (Guigue et
comercial, trafico de la armada francesa, al., 2017)
efluentes aguas residuales y por actividad
industrial.

Espafa Barcelona El puerto de Barcelona es uno los mayores a (Martinez et
nivel mundial en términos de carga (>34 al., 2007)
millones de toneladas en 2003), transporte de
pasajeros (1.870.000 pasajeros en 2003) y
trafico de buques (9000 arribos en 2003).
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Figura 3.4 Comparacion de la concentracion de X16HAPs en sedimentos marinos en diferentes
regiones

Para analizar los perfiles de distribucion de los HAPs individuales en muestras de sedimentos
marinos se realizo un andlisis de componentes principales, para este analisis no se tuvo en cuenta
el compuesto Naf, debido a que no fue detectado en ninguna muestra. Para lo anterior primero
fue determinado el nimero de clusters optimo que permita obtener el menor error posible, el

namero de clusters fue determinado con base en la gréafica de error total vs nimero de clusters
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la cual se muestra en la Figura 3.5. Se observo que a mayor nimero de clusters se obtiene un
menor error total asociado con la agrupacion, sin embargo, al tener en cuenta que el nimero de
muestras totales es 12, se seleccion6 un numero de clusters bajo, con el cual se pudiera agrupar
un numero considerable de las muestras y que el error total fuera bajo. Con base en lo anterior

se establecio un ndmero de cinco clusters como el dptimo.

150
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Figura 3.5 Optimizacion del nimero de clusters para analisis de componente principales

En la Figura 3.6 se muestra la agrupacion de las muestras con base en los clusters determinados.
Se encontrd que la mayoria de las muestras (n=8) del area portuaria y residencial (SD1, SD7,
SD8, SD9, SD10, SD11, SD12 y SD13) comparten un perfil similar. La muestra SD2 que
también esta ubicada en el area portuaria presenta un perfil atipico que el resto de las muestras
de esta area y no presenta alguna agrupacion, posiblemente asociado a que fue recolectada muy
cerca al muelle petrolero de la zona. Por su parte cada una de las tres muestras del area de
desembocadura (SD4, SD5 y SD6) presentan perfiles caracteristicos diferentes a los obtenidos
en las areas portuaria y residencial, lo cual estd posiblemente influenciado por los eventos de
contaminacion continentales que ocurren sobre el rio Rosario y son transportados a la

desembocadura del rio. Cabe resaltar que las muestras del area de desembocadura (SD4, SD5 y
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SD6) no se encuentran agrupadas entre si, presentando cada una un perfil caracteristico, sin

embargo, las muestras SD4 y SD5 presentan una similitud en los componentes principales.
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Figura 3.6 Andlisis de componentes principales para las muestras de sedimentos marinos

La Figura 3.7 muestra los perfiles de distribucién para los HAPs individuales. Al tener en cuenta
todos los HAPs, cinco clusters diferentes fueron observados, sin embargo, al considerar
Unicamente los tres o cuatro HAPs mas abundantes en cada muestra, se identificaron
principalmente dos perfiles. En el primer perfil conformado por los clusters 1 y 2 los cuatro
compuestos mas abundantes son Flu, Fen, Ace y Aci, mientras que en el segundo perfil

conformado por los clusters 3, 4 y 5 los compuestos mas abundantes son Pir, Fla 'y Fen.
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El primer perfil, conformado por los clusters 1 y 2, se presentd en las muestras
(SD1/SD8/SD9/SD10/SD11/SD12 en el area portuaria, SD6 en el area desembocadura y
SD7/SD13 en el area residencial), las cuales tienen mayor abundancia de HAPs de tres anillos
como Flu y Fen. Estas muestras se caracterizan por presentar bajas concentraciones de
¥16HAPs, lo cual indican que no han sufrido de eventos de contaminacion de hidrocarburos de
gran magnitud y las concentraciones de HAPs encontradas pueden ser atribuidas a pequefios
derrames como flujo de lanchas o quema de biomasa, lefia o carbén, las cuales se emiten de
manera periddica. Debido al hecho que los hidrocarburos se emiten periédicamente, los HAPs
de tres anillos Ilevan menos tiempo de degradacion y tienen mayor concentracion que los de

cuatro anillos.

Por otra parte, el segundo perfil, conformado por los clusters 3, 4 y 5 tiene mayor abundancia
de HAPs de cuatro anillos en comparacion con los HAPs de tres anillos y se presento en las tres
muestras con mas altas concentraciones de X16HAPs (muestras SD2 en el area portuaria y
SD4/SD5 en el area desembocadura). Estas muestras al tener altas concentraciones de T16HAPS,
pero menores concentraciones de HAPs de tres anillos, sugiere que este fendmeno puede ser
atribuido al hecho que estos compuestos son mas factibles a la degradaciéon fotoquimica y
bioldgica (Nascimento et al., 2017; Wagener et al., 2010) y a la resuspension del sedimento a la
columna de agua (Nandini & Menon, 1999). Por consiguiente, los compuestos de tres anillos
tienden a degradarse con mayor velocidad que los compuestos de cuatro anillos. Lo anterior
puede generar que la concentracion de los HAPs de tres anillos se acumule lentamente, mientras

que la concentracion de los HAPs de cuatro anillos aumente a mayor velocidad.
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Cluster 1: muestra SD6

Flu Fen Ace Fla Pir Ind BaA BbF Bghi BkF BaP Ant DbA Cri Aci Naf
Congénere

Claster 2: muestras SD1, SD7. SDS8. SD9,
SD10, SD11, SD12 Y SD13
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Flu Fen Pr BaA Bghi BbF Cri Ace Ind BaP DbA BkKF Ant Naf
Congénere

Claster 3: muestra SD3

Pir Fla Fen Flu BbF Aci BaA DbA Ind BaP Ant Cri Naf Bghi Ace BKF
Congénere

Cluster 4: muestra SD4

Pr Fla Fen Flu Bghi Ant BbF Ind BaA Aci BaP Naf Cri DbA Ace BKF
Congénere

Cluster 5: muestra SD2

Pir Fen Fla BbF Aci Cri BaA BaP Bghi Ind Flu BKF Ant Ace DbA Naf
Congénere

Figura 3.7 Clusterizacion de los HAPs individuales en las muestras de sedimentos marinos




En la Figura 3.8 se presenta un diagrama de cajas para HAPs individuales, se observan que
existen algunos valores atipicos para Flu, Fen y Pir, asociados con las muestras estuarinas, en
las cuales como se ha explicado anteriormente presentan gran influencia de los fendmenos
continentales como derrames que ocurren sobre el rio Rosario y los residuos de hidrocarburos
generados en la industria ilegal de produccion de base de coca. Los compuestos de peso
molecular intermedio como Flu, Fen y Pir tienen capacidad de solubilizarse parcialmente en el
agua y transportarse hacia el area estuarina del rio Rosario. Por su parte, los HAPs de mayor
peso molecular (cinco y seis anillos), presentan menor dispersion, debido al hecho que en la

mayoria de las muestras estos compuestos no fueron encontrados o sus concentraciones fueron

muy bajas.
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Figura 3.8 Diagrama de caja para la concentracién individual de cada HAPs en todas las muestras
tomadas de sedimento marino

La Figura 3.9 muestra la proporcion de HAPs agrupados por nimero de anillos en muestras de
sedimentos marinos, se observa que en todas las muestras analizadas la contribucion es
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mayoritariamente de HAPSs de tres y cuatro anillos. La baja presencia de los HAPs mas pesados
(cinco y seis anillos) esta posiblemente asociada con su baja capacidad de dilucion en el agua,
lo que limita su transporte a largas distancias (Leodn et al., 2013). En los sedimentos estuarinos
(SD4 y SD5) la suma de los HAPs de cinco y seis anillos es muy bajo (menor al 2%), mientras
que en las muestras marinas el porcentaje de estos compuestos varia entre el 3 y el 30%. Lo
anterior estd posiblemente asociado con el hecho que los sedimentos estuarinos se encuentran
en el area de desembocadura del rio Rosario, la cual tiene como principales amenazas de
contaminacion los derrames continentales sobre el rio Rosario (productos de la ruptura del
oleoducto) (Tejada & Afanador, 2003), los cuales ocurren a mas de 10 km de distancia de la
bahia de Tumaco, dificultando el transporte de los compuestos méas pesados (de cinco y seis

anillos) hacia el area de desembocadura del rio Rosario.

Por otro lado, las muestras de sedimentos recolectadas en zonas marinas fueron principalmente
tomadas de las &reas portuarias y residencial, en donde las principales amenazas de
contaminacion estan asociadas con derrames invisibles pequefios (causados por embarcaciones
pequefias), el terminal petrolero y los buques en transito (Tejada & Afanador, 2003), los cuales
se encuentran relativamente mas cercanos a los puntos de muestreo. La muestras SD6, fue
recolectada en el area de desembocadura del Rio Rosario, pero a diferencia de las demas
muestras de esta area que fueron seleccionadas en zonas estuarinas, esta fue tomada en una zona
marina (area mas externa), en donde las amenazas de contaminacion por derrames invisibles y
buques en transito del area portuaria tienen un grado de influencia. Lo anterior se debe al hecho
de que las olas del area portuaria se dirigen en direccion sudeste (Tejada & Afanador, 2003), las
cuales mediante arrastre pueden transportar contaminantes hasta este punto de muestreo. En esta
muestra fue observada mayor proporcién de HAPs de cinco y seis anillos en comparacion con

las muestras estuarinas.
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Figura 3.9 Proporcion de los HAPs, agrupados por nimero de anillos en muestras de sedimentos
marinos

3.3.2 BIVALVOS

En la Tabla 3.5 se muestran las concentraciones de los HAPs en Anadara tuberculosa. Las
concentraciones totales de HAPs en Anadara tuberculosa, estan reportadas como la sumatoria
de los 16 HAPs prioritarios por la U.S.EPA (X16HAPs). Asimismo, la Figura 3.10 representa
las concentraciones de X16HAPs en las muestras de Anadara tuberculosa, distribuidas por
sectores en la bahia de Tumaco. Al igual que en las muestras de sedimentos marinos, las mas
altas concentraciones de X16HAPs en Anadara tuberculosa fueron encontradas en el &rea de
desembocadura del Rio Rosario, con un rango de 31 a 169 ng g%, sequida por el area residencial
con un rango de 78 a 157 ng g y por ultimo el area portuaria con un rango de 24 a 63 ng g*. A
diferencia de sedimentos marinos, en las muestras de Anadara tuberculosa los rangos de

concentracion entre areas tuvieron menor variacion.

Los EqT-BaP variaron entre 0.11 y 5.01 EqT-BaP, por su parte, los EQM-BaP variaron entre
0.15y 6.12 EqM-BaP, el andlisis de estos valores se encuentra en la seccion 3.6 de evaluacion
del riesgo toxicoldgico.
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Tabla 3.5 Concentracion de HAPs en muestras de bivalvos (Anadara tuberculosa) (ng g* peso seco)

POR (n=3) DES (n=12) RES (n=5)
Compuesto P1 P3 P4 P5 P13

Bl | B2 | B3| B4 | B5 | B6 (| B7 | B8 | B9 | B10 | B11 | B12 | B13 | B14 | B15 | B16 | B17 | B18 | B19 | B20
Naf <13]|<13|<13[<13| <13 [|<13[<13|<13|<13[<13|<13|<13]| <13 |<13|<13(<13|<13|<13]| <13 <13
Aci <16[<16[<16|<16]| <16 |<16|<1.6|<16|<16| <16 | <16 [<16| <16 |<16|<16|<16]| <16 | <16 | <16 <16
Ace <14 (<14 |<14|<14| 44 |<14|<14|<14 |<1l4| <14 | 27 [ <14 15 [<14|<14|<14| <14 | <14 | <14 <14
Flu <11(<11|<11]<11| <11 |<11(<11|<11|<1l1|<11|<<11]|<112 <ll |<11|<11]|<11| <11 |<11 ]| <11 <11
Fen <12| 5 | 40|85 | 13 | 35| 18 |<1.2|10.7|16.29| <1.2 |5753| <1.2 | 1.3 | 89 (103 | 118 | 265 | 7.7 |12.6
Ant <19]<19[<1.9(<19| <19 |<19(424| 23 |<19[ <19 | <19 | <19 | <19 [<19|<19( <19 <19 | <19 ]| <19 <19
Fla 9.3 [16.8]13.7]|120.3| 593 | 87 |122| 6.2 |24.1| 410 | 21.3 | 439 | 205 [24.0]|16.3[30.2| 36.0 | 46.6 | 37.1 |25.0
Pir 6.9 |258|17.2(30.7| 338 |10.3[165| 115|284 | 42.0 | 150 | 282 | 26.2 |22.6|24.2(31.1| 308 | 37.9 | 343 |22.0
BaA <1.1|<11|<11] 22 | 315 |<11]|57 |<11]| 27 |<11| <11 1.9 <11 |16.2|<11|<11]| <11 | 53 6.4 |<1l.1
Cri 55197 |42 )122|1239 |91 |63 |569|95|144 | 145|110 | 151 [134|132(18.2| 156 | 283 | 274 | 128
BbF 21 | 58| 21 |<16| 104 |<16| 44 | 18 | 25 4.0 15 | <16 4.3 21 | <16| 2.7 2.3 2.3 100 | 1.8
BkF <3.1|<31|<31(<31| 48 |<31[81 |<31|<31| 31 |104 | <31 | 38 |<31|33([49 | 44 | 97 |115 |35
BaP <21|<21(<21]1<21| <21 |<21]<21|<21|<21| <21 |<21 | <21 | <21 |<21|<21|<21| <21 | <21 | <21 |<21
Ind <3.6 | <3.6|<3.6|<3.6| <3.6 |<3.6|<3.6| <36 |<36| <36 | <36 176 | <36 |<36[<3.6|<3.6]| <36 | <36 | <36 <36
DbA <4.6 | <4.6 | <4.6|<46| <4.6 | <46|<4.6| <46 |<46| <46 | <46 [ <46 | <46 |<46[<46|<46]| <46 | <46 | <46 |<46
Bghi <24 |<24|<241<24| <24 | <24|<24| <24 | <24| <24 | <24 | <24 | <24 |<24|<24|<24| <24 | <24 | <24 |<2.4
5" 16HAPs 23.8/63.0[41.3[739(169.3|31.6]59.1|84.8 |77.8|120.7| 65.4 |160.2| 714 |79.7|65.9|975|101.0|156.6 |1344|77.7
EqT-BaP 03]07]03f(04 |51 ][01f[20]09]07] 10 1.5 2.2 1.1 20/ 05110 09 2.1 31 |07
EqM-BaP 06 1610604 | 61 |02[26] 26 |10] 16 1.8 5.8 1.7 21 1 06|15 | 13 26 | 48 | 1.0
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Figura 3.10 Distribucidn por area de las concentraciones de X16HAPs en bivalvos (Anadara
tuberculosa)

La Figura 3.11 muestra el histograma de distribucion de las concentraciones de X16HAPS en

muestras de Anadara tuberculosa. En el histograma se puede observar que en Anadara

tuberculosa las concentraciones de X16HAPs a diferencia de las muestras de sedimentos tienen

un rango de concentracién mas agrupado, obteniendo valores menos dispersos entre si.

4]
5
84
L=
=]
-5
=
L=
&s
2
1
V]
0-25 25-50 50-75 75-100 100-125 125-150 150-175 vy mavor...
Clases (Concentracion total de HAPs en bivalvos ng gl peso seco)

Figura 3.11 Histograma de distribucidn las concentraciones de X16HAPs en muestras de Anadara

tuberculosa
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Las concentraciones de X16HAPs obtenidas en bivalvos en este estudio fueron comparadas con
estudios realizados en otras regiones. Para la comparacion fueron seleccionadas areas de estudio
en otros paises, las cuales se listan en la Tabla 3.6. En la Figura 3.12 se muestra la comparacion

entre las concentraciones de X16HAPs obtenidas en los estudios citados.

Al comparar las concentraciones totales de HAP en bivalvos de Tumaco con las de otros paises,
se observa que el rango de concentracion obtenido en la bahia de Tumaco (entre 23y 170 ng g°
1y fue ligeramente mas alto que los obtenidos en delta del Niger en Nigeria (entre 6 y 16 ng g ™),
Cartagena en Espafia (entre 26 y 80 ng g) y el golfo Pérsico en Persia (entre 14 y 85 ng g ™).
Sin embargo, al comparar con los estudios en San Francisco en USA (entre 21y 1093 ngg?1) y
la isla Hainand en China (entre 817 y 2154 ng g%), el rango de concentraciones en la bahia de
Tumaco estuvo muy por debajo. Las zonas del delta del Niger y el golfo Pérsico son zonas con
alta actividad petrolera y con alto riesgo de derrame de crudo, sin embargo, presentaron
concentraciones por debajo que las obtenidas en este estudio. El puerto de Cartagena por su
parte es un puerto comercial, deportivo, turistico, de transporte de pasajeros, militar y pesquero,
por lo tanto, es de esperarse que presente bajas concentraciones. Por otro lado, el puerto de San
Francisco y la isla Hainand son &reas altamente pobladas, con alto flujo de transporte de

pasajeros, alto comercio y con alto nivel de actividad antropogénica.

Tabla 3.6 Estudios utilizados para la comparacion de las concentraciones de X16HAPs en bivalvos

Pais Region Caracteristicas del &rea de estudio Referencia
Colombia | Bahia de Puerto de exportacién de petréleo, transporte de | Este estudio
Tumaco (costa | pasajeros, comercial y pesquero y en la zona
Pacifica) rural alta produccion de drogas ilicitasque usan
gasolina como insumo
Nigeria Delta del Niger | Zona petrolera con alto riesgo de derrames de (Moslen et al.,
crudo. 2019)
Espafia Cartagena Puerto comercial, deportivo, turistico, transporte | (Leén et al.,
de pasajeros, militar y pesquero 2013)
Persia Golfo pérsico | Zona petrolera con continuos derrames de (Abootalebi et
petréleo. al., 2020)
USA San Francisco | Puerto maritimo altamente comercial, turistico, (Oros et al.,
de transporte de pasajeros y con alto nivel de 2005)
actividad antropogénica.
China Isla Hainand Isla altamente poblada, con alta actividad (Wang et al.,
turistica, de transporte de pasajeros y alto nivel 2020)
de actividad antropogeénica.
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Figura 3.12 Comparacion de la concentracién de Z16HAPs en bivalvos de diferentes regiones

Para analizar los perfiles de distribucion de los HAPs individuales en muestras de Anadara
tuberculosa se realizé un andlisis de componentes principales. Para lo anterior primero fue
determinado el nimero de clusters éptimo que permita obtener el menor error posible, el nimero
de clusters fue determinado con base en la grafica de error total vs nimero de clusters la cual se
muestra en la Figura 3.13. Se observo que a mayor nimero de clusters se obtiene un menor error
total asociado con la agrupacion, sin embargo, al tener en cuenta que el nimero de muestras
totales es 20, se seleccion6 un nimero de clusters con el cual se pudiera agrupar un nimero
considerable de las muestras y que el error total fuera bajo. Con base en lo anterior se establecio

un nmero de seis clusters como el éptimo.
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Figura 3.13 Optimizacién del niumero de clusters para anélisis de componente principales en muestras
de Anadara tuberculosa

En la Figura 3.14 se muestra la agrupacion de las muestras con base en los clusters determinados.
Se encontraron dos principales agrupaciones de las muestras, la primera agrupacién corresponde
al cluster 4 y estd conformada principalmente por las muestras del area residencial (B16, B17,
B18 y B20) y una muestra del area desembocadura (B10), mientras que la segunda agrupacion
corresponde al cluster 5y esta conformada principalmente por muestras del area portuaria (B1,
B2 y B3) y el area desembocadura (B4, B6, B9, B11, B13, B14 y B15). Los demas clusters (1,
2, 3y 6) corresponden a las muestras B8, B12, B5 y B7 respectivamente y son aquellas muestras

que presentan concentraciones atipicas de algunos HAPs y no presentan ninguna agrupacion
entre ellas.
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Figura 3.14 Anélisis de componentes principales para las muestras de Anadara tuberculosa

La Figura 3.15 muestra los perfiles de distribucion para los HAPs individuales en cada cluster
de las muestras de Anadara tuberculosa. De las veinte muestras de Anadara tuberculosa 16 se
agruparon en los clusters 4 y 5, los cuales comparten el mismo perfil de distribucion de los
cuatro HAPs més abundantes, los cuales fueron Fla, Pir, Cri y Fen. El perfil de los cuatro HAPs
mas abundantes obtenidos en este estudio fue similar al obtenido en otros estudios, como es el
caso de los bivalvos de la laguna del mar Menor en Espafia (Ledn et al., 2013). La solubilidad
de los HAPs disminuye a medida que incrementa el peso molecular, por lo tanto, para los
congéneres mas hidrofilicos (menor peso molecular) se les favorece su biodisponibilidad y
transporte a largas distancias (Ledn et al., 2013). Por esta razén, los HAPs de peso molecular
intermedio son los que mayoritariamente se acumulan en organismos, al igual que en sedimentos
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(Porte et al, 1993, Baumard et al., 1998); un hecho que incrementa la predominancia de estos

compuestos en muestras de bivalvos.

Por su parte las muestras B8, B12, B5 y B7 corresponden a los clusters 1, 2, 3y 6, los cuales
presentan un perfil de los 16 HAPs diferente al de las demas muestras. Sin embargo, al igual
que los otros clusters comparten la caracteristica que dentro de los componentes mas abundantes
se encontraron Pir, Fla, Cri y Fen, con algunos valores atipicos de algunos HAPs como Ace,
BaA, BKF, Ind and Bhi.

Cluster 1: muestra B8

Cri  Pir Fla Bghi Ant BbF Fen Naf Ind BaA Aci BaP Flu BKkF Ace DbLA
Congénere

Cluster 2: muestra B12

111,__________

Fen Fla Pir Ind Cnn BaA Ant Naf BbF BaP Aa Bghi Flu BkF Ace DbA
Congénere

I Cluster 3: muestra BS
Illl-----------
Fla P

ir BaA Cri BbF BKF Ace Fen Naf BaP Bghi Aci Flu Ant Ind DbA
Congénere

91



I I Cluster 4: muestras B10. B16, B17. B18 y
B19

Cri Fen BKF BbF BaA Ind Bghi Naf Ant Aci BaP Flu Ace DbLA
Congénere

Claster 5: muestras B1. B2, B3, B4. B6.
BY9. B11, B13, Bl4, B15 yB20
l'------------

Fla. Cnn Fen BbF BaA BkF Ace Bghi BaP Aa Flu Ant Ind Naf DbA
Congénere

Cluster 6: muestra B7

Fla BKF Cri BaA BbLF Ant Fen Ind Aci Bghi BaP Flu Ace DbA
Congenere

Figura 3.15 Clusterizacion de los HAPs individuales en las muestras de Anadara tuberculosa

En la Figura 3.16 se muestra un diagrama de caja para las concentraciones de HAPs individuales
en Anadara tuberculosa. En general los HAPs de cuatro anillos (Fla, Pir y Cri) son los que
presentan un mayor rango de concentracion. Se presentan concentraciones atipicas de algunos
HAPs, principalmente de los HAPs de cuatro anillos (Fla, Pir y Cri), sin embargo, estos valores

atipicos no se encuentran tan desviados como los encontrados en sedimentos.
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Figura 3.16 Diagrama de caja para la concentracién individual de cada HAPs en muestras de Anadara
tuberculosa

La Figura 3.17 muestra la proporcion de HAPs agrupados por nimero de anillos en muestras de
Anadara tuberculosa. Se puede observar que, en todas las muestras colectadas, la suma de los
HAPs de cuatro anillos presenta una contribucion por encima del 70 %, lo cual esta posiblemente
asociado con el hecho que Anadara tuberculosa al igual que otros bivalvos, acumulan los HAPs
en su tejido graso, por lo tanto, tienden a acumular los compuestos mas hidrofébicos. Los HAPs
de cuatro anillos al tener polaridad intermedia, tienen caracteristica polar que les permite
aumentar su biodisponibilidad en el agua y caracteristica apolar que favorece su acumulacion

en tejidos grasos de organismos.
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Figura 3.17 Proporcién de los HAPs, agrupados por namero de anillos en muestras de Anadara
tuberculosa

3.4 ANALISIS DE CLUSTERS EN MUESTRAS
COMBINADAS DE SEDIMENTOS MARINOS Y
ANADARA TUBERCULOSA

Al igual que se realiz6 con las muestras de sedimentos marinos y Anadara tuberculosa por
separado, se efectu6 un andlisis de componentes principales en muestras combinadas de
sedimentos marinos y Anadara tuberculosa, con base en las concentraciones de HAPs
individuales. Para lo anterior primero fue determinado el nimero de clusters 6ptimo que permita
obtener el menor error posible con base en la gréafica de error total vs nimero de grupos realizada
en Rstudio, mostrada en la Figura 3.18. Se observo que a mayor namero de clusters se obtiene
un menor error total asociado con la agrupacion, sin embargo, al tener en cuenta que el nimero
de muestras totales es 32, se selecciond un nimero de clusters con el cual se pudiera agrupar un
numero considerable de las muestras y que el error total fuera bajo. Con base en lo anterior se

establecio un nimero de once clusters como el 6ptimo.
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Figura 3.18 Optimizacién del niumero de clusters para anélisis de componente principales en muestras
combinadas de sedimentos marinos y Anadara tuberculosa

En la Figura 3.19 se muestra la agrupacion de las muestras en forma de dendograma con base
en los once clusters determinados. Se encontr6 que en general las muestras de sedimentos
marinos y Anadara tuberculosa no presentaron ninguna agrupacion en comun entre ellas. Lo
anterior puede ser atribuido al hecho que la acumulacion de los HAPs en tejidos de organismos
filtradores como los bivalvos ocurre en mayor proporcion la los HAPs biodisponibles en el agua
que por los HAPs adsorbidos en sedimentos (Nandini & Menon, 1999). Se encontraron dos
grandes clusters en las muestras, en uno se encuentran trece muestras de Anadara tuberculosa
(B1, B2, B3, B4, B6, B9, B10, B13, B14, B15, B16, B17 y B20) y dos muestras de sedimentos
marinos (SD8 y SD11), en el otro cluster se encuentran seis muestras de sedimentos marinos
(SD1, SD7, SD9, SD10, SD12 y SD13). Otra agrupacion encontrada estuvo conformada por tres
muestras de Anadara tuberculosa (B11, B18 y B19). Las demas muestras no presentan ninguna
agrupacion entre ellas (B5, B7, B8, B12, SD2, SD4, SD5, y SD6).
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Figura 3.19 Dendograma de clusters para las muestras combinadas de sedimentos marinos y Anadara tuberculosa
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3.5 ESTIMACION DE FUENTES DE CONTAMINACION
EN SEDIMENTOS

La estimacion de fuentes de contaminacion mediante relaciones diagndsticas entre HAPs
isdbmeros solo fue realizada en muestras de sedimentos marinos, debido a que en bivalvos no

han sido muy comunes estos calculos.

Para verificar que exista una dependencia lineal entre los HAPs usados para las relaciones
diagnosticas (Fla— Pir, Ant — Fen y HAPs—BPM - HAPs-APM) se determinaron los coeficientes
de correlacion de Spearman calculados en Rstudio, estos se muestran en la Figura 3.20. Estos
coeficientes de correlacién ayudan a verificar si las fuentes de los compuestos son similares
(correlacion positiva) o no (correlacion negativa) (Jomolca, et al., 2020), y asi tener mayor
confiabilidad para los calculos de las relaciones diagnosticas. Se puede observar que Fla — Pir
presentan correlacion positiva con un valor de coeficiente de correlacion de 0.88, asimismo los
compuestos Ant — Fen presentan correlacion positiva con un valor de coeficiente de correlacion
de 0.53, de la misma manera entre HAPs-BPM y HAPs-APM existe una correlacion positiva
con un valor de coeficiente de correlacion de 0.64. Lo anterior sugiere que esos compuestos

provienen de la misma fuente.
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Figura 3.20 Correlaciones de Spearman entre los HAPs en las muestras de sedimentos

Las relaciones de diagnostico Fla / (Fla + Pir) y Ant / (Ant + Fen) calculadas para las muestras
de sedimentos se muestran en la Figura 3.21a. Las relaciones de Fla / (Fla + Pir) menores que
0.4 sugieren una fuente petrégenica, entre 0.4 a 0.5 sugieren combustion liquida y mayores que
0.5 combustion de biomasa (Cai et al., 2019). Por otro lado, las relaciones de Ant / (Ant + Fen)
menores que 0.1 sugieren fuente petrogénica y mayores que 0.1 origen pirolitico (Nascimento
et al., 2017; Cai et al., 2019). Las fuentes pirogénicas emiten principalmente HAPs de cuatro,
cinco y seis anillos (alto peso molecular), contrariamente fuentes petrogénicas tienden a emitir
HAPs de dos y tres anillos (bajo peso molecular) (Yunker et al., 2002). Consecuentemente, las
relaciones HAPs-BPM / HAPs-APM menores que 1.0 indican mayor contribucién de fuentes
pirogénicas o degradacion fotoquimica de HAPs-BPM; inversamente relaciones de HAPs-BPM
/ HAPs-APM mayores que 1.0 sugieren principalmente fuentes petrogénicas.
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En el &rea desembocadura, para las muestras SD4 y SD5 ambas relaciones diagndsticas sugieren
fuente petrogénica, esto se debe posiblemente a que fueron colectadas en el &rea interna del
estuario, en donde hay influencia directa de los derrames de petréleo que ocurren en el rio
Rosario. En cambio, para la muestra SD6 las relaciones diagndsticas sugieren combustion de
biomasa, atribuido posiblemente a que esta muestra fue colectada en un area externa (marina),
mas alejada del estuario y por lo tanto la influencia del rio Rosario es menor. Cabe resaltar que
esta &rea se encuentra rodeada por pequefias poblaciones rurales, en donde en la mayoria de los
hogares no cuentan con acceso a servicios de electricidad ni gas, por lo tanto subsisten mediante

quema de carbon o madera.

Por otro lado, en el area portuaria ambas relaciones isoméricas sugieren que los HAPs pueden
estar asociados con una mezcla de fuentes petrogénicas, combustion liquida y quema de
carbdn/madera. Esto es posiblemente atribuido a las diferentes actividades que se llevan a cabo
en esta area, tales como: transporte de petréleo, alto flujo de embarcaciones, alta densidad

poblacional, entre otras.

Paralelamente, en el area residencial ambas relaciones isoméricas sugieren una mezcla de
fuentes petrogenicas y combustién de biomasa/carbdn. Esta es un area con gran parte de
poblacion de bajo nivel econdémico, en donde en muchos casos utilizan quema de carbén y

madera para actividades domésticas.

En la mayoria de las muestra la relacion HAPs-BPM / HAPs-APM fue mayor que 1.0,
sugiriendo una contribucion de fuentes petrogénicas, con excepcion de la muestra SD2 en el
area portuaria y SD4 y SD5 en el area de desembocadura del Rio Rosario, en donde la relacion
HAPs-BPM / HAPs-APM fue menor que 1.0. Las relaciones isoméricas en las muestras
estuarinas del area de desembocadura indican principalmente fuentes petrogénicas, mientras que
HAPs-BPM / HAPs-APM menor que 1.0 en estas muestras indican fuentes piroliticas. Lo
anterior puede estar atribuido a la alta velocidad de degradacion fotoquimica de los HAPs-BPM
en ambientes tropicales (Nascimento et al., 2017; Wagener et al., 2010), lo que genera que la

relacion HAPs-BPM / HAPs-APM se altere con el paso de tiempo.
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Figura 3.21 Relaciones diagnosticas en sedimentos marinos para estimar las fuentes de contaminacion
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3.6 EVALUACION RIESGO TOXICOLOGICOEN
SEDIMENTOS Y BIVALVOS

En los manglares y ecosistemas marinos habitan gran diversidad de especies, que juegan un rol
fundamental en las comunidades de peces y plantas, con alta productividad primaria (Lin et al.,
2018; Assuncdo et al., 2017). En la Figura 3.22 se muestra una comparacion con el limite de
concentracion total de HAP establecidos por la NOAA (1999), que muestran efectos adversos a
organismos bénticos cuando se exponen a sedimentos marinos contaminados (1684.1 ng g™2).
Ninguna de las concentraciones de X16HAPs en las muestras de sedimentos marinos analizadas
superd la norma. Sin embargo, la concentracion de algunos HAPs individuales como Fen (98.7
ng gb), Fla (160.7 ng g%) y Pir (292.5 ng g*) en la muestra SD5 y, Ace (8.6 ng g™) y Flu (24.1
ng g) en la muestra SD6 superaron la norma establecida por la SQG (1999) para la calidad de
sedimentos para la proteccion de la vida acuatica de Canada: Fen (87 ng g*), Fla (113 ng g),
Pir (153 ng g%), Ace (6.7 ng g™1) y Flu (21 ng g*). Ambas muestras se encuentran ubicadas en
el area de desembocadura.

= 316 HAPs Limite NOAA
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L
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2 400 I
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% 0 | — — _ — — —
< SD5 SD4 SDé6 SD2 SD12  SD9 SD1  SDl11 SD8 SD10 SD13 = SD7
I~ Manglar Arena Arena Manglar Arena
Desembocadura Rio Rosario Portuaria Residencial

Sedimento

Figura 3.22 Comparacion de las concentraciones de X16HAPs en sedimentos marinos con los limites
establecidos por la NOAA (1999).

En la Figura 3.23 se muestran los equivalentes carcinogénicos con base en benzo(a)pireno (EqT-
BaP) y mutagénicos (EqQM-BaP) para las muestras de sedimentos marinos. Los equivalentes
toxicos variaron entre 0.07 y 7.56 EqT-BaP, por lo tanto, ninguno de los EQT-BaP obtenidos
excedieron el valor recomendado por la guia canadiense de calidad de suelo para HAPs (600
EqT-BaP). Por su parte, los equivalentes mutagénicos variaron entre 0.17 y 9.45 EqM-BaP. La
baja presencia de HAPs de cinco y seis anillos juega un rol importante en la toxicidad de los
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sedimentos. Se observa que en los sedimentos estuarinos (SD4 y SD5), a pesar de que tuvieron
las mas altas concentraciones de HAPs de todas las muestras, la presencia de HAPs de cinco y
seis anillos es casi nula, reduciendo considerablemente su riesgo carcinogénico y mutagénico.
Por otro lado, muestras como SD2 en el &rea portuaria y SD6 en el &rea desembocadura tuvieron
menos concentracion de £16HAPs que las muestras SD4 y SD5, sin embargo, debido a que la
proporcion de HAPs de cinco y seis anillos fue més alta, la toxicidad y mutagenicidad por gramo

de muestras fueron las mas altas.

m Suma de EqT-BaP = Suma de EqM-BaP
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o

EqT 0 EqM (ng-BaP g 1)
L Y = == |

Portuaria (n=7) Desembocadura del Rio
Rosario (n=3)

Sedimento |

Residencial (n=2)

Figura 3.23 Equivalentes toxicos y mutagénicos para las muestras de sedimentos marinos

A diferencia de las muestras de sedimentos marinos, en donde las concentraciones de X16HAPs
estuvieron por debajo de los limites normativos; en algunas de las muestras de Anadara
tuberculosa, las concentraciones excedieron el limite regulatorio para consumo humano (ver
Figura 3.24), tanto colombiano (35 ng g*) (Ministerio de Salud y Proteccion Social Colombia,
Resolucion 122 de 2012, art. 6) como de la Unién Europea (30 ng g) (Union Europea,
Reglamento N° 1327, 2014, art. 1; Unién Europea, Reglamento N° 835, 2011, art. 2) reportados
como la suma de 4 HAPs (Z4HAPs) (BaP, BaA, BbF y Cri). La X4HAPs para las muestras de
Anadara tuberculosa, variaron entre 6.3 a 65.8 ng g, en donde dos muestras del area
desembocadura (B5 y B8) y dos muestras del area portuaria (B18 y B19) superaron el limite

regulatorio colombiano, asimismo tres muestras del area desembocadura (B5, B8 y B14) y dos
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muestras del area portuaria (B18 y B19) estuvieron por encima del limite regulatorio europeo.
Estas muestras por lo tanto no son aptas para su procesamiento, preparacion, envase, transporte,
exportacion, almacenamiento, distribucion y comercializacion con destino al consumo humano

tanto en territorio nacional como extranjero.

Lo anterior, evidencia la importancia de hacer un monitoreo periodico de las concentraciones de
HAPs en estos organismos, debido a que, en muchos territorios, especialmente costeros, el
consumo de mariscos forma parte de la dieta de muchos de sus habitantes. Por ejemplo, en
Colombia para el afio 2018 el consumo de peces y otros mariscos alrededor de 8.4 kg por persona
al afno (Ministerio de Agricultura, 2018). Por lo tanto, es importante el monitoreo constante de

estas especies, que permitan garantizar que sean aptos para el consumo humano.
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Figura 3.24 Comparacion de las concentraciones de X4HAPs en Anadara tuberculosa con los limites
establecidos en Colombia (Resolucion 122, 2012, art. 6) y Europa (Reglamento N° 835, 2011, art. 2)

En la Figura 3.25 se muestran los equivalentes carcinogénicos (EqT) y mutagénicos (EqM) para
las muestras de Anadara tuberculosa. Los EqT-BaP variaron entre 0.11 y 5.01 EqT-BaP, por su
parte, los EQM-BaP variaron entre 0.15 y 6.12 EqQM-BaP. La baja presencia de HAPs de cinco
y seis anillos juega un rol importante en la toxicidad de las muestras de Anadara tuberculosa.
De manera general, se pudo observar que en la mayoria de las muestras el riesgo mutagéenico es
mayor que el riesgo carcinogenico. En las muestras recolectadas en el &rea de desembocadura y
residencial los equivalentes toxicos y mutagénicos fueron mas altos en comparacion con las del

area portuaria.
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Figura 3.25 Equivalentes toxicos y mutagénicos para las muestras de Anadara tuberculosa

3.7 INDICADORES DEL RIESGO ECOLOGICO EN
SEDIMENTOS

El método de las guias de calidad de sedimentos (SQGs, por sus siglas en inglés) fue usado para
evaluar el riesgo ecoldgico de los HAPs individuales en los sedimentos marinos y de manglares
(Cai et al., 2019; Lin, et al., 2017; Long et al., 1995). Las concentraciones de HAPs fueron
comparadas con los valores limites que permiten estimar el potencial de efectos bioldgicos que
pueden tener cada HAPs. Para lo anterior se usaron el rango de efectos bajos (REB) y el rango
de efectos medio (REM) los cuales se presentan en la Tabla 3.7. Las concentraciones con valores
debajo del REB pueden tener poco o ningun efecto sobre la biota, valores entre REB y REM
pueden generar ocasionalmente efectos adversos, mientras que valores por encima del REM
indican efectos probables efectos adversos (Lin, et al., 2017; Lin et al., 2018; Qu et al., 2018b).
En este estudio, las concentraciones de la mayoria de las muestras estuvieron significativamente
por debajo de los valores REB, indicando bajos efectos adversos sobre la biota. Solo la
concentracion del Flu en una muestra del area de desembocadura del Rio Rosario (SD6) tuvo un

valor entre REB y REM, indicando ocasionales efectos adversos sobre la biota.
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Tabla 3.7 Evaluacién del riesgo ecolégico de HAPs en sedimentos marinos superficiales (ng g peso

Seco)

Ndmero de muestras
HAPs Rango REB | REM >REB y <REM | >REM
Naf 0 160 | 2100 0 0
Aci 2-7.1 44 640 0 0
Ace 1.5-8.6 16 500 0 0
Flu 35-241 |19 540 1 0
Fen 4.4 -98.7 | 240 | 1500 0 0
Ant 04-25 85.3 | 1100 0 0
Fla 2.0-160.7 | 600 | 5100 0 0
Pir 1.3-2925 | 665 | 2600 0 0
BaA |1.7-4.38 261 | 1600 0 0
Cri 15-54 384 | 2800 0 0
BbF |13-7.0 320 | 1880 0 0
BkF | 05-25 280 | 1620 0 0
BaP | 0.8-4.7 430 | 1600 0 0
DaA | 05-4.0 63.4 | 260 0 0
Ind 0.8-24 240 | 950 0 0
Bghi | 1.6-4.3 430 | 1600 0 0

Los indices de riesgo ecoldgico se muestran en la Figura 3.26 y fueron calculados a partir del

cociente del rango de efectos medianos promedio para cada muestra y clasificados de acuerdo

con la prioridad por el riesgo asociado (Lin et al., 2018). Todas las muestras de sedimentos

marinos tuvieron baja prioridad con base en la concentracion total de HAPs, es decir que el

riesgo ecoldgico es bajo. Sin embargo, como se menciono anteriormente, el fluoreno se encontro

que presenta un riesgo ecoldgico ocasional.
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Figura 3.26 indices de riesgo ecoldgico de sedimentos marinos para HAPs

3.8 EVALUACION DEL GRADO DE QUIMICA VERDE

3.8.1 CONSUMO DE SOLVENTES QRGANICOS EN LOS
METODOS ANALITICOS UTILIZADOS

En la Tabla 3.8 se muestra el consumo aproximado de solvente organico en los métodos
analiticos usados en este trabajo por cada muestra analizada y se compara con el de métodos
analiticos convencionales como la extraccion soxhlet y la extraccidn asistida por microonda. Se
observa que los métodos analiticos usados en este estudio para analisis de HAPs mediante
extraccion miniaturizada con ultrasonido para sedimentos marinos y dispersion de la matriz en
fase solida para Anadara tuberculosa, tienen un bajo consumo total de solventes organicos
durante toda la ruta analitica, con valores aproximados de 15.5y 35.25 mL respectivamente. Por
su parte, en el método propuesto preliminarmente de RDSE — SPME, no hay uso de solvente
organico para la extraccion de los analitos, solo hay un minimo uso de 5 mL correspondiente a

la etapa de limpieza de materiales.
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En técnicas de extraccion convencionales como soxhlet o extraccion asistida por microondas, el
uso total de solventes organicos es mucho mas elevado con valores de 166.1 y 106.1 mL
respectivamente (Itoh et al., 2008). Al comparar el consumo de solventes orgénicos de la técnica
soxhlet con los métodos empleados en este estudio, se encontrd 970 % mayor con respecto a la
extraccion miniaturizada con ultrasonido, 371 % mayor con respecto a dispersion de la matriz
en fase solida y 3222 % mayor con respecto a RDSE — SPME. Asimismo, al comparar el
consumo de solventes organicos de la técnica de extraccion asistida por microonda con los
métodos empleados en este estudio, se encontré 584 % mayor con respecto a la extraccion
miniaturizada con ultrasonido, 200 % mayor con respecto a dispersion de la matriz en fase sdlida
y 2022 % mayor con respecto a RDSE — SPME. Con base en lo anterior, se observa que el
consumo de solventes organicos de los métodos utilizados en este estudio es bajo y por lo tanto

hay poco impacto ambiental.

Tabla 3.8 Consumo de solventes organicos en los métodos analiticos para analisis de HAPs

Etapa del Métodos analiticos de este estudio Otros estudios
método L Extraccion | Extraccion
Extraccion .
miniaturizada | Dispersion de la soxhlet asistida
RDSE — : - (Itoh et al., por
spME: | N ultl_’asonldo matriz en fase 2008) microonda
en sedimentos solida (MSPD)
Marinos (Itoh et al.,
2008)
Consumo de solvente organico para andlisis de una muestra (mL)
Limpieza de 5 5 5 10 10
materiales
Extraccion de 0 10 0 450 90
los analitos
Limpiezay 0 0 30 6 6
purificacion
del extracto
Resuspension 0 0.15 0.25 0.1 0.1
del extracto
Total 5 15.15 35.25 466.1 106.1

2Extraccion sorptiva por disco rotatorio acoplada con microextraccion en fase sélida

3.8.2 ECO-ESCALA ANALITICA DE QUIMICA VERDE

Para evaluar el grado de quimica verde de los métodos analiticos, se usd la eco-escala analitica
de Galuszka et al (2012). Para lo anterior se tuvieron en cuenta cinco pardmetros: cantidad de

solvente usada, nivel de peligro de los solventes usados, consumo de energia del método, riesgos
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ocupacionales y residuos generados. Los valores de eco-escala analitica de los métodos usados

en este estudio, comparados con otros métodos se presentan en la Tabla 3.9.

Con base en los valores de eco-escala analitica obtenidos en este estudio, se observa que el
método DSASE usado para analisis de muestras de sedimentos presenta un valor de eco-escala
de 80, lo cual representa un andlisis verde excelente. Por otra parte, el método MSPD, presenta
un valor de eco-escala de 58, lo cual representa un analisis verde aceptable. Sin embargo, es
importante recalcar que en el método DSASE usado para sedimentos, no se hizo uso de etapa
de clean-up por columnas empacadas, como lo fue en el caso método MSPD para bivalvos,
factor que afecta considerablemente el consumo de solventes. Por su parte, el método RDSE-
SPME, el cual es un estudio que se encuentra en etapa de desarrollo para analisis de HAPs en
muestras sélidas, presenta un valor de eco-escala de 89, el cual indica un analisis verde

excelente.

Al comparar con técnicas convencionales, se observa que la técnica de extraccion por soxhlet
(Itoh et al., 2008), presenta un valor de eco-escala de 40, lo cual se asocia con un andlisis verde
inadecuado. La extraccion por microondas por su parte presenta un valor de eco-escala de 56,

que representa un analisis verde aceptable.

Con base en los resultados se observa que los métodos aplicados en este estudio tienen buen
nivel de andlisis verde, teniendo valores méas favorables que técnicas tradicionales como

extraccion por soxhlet.

Tabla 3.9 Eco-escala analitica de los métodos usados en este estudio, comparado con otros métodos

Parametro Método analitico
DSASE?| MSPDP | RDSE-SPME® | Soxhlet® | Microonda®
Puntos de penalidad

Cantidad reactivos (mL):
Acetona 4 4 4 12 4
Acetonitrilo 4 8 0 0 0
Diclorometano 2 0 0 0 4
Hexano 0 20 0 30 10
Tolueno 0 0 0 6 6
Acetato de etilo 0 0 0 0 8

Consumo de energia:

Calor 2 0 2 2 2
GC-MS 2 2 2 2 2
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Riesgos ocupacionales 3 3 0 3 3
Generacion de residuos
(mL) 3 5 3 5 5
Total puntos de penalidad 20 42 11 60 44
ECOESCALA
ANALITICA| 80 58 89 40 56

¥Extraccion dinamica con solvente asistida por ultrasonido (este estudio). "Dispersion de la

matriz en fase solida (este estudio). “Extraccion sorptiva por disco rotatorio con microextraccion

en fase solida (estudio en desarrollo). “Extraccion soxhlet (Itoh et al., 2008). ®Extraccion por

microondas (Itoh et al., 2008).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se determind la concentracion, composicion, perfil de distribucion, fuentes potenciales y
toxicidad en sedimentos y Anadara tuberculosa en manglares y ecosistemas costeros de la bahia
de Tumaco, Colombia. Este estudio mostré que la concentracion de Y 16HAPs y HAPs
individuales en sedimentos superficiales varia significativamente de acuerdo con el rea en la
que se recolecten. En los manglares estuarinos se observaron concentraciones de > 16HAPs mas
altas (valores de 171.4 y 564.6 ng g*) que en las areas marinas (valores entre 15.5y 77.5ng g’
1. En el caso de las muestras de Anadara tuberculosa, se observé una menor variacion en las
concentraciones entre las diferentes areas de muestreo, con un rango entre 31y 169 ng g™ en el
area desembocadura, entre 78'y 157 ng g en el area residencial y entre 24y 63 ng g™ en el area

portuaria.

En sedimentos, a pesar que se obtuvieron concentraciones de Y 16HAPs significativamente méas
altas en las muestras recolectadas en manglares estuarinos (valores de 171.4 y 564.6 ng g}), la
baja presencia de HAPs de cinco y seis anillos (menor al 2%) los cuales tienen mayores factores
de equivalencia téxicos y mutagénico, generd que las muestras en manglares estuarinos
presentaran un menor riesgo toxicoldgico (0.52 y 0.77 EqT-BaP) en comparacion con los riesgos
de las muestras tomadas en zonas marinas (entre 0.07 y 7.56 EqT-BaP). En los sedimentos
tomados en zonas marinas la presencia de HAPs de cinco y seis anillos vari6 del 3 al 30 %,

factor que incrementa los riesgos toxicologicos y mutagénicos.

Las concentraciones obtenidas de > 16HAPs en sedimentos marinos en este estudio (entre 15.5
y 564.6 ng g*) estuvieron por encima de zonas con bajos niveles de contaminantes provenientes
de fuentes antropogénicas, con valores comparables a zonas con actividad petrolera intermedia
y por debajo de zonas con alta actividad petrolera, comercial, turistica y con alto flujo de
embarcaciones. En Anadara tuberculosa se obtuvo un comportamiento similar, las
concentraciones obtenidas de > 16HAPs en este estudio estuvieron por encima de zonas poco
desarrolladas con baja actividad antropogénica, y por debajo de zonas altamente pobladas, con

alto flujo de embarcaciones de transporte y alto nivel de actividad antropogénica.

Al estudiar el perfil de distribucion de los HAPs individuales en las muestras de sedimentos
marinos se encontrd que la mayoria de las muestras de las areas portuaria y residencial (n=8)

comparten perfiles similares entre ellas, mientras que las muestras del area desembocadura
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presentan un perfil diferente al de las otras areas. Esta diferencia puede estar atribuida por los
eventos de contaminacion por derrames continentales que ocurren sobre el rio Rosario y por los
residuos de gasolina generados durante la produccion ilegal de cocaina en la regién que se
pueden vertir en los rios de la zona y posteriormente son transportados a la desembocadura del
rio. En bivalvos se encontrd que el 80% de las muestras del area residencial comparten un perfil
similar entre ellas, mientras que todas las muestras del &rea portuaria (n=3) y muestras del area
desembocadura (n=8) comparten un perfil similar. Las muestras de sedimentos y Anadara
tuberculosa no presentan una agrupacioén en comadn. Lo anterior se debe al hecho de que los
bivalvos pueden digerir los HAPs mediante filtracion tanto de agua como sedimentos,

alimentandose principalmente de la filtracion del agua.

Asimismo, las concentraciones de X16HAPs estuvieron por debajo de las pautas de ERM y del
limite establecido por la NOAA. Sin embargo, algunos HAPs individuales (Fla, Pir, Fen, Ace y
Flu) en sedimentos de manglares estuarinos, excedieron los limites establecidos por la SQG, lo
que sugiere posibles efectos adversos sobre la biota. Por otro lado, en bivalvos el 25% de las
muestras superaron los limites establecidos por la comision reguladora europea (30 ng g?), lo
que puede provocar efectos en la salud de las personas. Por lo tanto, estas muestras no son aptas
para consumo humano y se debe realizar un monitoreo periédico de muestras del area para un
control sanitario. Con base en lo anterior, dado que existen muchas areas de manglares con
riesgo de contaminacion a lo largo del municipio de Tumaco, en las cuales se recolectan especies
de Anadara tuberculosa para su comercializacion, se recomienda realizar analisis periddicos
para reducir los riesgos al consumir esta especie y realizar un estudio en los multiples manglares

que no fueron cubiertos por este trabajo.

El perfil de los HAP revela el predominio de los HAP de 3 y 4 anillos en los sedimentos y el

predominio de los HAP de 4 anillos en los bivalvos.

En sedimentos las relaciones diagnosticas en las muestras del estuario del rio Rosario sugieren
que los HAPs provienen de fuentes petrogénicas, las cuales se asocian principalmente a los
derrames continentales que ocurren sobre este rio. Las areas portuaria y residencial en la mayoria
de las muestras presentan un aporte de fuentes combinadas entre petrogénicas y combustion,
asociadas principalmente por los flujos de embarcaciones de la zona, la combustion de

carbén/madera y las actividades de los puertos petroleros.
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Teniendo en cuenta que investigaciones recientes como la de Andersson & Achten (2015)
demostraron que el monitoreo de los 16 HAPs prioritarios de la EPA pueden subestimar el
potencial toxico de estas sustancias alrededor del 70%, se recomienda ampliar el nimero de
HAPs analizados, incluyendo derivados alquilicos de HAPs, dibenzopirenos, dibenzofluorenos
y compuestos heterociclicos. Al ampliar el nimero de HAPs se tendria de manera mas precisa

el riesgo toxicoldgico asociado con matrices ambientales.

Los métodos aplicados en este estudio presentaron buenos resultados en términos de quimica
verde, teniendo para el método DSASE un puntaje de eco-escala (80) categorizado como
excelente y el método MSPD un puntaje de eco-escala (58) categorizado como aceptable. Al
comparar con técnicas como extraccion por soxhlet, se observo que esta presenta un puntaje de

eco-escala de (40), el cual se categoriza como analisis verde inadecuado.
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