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RESUMEN

En la presente investigacion se busco implementar un sistema de monitoreo y analisis
de compuestos organicos volatiles biogénicos (BVOCs) en campo, que permita la
caracterizacion de su perfil de emision, asi como la cuantificacion de los BVOCs
presentes. La importancia de este estudio se centra en que estas emisiones pueden
ser utilizadas, a largo plazo, como un indicador rapido del estado fisiolégico del
bosque, y del posible cambio en la biodiversidad de éste. Entre los compuestos
elegidos para el monitoreo se encuentran principalmente los terpenoides, pues son los

principales BVOCs emitidos por bosques tropicales.

En la primera etapa de este trabajo, se disefidé un sistema de captura de volatiles que
permitié la caracterizacién y cuantificacion de estos en escala de laboratorio. El método
empleado fue la extraccion gas-solido. Se aplicaron dos distintas matrices para este fin:
Porapak Q y Carbograph. Para realizar la captura de volatiles en las matrices, se utilizd
un sistema de captura dinamico, mediante el uso de bombas volumétricas de
muestreo. Los analisis de estas muestras fueron realizados mediante cromatografia de
gases, utilizando para ellos dos distintos equipos: cromatégrafo de gases equipado con
detector por ionizacion de llama (GC/FID), y uno equipado con un detector selectivo de
masas (GC/MS).

En la segunda etapa, y partir de los resultados obtenidos en la etapa anterior, se
establecio un sistema de monitoreo en campo, empleando la metodologia de captura y
andlisis ya establecida. El trabajo de campo fue realizado en la Reserva Nacional
Tambopata, en la provincia de Puerto Maldonado. Se establecieron dos periodos de
monitoreo en campo. En el primero de ellos se utilizé Porapak Q y en el segundo

Carbograph.

Aplicando la metodologia planteada, en la primera parte del trabajo, se pudo
determinar una cuantificacion para BVOCs en laboratorio, definiendo incluso los limites
de deteccidn y la recuperacion para cada tipo de matriz. En la segunda etapa, en el
trabajo de campo, no se pudo establecer un perfil de emisiones de BVOCs adecuado
que pudiese ser utilizado como un indicador de los cambios en el bosque,
posiblemente por la baja concentracion de BVOCs en las zona y altura que se realizd
el monitoreo, ademas de limitaciones instrumentales. Finalmente se establecieron

pardmetros a seguir para alcanzar los objetivos en una nueva investigacion.
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DESCRIPCION Y OBJETIVOS:

Los bosques tropicales son de gran importancia para la biodiversidad y el ciclo global
del carbono. Debido a ello, existe considerable interés por el estudio de los impactos
del actual cambio climatico y la actividad humana sobre estos ecosistemas. El bosque
tropical mas extenso es el amazdnico y equivale al 45% de l|a totalidad de bosques
tropicales en el mundo. En él se almacena aproximadamente el 30% del carbono
presente en la vegetacion terrestre, ademdas de albergar la mayor diversidad de
especies vegetales del planeta.

Ante el incremento en las temperaturas ambientales promedio a nivel mundial, se han
venido conduciendo numerosas investigaciones sobre de la manera en la que esto
puede afectar el ciclo fotosintético de las plantas y, con ello, el balance entre fijacion,
almacenamiento y reemisiéon del carbono por parte de la vegetacién. Tradicionalmente,
se han realizado estudios basados en la observacion de las caracteristicas fisicas de
los ecosistemas. Estos estudios, sin embargo, sélo proporcionan informacién sobre el
almacenamiento neto, y sélo indirectamente sobre la dindmica de los otros procesos.

Una aiternativa para ver aspectos dinamicos es el monitoreo de la emision de
compuestos organicos biogénicos volatiles (BVOCs) por parte de las especies
vegetales que lo conforman. El monitoreo continuo de BVOCs en un A&rea
representativa de bosque permitiria obtener su perfil de emisiones, el cual podria
utilizarse para identificar indicadores de estrés fisiolégico y evaluar alteraciones en la
biodiversidad. EIl objetivo de esta tesis es el desarrollo de un método de andlisis de
BVOCs en bosque amazdnico. El método a desarrollar debera incluir un sistema
‘adecuado de captura de volatiles en campo y su posterior analisis en laboratorio. Para
esta investigacion se utilizaran técnicas de monitoreo ambiental y andlisis
cromatograficos que permitan una identificacion de los perfiles de emision.
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1. INTRODUCCION

Los bosques tropicales presentan una gran importancia para la biodiversidad
mundial y el ciclo global del carbono. Debido a ello, se ha generado un gran interés
por el estudio de los impactos sobre estos ecosistemas causados por el actual
cambio climatico y la actividad humana. La importancia de estos bosques se centra
principalmente en que albergan a la mayor variedad de arboles y especies
vegetales en general del planeta, y de esta forma genera una fuerte influencia en
los ciclos biogeoquimicos, como el ciclo hidrico o el ciclo del carbono. En estos
bosques se almacena cerca del 40% del carbono terrestre (Malhi y col., 2002; Vieira
y col., 2005).

El bosque tropical mas extenso del mundo esta ubicado en la Amazonia, y equivale
aproximadamente al 45% de bosques tropicales del mundo. Abarca en toda su
extensiéon una gran variedad de climas, topografia, geografia y estructuras de
bosque. En el bosque tropical amazénico se fija aproximadamente 30% del carbono
presente en vegetacion terrestre. Ademas, participa en el ciclaje de 20% del agua
fresca de la Tierra (Malhi y col., 2002; Vieira y col., 2005).

Si bien la dindmica sucesional en bosques tropicales tiende a ser mas rapida que
en bosques templados, dentro de la Amazonia se encuentran numerosos bosques
antiguos en donde residen arboles maduros, los cuales representan los principales
reservorios de biomasa en los ecosistemas naturales. La amplia vegetacion de
estas regiones mantiene un importante intercambio de gases con la atmésfera. Por
esta razén, los bosques tropicales, y en particular el amazdénico, cumplen un rol
trascendental en los ciclos globales del agua y del carbono, de gran importancia
para la vida en el planeta. La pérdida de los bosques, su posible intercambio por
otro tipo de vegetacion, como tierras de cultivo y/o pastoreo, e incluso pequefios
cambios en la estructura y/o funcionamiento de estos, pueden traer consigo
grandes consecuencias sobre la biodiversidad, cambios en los ciclos hidrolégicos y
de carbono, y en el clima en general (Malhi y col., 2002; Vieira y col., 2005).

A nivel mundial, los ecosistemas silvestres estan sufriendo cambios severos debido
a una variedad de actividades y procesos antropogénicos. De acuerdo a estudios
realizados en las Ultimas décadas, los bosques estdn experimentando cambios en
Su estructura debido a variaciones en las condiciones ambientales a nivel global,
regidas por factores como la creciente concentracion de didéxido de carbono

atmosférico, variacion en precipitaciones, incremento anual progresivo de la
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temperatura y la radiacion solar. Todas estas alteraciones pueden afectar el ciclo
fotosintético de las plantas, asi como alterar el balance de almacenamiento,
produccion y aprovechamiento del carbono por parte de la vegetacion (Malhi y col.,
2002; Phillips y col., 2004; Clark, 2007).

En respuesta a los cambios climaticos, los bosques tropicales sufren una serie de
modificaciones en su dindmica y biodiversidad. Estudios realizados a largo plazo
indican que la velocidad de produccién de arboles es mayor a la velocidad de
mortalidad. Ademas, se observa un aumento en la biomasa presente en bosque,
correspondiente a la aceleracion en el crecimiento de los &rboles en promedio
(Malhi y col., 2002; Clark, 2007). Al aumentar las velocidades de produccion y de
crecimiento de las especies, se ocasionan perturbaciones en el ecosistema, y se
ve favorecida la aparicion de especies de madera mas ligera, sobre aquellas de
crecimiento mas lento y con madera mas densa, pues son las primeras las que
pueden adaptarse con mayor facilidad a los cambios climaticos (Malhi y col., 2002;
Phillips y col., 2004).

Los cambios en la composicion de los bosques tropicales originan alteraciones en
las actividades relacionadas a estos espacios, puesto que afectan a las especies
animales que dependian de los arboles antiguos para su reproduccion y
supervivencia. También pueden tener consecuencias econdémicas y sociales, en el
caso de que las especies vegetales que estan siendo desplazadas tengan mayor

valor comercial que las emergentes (Malhi y col., 2002; Phillips y col., 2004).

Los arboles de menor masa, o la vegetacion mas ligera presente, disminuyen la
capacidad de almacenar carbono en los bosques y, como consecuencia de sus
ciclos de vida mas cortos, aceleran la ciclacion del carbono en estas areas. Se ha
encontrado que los arboles ligeros favorecidos con las variaciones climaticas son
principalmente lianas, segun lo indican estudios llevados a cabo en la selva
Amazonica (Clark, 2007). Las lianas son arboles trepadores lefiosos, que actian
como pardsitos estructurales de los arboles de mayor masa. Utilizan a estos para
trepar, desde el suelo, hasta el techo o copa del bosque para conseguir el maximo
de luz posible para poder llevar a cabo sus procesos biolégicos.

La biomasa correspondiente a las lianas en el bosque es pequefia pero tiene la
capacidad de suprimir la biomasa de los arboles grandes considerablemente. Al

colonizar de manera desigual a los diferentes tipos de &rboles, las lianas tienden a
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alterar su balance competitivo, suprimiendo la regeneracion de las especies mas
afectadas (Phillips y col., 2004; Phillips y col., 2005).

El estudio de los cambios en la composicion de los bosques tropicales y en la
dinamica en la produccion y mortalidad que estos encierran ha sido realizado
siguiendo diversas metodologias que se basan principalmente en observar las
caracteristicas fisicas de los ecosistemas (Mahli y col., 2002). La problematica de
estos estudios radica en que deben realizarse en grandes extensiones de terrenos
y por periodos prolongados, de tal forma que se puedan establecer patrones y
distinguir cambios en la composicion y la dindmica de los bosques. Luego de
observar los cambios fisicos en la vegetacion, tales como el diametro y la altura de
los arboles, estos deben ser relacionados con los parametros ambientales

registrados (temperatura, niveles de CO,, etc.).

Compuestos organicos voléatiles biogénicos (BVOCs)

Una alternativa para el estudio de los cambios en bosques tropicales es el
monitoreo de la emision de compuestos organicos volatiles biogénicos (BVOCSs) por
parte de las especies vegetales. Estos BVOCs fitogénicos son metabolitos
secundarios o intermediarios del metabolismo primario de las plantas, cuya
produccién depende del organismo de origen, para quien por lo general
desempenfian funciones relacionadas con la interaccion de la planta con su entorno,
primordialmente aplicadas a mecanismos de defensa contra herbivoros y
patdégenos, atraccion de polinizadores, dispersores de semillas y otras actividades
involucradas en la comunicacion planta-planta, en su entorno bioldgico y fisico
(Dudareva y col., 2004; Pefiuelas & Llusia, 2004; Dudareva & Pichersky, 2008).

Los BVOCs son compuestos con bajos puntos de ebullicion y altas presiones de
vapor, lo que les permite pasar a fase gaseosa a la temperatura normal de
crecimiento de la planta y difundir hacia la atmdsfera (Pefiuelas & Llusia, 2003). La
produccion de BVOCs por parte de las plantas se da en diferentes tejidos de estas
y por medio de distintos procesos fisiolégicos. Es un proceso constante y la emision
se da como resultado de su inherente volatilidad. Sin embargo, se ve favorecida la
sintesis de aquellos compuestos que desempefan roles de comunicacion y defensa
para la planta, cuando ésta lo requiere. La emisién de BVOCs constituye el 90% de
compuestos organicos emitidos naturalmente a la atmosfera anualmente

(excluyendo al metano) (James y col., 2002; Kuhn y col., 2004).
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El patron de compuestos volétiles liberados por los tejidos de las plantas es
generado a través de diversas vias metabdlicas (Lerdau y col., 1997; Dudareva y
col., 2004). Se conocen alrededor de 30000 BVOCs (Pefiuelas & Llusia, 2004),
entre los que se encuentran distintos alcanos, alquenos, carbonilos, alcoholes
ésteres, éteres, acidos, y principalmente terpenoides (isopreno y monoterpenos).
(Kesselmeier & Staud, 1999).

Se conoce como terpenoides a compuestos organicos de origen biogénico, cuyas
estructuras estan divididas en unidades de isopreno (cinco carbonos). Dentro de los
terpenoides tenemos monoterpenos (Cyo), sesquiterpenos (C;s), diterpenos (Cy),
triterpenos (Cgzp), tetraterpenos (C4) (ver Figura 1). Entre sus caracteristicas
estructurales se observa que la gran mayoria de estos son hidrocarburos
insaturados, con uno o mas dobles enlaces C=C, y es debido a esto que los
terpenoides pueden reaccionar con un gran numero de constituyentes de la
atmésfera (ozono, 6xidos de nitrégeno, radicales hidroxilo, entre otros). El isopreno
y los monoterpenos son los de mayor importancia en la quimica atmosférica debido
a su mayor volatilidad, lo que les permite ser los compuestos predominantemente

emitidos por las plantas (Calogirou y col., 1998; Kesselmeier & Staud, 1999).

Figura 1. Algunos terpenoides caracteristicos emitidos por plantas. (A) isopreno,

(B) monoterpeno, (C) sesquiterpeno, (D) diterpeno, (E) triterpeno.
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La emision de isopreno requiere de su biosintesis de novo, esto debido a que es
producido en los cloroplastos pero no es almacenado, es decir que, en cuanto es
producido, difunde a través de la planta y es emitido (Lerdau y col., 1997). Por el
contrario, la emision de monoterpenos, en la mayoria de los casos, se da desde
almacenes al interior de la planta, como canales resiniferos y otras estructuras.
Luego de su producciéon, los monoterpenos son secretados en estructuras
especiales, del tipo ductos o canales, lo que ayuda a su pérdida dispersiva en la
hoja y hacia la atmoésfera. Las estructuras de almacenamiento varian segun la

taxonomia de la propia planta (Lerdau y col., 1997; Sharkey & Yeh, 2001).

El isopreno es producido como un paso previo de la ruta del acido mevalénico en
los cloroplastos, donde dos moléculas de acetil coenzima A (acetil CoA) son
convertidas en isopentenil pirofosfato (IPP) y su isémero dimetilalil pirofosfato
(DMAPP). EI DMAPP elimina el grupo pirofosfato via la isopreno sintasa dando
como producto al isopreno. Debido a que no hay un mecanismo de almacenamiento
del isopreno, este es emitido y, por tanto, el rango de emision es igual al rango de
biosintesis (Lerdau y col., 1997; Sharkey & Yeh, 2001) (ver Figura 2)

Los monoterpenos, como los demas terpenoides, son producidos a partir de IPP y
DMAPP, mediante una adicion del tipo cabeza a cola para formar geranil pirofosfato
(GPP). Un paso previo a la formacion de los monoterpenos es la eliminacion del
grupo pirofosfato por GPP, promovido por una monoterpeno ciclasa, como se

puede observar en la Figura 2 (Lerdau y col. 1997).
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Figura 2. Ruta biosintética del isopreno y monoterpenos. Modificado de Lerdau y

col. 1997.

Existen factores que influyen en la emisién y produccién de los BVOCs, tales como

la etapa de desarrollo de la planta, el estrés biodtico y abidtico, la temperatura y la

intensidad de luz. Muchos estudios sobre la emision de isopreno muestran su

dependencia de la temperatura y de la luz, debido a la relacion que existe entre la

emision y la biosintesis fotosintética (Arneth y col., 2008; Kesselmeier & Staud,

1999).
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La emision de monoterpenos desde sus “almacenes” en las plantas, esta
condicionada a la temperatura, ya que esta tiene una influencia individual en la
presion de vapor de cada monoterpeno presente (Kuhny col., 2004). Anteriormente
no se realizaba una correlacién de dependencia entre la emisibn de monoterpenos
y la intensidad de la luz, nuevos estudios demuestran que las emisiones de
monoterpenos son también dependientes de la luz (Arneth y col., 2008; Dindorf y
col., 2006).

Un estudio de los perfiles de volatiles correspondientes a diferentes especies
vegetales dentro de un bosque, implica hacer un seguimiento a largo plazo de las
emisiones, tanto en diferentes momentos del dia como durante periodos largos de
tiempo y en diferentes estaciones del afio. Las variaciones en los factores
climaticos involucrados en los ciclos circadianos y estacionales pueden influir en los
perfiles y es necesario reconocer el grado en que estos se ven afectados con
respecto al tiempo (Arneth y col., 2008; Pichersky y col., 2006; Saxton y col., 2007;
Wilske y col., 2007).

Dependiendo de la especie, la produccién acumulacién y/o emision de los BVOCs
puede responder especificamente a los cambios ambientales. Estos Ultimos
producen alteraciones, tanto en la velocidad de sintesis como en las caracteristicas
fisico-quimicas de los compuestos, al verse alteradas las condiciones normales de

temperatura e intensidad luminosa (Pefiuelas & Llusia, 2003).

Durante los procesos fotosintéticos, el aumento de temperatura actia de forma
positiva sobre la fijacion del carbono atmosférico, pero Unicamente hasta un valor
limite, punto a partir del cual la fijacién del carbono se ve disminuida y, como
consecuencia, la velocidad de los procesos fotosintéticos también. Por el contrario,
la actividad sintética de BVOCs se ve favorecida con el paulatino incremento de
temperatura luego de este punto limite. La produccion y emisién de BVOCs se ve
también influenciada por la cantidad de luz recibida, siguiendo el mismo
comportamiento que el proceso dependiente de temperatura (Pefiuelas & Llusia,
2003; Lerdau & Slobodkin, 2002).

En un bosque, las emisiones de volatiles son fotogénicas casi en su totalidad, por lo
gue puede considerarse que las variaciones en la composicion de especies
vegetales y en su estado fisiolégico se veran reflejadas en la composicién de la
mezcla de BVOCs en la atmdsfera bajo y sobre las copas del bosque. Por tanto, los

perfiles de volatiles constituyen un pardmetro de naturaleza quimica, aplicable al

@ Tesis publicada con autorizacion del autor

SOME RIGHTS RESERVED Algunos Derechos Reservados. No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP gx_:_\gﬁggmn

DEL PERU

estudio de los bosques tropicales para la evaluacion de la biodiversidad y como

indicador de estado fisioldgico (Saxton y col., 2007).

Se asume que los bosques tropicales son la mayor fuente de emisiones de BVOCs
fitogénicos del mundo, sobre todo el bosque tropical amazoénico (Greenberg y col,
2004). Una forma de estudiar el estrés fisiolégico y el cambio en la biodiversidad en
bosques tropicales es mediante el monitoreo de la emisién de BVOCs. Variaciones
en la vegetacién presente en el bosque, ya sea por factores climaticos, geolégicos o
antropogénicos, se veran reflejadas en la variacion del perfil de emisién de los
BVOCs.

La presente investigacion tomé como base el monitoreo de BVOCs en la Reserva
Nacional Tambopata (RNT), dentro de una zona de bosque de tierra firme, no
inundable, seleccionada por su representatividad. La RNT esta ubicada en un &rea
de bosque tropical amazonico, aproximadamente a 60 km al sur de la ciudad de
Puerto Maldonado, en el Departamento de Madre de Dios. La zona seleccionada
para el estudio se caracterizé por tener suelos de buen drenaje y una variedad de
vegetacion relativamente reducida, constituida principalmente por arboles de

madera dura acompafiados por un alto nimero de lianas (Phillips y col., 2004).

Este trabajo tiene como objetivo principal implementar un sistema de monitoreo en
el area delimitada dentro de la RNT, que permita una caracterizacion del perfil de
emision de BVOCs y la cuantificacion de estos, principalmente de terpenoides. Los
resultados generados a largo plazo se podran utilizar como un indicador del estado

fisiol6gico del bosque.

En la primera parte de este trabajo, se disefié un sistema de captura de volatiles
gue permitié la caracterizacion y cuantificacion de estos. El método empleado fue la
extraccion en fase soélida de volatiles capturados mediante un muestreo dinamico,
utilizando bombas de muestreo volumétrico. En el empleo de este sistema para la
captura de volatiles, se utiliz6 dos matrices distintas, Porapak Q y Carbograph,
siendo la primera una matriz polimérica de polietilvinilbenceno entrecruzado, y la

segunda una matriz de carbono grafito poroso.

Todos los volétiles trabajados en la etapa de laboratorio fueron analizados por
técnicas de cromatografia de gases, empleando distintos detectores para ello.
Tanto para Porapak Q como para Carbograph, los resultados de la cuantificacion de
los volatiles a nivel laboratorio fueron positivos. A partir de estos resultados es que
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se estableci6 un monitoreo en campo, empleando el mismo sistema de

cuantificacion.

Se establecieron dos periodos de monitoreo en campo. En el primero de ellos se

utilizo la matriz Porapak Q y en el segundo Carbograph.

La metodologia empleada y los resultados mostrados, servirAn como base para
futuras investigaciones. A partir de los resultados mostrados en esta investigacion,
se propondra introducir variantes en el monitoreo y procesamiento de cada muestra

con el fin de alcanzar nuevos objetivos.

@ Tesis publicada con autorizacion del autor
SOME RIGHTS RESERVED Algunos Derechos Reservados. No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP T gx{_\g’_f}gﬁmn

DEL PERU

MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales
2.1.1 Reactivos y solventes

Todos los reactivos utilizados son de grado analitico, salvo que se indique lo
contrario.

Aldrich (Missouri, Estados Unidos de América)

e 4 — Metoxibenzaldehido, 98%

e (1S)-(-)-B-Pineno, 99%

e a-Pineno, 98%

e Canfeno, 95%

e Geraniol, 98%

e Linalool, 97%

e Octil aldehido, 99%

e p-—Cimeno, 99%

e Trans—2—hexen—-1-ol, 96%

e Trans — 2 — hexenal, 98%

J.T. Baker (New Jersey, Estados Unidos de América)

e Acetonitrilo, grado HPLC

Merck (Darmstadt, Alemania)

e a-Terpineol

o Citral

e Citronelal
e Citronelol
e Mirceno

¢ Diclorometano, grado HPLC

e Eter dietilico
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Praxair (Callao, Peru)

¢ Nitrégeno gas

Sigma-Aldrich (Missouri, Estados Unidos de América)

o (R)-(+)-Limoneno, 97%

2.1.2 Materiales

Agilent Technologies (California, Estados Unidos de América)

e Columna HP-5ms para cromatégrafo de gases (30 m de longitud; 0,32
mm de didmetro interno y 0,25 ym espesor) con fase estacionaria 5%
fenil y 95% polidimetilsiloxano

¢ Insertos de vidrio para vial, volumen de 100 yL

e Lana de vidrio (grado para analisis de pesticida)

e Vial transparente con tope para tapa rosca de 12 mm, volumen de 2 mL

con tapa rosca con fondo de teflon (PTFE).

Laboratori Analitici di Ricerca Associati s.r.l. (Roma, Italia)

e Carbograph 1, 20/40
e Carbograph 5, 20/40

Pontificia Universidad Catdlica del Peru, Taller de Vidrio (Lima, Per)

e Cartucho de vidrio con fritado a 15 mm para cargar matriz (8 cm de

longitud; 5 mm de diametro externo y 3 mm de didmetro interno)

SCK Inc. (Pennsylvania, Estados Unidos de América)

e Bolsa de muestreo de fluoruro de polivinilo de 3 L con valvula de

polipropileno, modelo 232-03
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Sigma-Aldrich (Missouri, Estados Unidos de América)

e Tuberia de Tygon

Supelco (Pennsylvania, Estados Unidos de América)

e Lana de vidrio grado pesticida
e Porapak Q, 50/80
e Vial transparente con tope para tapa rosca de 12 mm, volumen de 2 mL,

con tapa rosca con fondo de teflon (PTFE)

Zebron, Phenomenex (California, Estados Unidos de América)

e Columna ZB-5ms para cromatégrafo de gases (30 m de longitud; 0,25
mm de diametro interno y 0,25 uym espesor) con fase estacionaria 5%

fenil y 95% polidimetilsiloxano

2.1.3 Instrumentos

Agilent Technologies (California, Estados Unidos de América)

Cromatografo de gases Hewlett Packard 5890 Series Il acoplado a

detector de masas MSD 5971A

e Cromatografo de gases Hewlett Packard 5890 Series Il equipado con
detector de ionizacién de llama

e Inyector automatico Hewlett Packard 7673

e Software GC ChemStation, G1034C versiéon C.03.00

e Software GC ChemStation, version Rev. A. 10.02 [1757]

Bios International Corporation (New Jersey, Estados Unidos de América)

e Calibrador de flujo de aire DryCal DC-Lite

Garmin Ltd. (Kansas, Estados Unidos de América)
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e Equipo de Sistema de Posicionamiento Global (GPS) GPSmap 60CSx

e Software MapSource, version 6.13.7

Hamilton Company (Nevada, Estados Unidos de América)

e Jeringa de 25 pL modelo Gastight 1702
e Jeringa de 50 pL modelo Gastight 1705
e Jeringa de 100pL modelo Gastight 1710
e Jeringa de 250 pL modelo Gastight 1725
e Jeringa de 1 mL modelo Gastight 1001
e Jeringa de 2,5 mL modelo Gastight 1002

Hanna Instruments (Rhode Island, Estados Unidos de América)

e Termoémetro electronico modelo EITh WP

Ika-Works (Carolina del Norte, Estados Unidos de América)

e Vortex de agitacion MS1

Omega Engineering, Inc. (Connecticut, Estados Unidos de América)

e Sensor registrador de datos de temperatura y humedad OM-62

e Software Omega Logger Interface Program, versién 1.21

Pierce (lllinois, Estados Unidos de América)

e Bloque termostatizado con madulo de agitacion modelo Reacti-Therm

SCK Inc. (Pennsylvania, Estados Unidos de América)

e Bomba volumétrica de muestreo AirLite Sampler Model 110-100

VWR (Pennsylvania, Estados Unidos de América)

¢ Bloque termostatizado analdgico 949311
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2.2 Métodos
2.2.1 Cromatografia de Gases

2.2.1.1 Cromatografia de gases con detector por ionizacién de llama
(GCI/FID)

Las muestras de voléatiles obtenidas, tanto en laboratorio como en campo, hasta el
mes de abril de 2009 fueron analizadas utilizando un cromatégrafo de gases
Hewlett Packard modelo 5890 Series Il, equipado con un detector por ionizacion
de llama (FID) y una columna HP-5ms, de 30 m de longitud, 0,32 mm de diametro
interno y 0,25 um de espesor de fase estacionaria, cuya composicion fue de 5%
fenil y 95% polidimetilsiloxano. Se utilizd un sistema de inyeccion manual y helio

como gas portador.

El volumen de cada muestra inyectada fue de 1 pL. La inyeccion se realiz6 en
modo de division de flujo con relacién de 20:1, temperatura de inyector de 250°C y
de detector de 300°C. El flujo inicial del gas portador fue de 2,5mL/min.

El programa utilizado tuvo una duracion de 33 minutos. La temperatura inicial fue de
40°C y se mantuvo durante 3 minutos. Después de este tiempo se inici6 un
gradiente de temperatura de 8°C/min hasta 240°C. Finalmente se mantuvo a 240°C

durante 5 minutos.

2.2.1.2 Cromatografia de gases con detector de masas (GC/MS)

A partir de abril de 2009 se cont6é con un cromatografo de gases Hewlett Packard
modelo 5890 Series Il acoplado a un detector de masas Hewlett Packard modelo
5971A. Las muestras de volatiles desde entonces fueron analizadas en dicho
cromatégrafo, que estaba equipado con una columna ZB5-ms, de 30 m de longitud,
0,25 mm de didametro interno, 0,25 um de espesor de fase estacionaria, cuya
composicion fue de 5% fenil y 95% polidimetilsiloxano. Se utilizé6 un sistema de
inyeccion automética, mediante el auto muestreador Hewlett Packard 7673,

utilizando helio como gas portador.

El volumen de cada muestra inyectada fue de 1 pL. La inyeccién se realizd en
modo de divisiéon de flujo con relacion de 20:1, temperatura de inyector de 250°C y
de interfase de detector en 280°C. El flujo de gas portador fue de 0,9 mL/min.
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El programa utilizado tuvo una duracion de 30,5 minutos. La temperatura inicial fue
de 40°C y se mantuvo durante 3 minutos. Después de este tiempo se inicid un
gradiente de temperatura de 8°C/min hasta 260°C. Finalmente se mantuvo a 260°C

durante 3 minutos.

2.2.2 Sistema separativo

Se prepararon soluciones, con concentracion conocida, de compuestos de interés
para observar su separacion y tiempo de retencidon en el cromatégrafo de gases.

Cada solucion preparada fue de 1 mL y se utiliz6 diclorometano como solvente.
Los compuestos de interés utilizados fueron:

4-metoxibenzaldehido, canfeno, p-cimeno, citral, citronelal, citronelol, geraniol, (R)-
(+)-limoneno, linalool, mirceno, octanal, a-pineno, (1S)-(-)-B-pineno, a-terpineol,
trans-2-hexen-1-ol, trans-2-hexenal. Adicionalmente, a las soluciones de estandares
individuales se prepararon soluciones, a distintas concentraciones, con una mezcla

de todos estos compuestos.

Para preparar las soluciones se partid, en cada caso, de 5 pL de un estandar el
cual fue diluido con diclorometano completando un volumen de 1 mL. Todos los
voliumenes fueron medidos con micro jeringa. A partir de cada solucion madre se
realizaron diluciones sucesivas para obtener soluciones de menor concentracion.

Cada solucién se preparo6 por triplicado.

Finalmente se procedi6 a analizar cada solucién en el cromatégrafo de gases segun

se explica en la seccién 2.2.1.1y 2.2.1.2.

2.2.3 Sistema de calibracion mediante inyeccion directa

Se prepararon soluciones, de concentracién conocida, de compuestos de interés.
Cada solucién preparada fue de 1,5 mL y se prepararon siguiendo un método de

diluciones sucesivas para obtener distintas concentraciones.

Los compuestos de interés utilizados fueron los mismos utilizados en la seccién
2.2.2.
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Se analizé cada solucion en el cromatégrafo de gases segun lo descrito en las

secciones 2.2.1.1y 2.2.1.2. Cada determinacion se realizo por triplicado.

2.2.4 Activacion y acondicionamiento de matriz Porapak Q vy
Carbograph 1

Cada matriz fue empacada en cartuchos de vidrio. Se contd con dos tipos de
cartuchos. El primero de ellos, cartucho “fritado”, fue fabricado en el Taller de Vidrio
de la Pontificia Universidad Catolica del Pera (PUCP). Las dimensiones de estos
cartuchos fueron: 8 cm de longitud, 5 mm de diametro externo y 3 mm de diametro
interno; con un fritado a 15 mm. El segundo tipo de cartucho, “cénico modificado”,
se fabric6 a partir de la modificacion de pipetas Pasteur descartables de 9
pulgadas, las dimensiones del cartucho resultante fueron 6,5 cm de largo, 6 mm de
diametro externo, 5 mm de diametro interno, y un adelgazamiento en la parte

inferior que reduce el diametro externo hasta 3mm (ver Figura 3).

d.e.= Smm i.e.=6mm
A B ‘
i -
IlSmm Q T
8cm 6,5cm

—_— d.e.=3mm
—
d.i.=3mm
Figura 3. Cartuchos de vidrio para empacado de matriz. (A) Cartucho “fritado”,
fabricado en el Taller de vidrio de la PUCP. (B) Cartucho “cénico modificado”,

modificacion hecha a partir de una pipeta Pasteur de 9”.

Para Porapak Q, se empac6 cada cartucho de vidrio con 100 +5 mg de matriz,
utilizando lana de vidrio para terminar el empaque. Se acondicioné cada cartucho
con 1 mL de acetonitrilo y se activd la matriz en un bloque termostatizado a una

temperatura de 130°C durante 2 horas bajo flujo de nitrdgeno. Los cartuchos se

@ Tesis publicada con autorizacion del autor

SOME RIGHTS RESERVED Algunos Derechos Reservados. No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP gx_:_\gﬁggmn

DEL PERU

almacenaron colocandolos en grupos de 3 dentro de tubos de vidrio y cerrandolos

bajo flujo de nitrégeno.

En el caso de Carbograph 1, de igual manera, se empacé cada cartucho de vidrio
con 100 +5 mg con matriz Carbograph 1, y se utilizé lana de vidrio para terminar el
empaque. Se acondicion6 cada cartucho con 1 mL de diclorometano y se activo la
matriz en un bloque termostatizado a una temperatura de 160°C durante 1 hora
bajo flujo de nitrégeno. Los cartuchos se almacenaron colocandolos en grupos de 3

dentro de tubos de vidrio y cerrandolos bajo flujo de nitrégeno.

2.2.5 Comparacioén entre empaques de matriz

Se empacaron 100 5 mg de matriz Carbograph 1 en ambos tipos de cartucho de
vidrio (cartucho “fritado” y “conico modificado”). Cada tipo de cartucho se empacé

por triplicado.

Cada uno de los cartuchos fue sometido a una prueba de flujo de aire. Para ello, se
conectd a un extremo del cartucho una bomba de muestreo y al otro extremo un
calibrador de flujo. Se midié el flujo de aire a través de cada tipo de empaque
durante un lapso de 3 minutos. Se repiti6 el procedimiento con cartuchos

empacados con matriz Porapak Q.

2.2.6 Determinacion de recuperaciéon de volétiles en cartucho con

Porapak Q

Para obtener un parametro de recuperacién de volatiles en el cartucho con Porapak
Q, se realiz6 un experimento de captura y elucion de compuestos de interés. Este
experimento fue repetido a distintas concentraciones, por triplicado, y se le
denomind experimento de recuperacion. Los resultados fueron comparados con los
obtenidos para la curva de calibracion para determinar el porcentaje de
recuperacion de cada compuesto.

Se utiliz6 un sistema de captura de volatiles por arrastre (muestreo dinamico) en
cartucho con Porapak Q. Se colocé un tubo de vidrio de 11 cm de largo y 1 cm de
diametro externo dentro de un bloque termostatizado calentado a 40°C. Se recubrié
el interior del tubo de vidrio con una cantidad conocida de una mezcla de los
compuestos de interés y se armo el sistema de captura por arrastre (Figura 4). La
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captura se realizd a una velocidad de 200 mL/min, durante 15 minutos. Para el
experimento de recuperacion, se tomaron cinco puntos, cada uno de ellos por
triplicado. Para las soluciones se utilizaron mezclas de cinco compuestos de interés

mencionados en la seccién 2.2.2.

Cada cartucho se eluyé con 1 mL de éter dietilico, forzando la elucién con gas
nitrégeno. La solucion etérea fue evaporada a sequedad, mediante flujo de gas
nitrdgeno a temperatura ambiente, y los volatiles presentes fueron redisueltos en
0,5 mL de diclorometano. La solucion se analizé por cromatografia de gases como
se indica en la seccidon 2.2.1.1. inmediatamente después de su elucion. Se prefiere
para la elucién éter dietilico frente al diclorometano dada la mayor volatilidad del
primero, lo que permitié evaporar el solvente y concentrar la muestra sin perder una

cantidad considerable de compuestos volatiles de interés.

Figura 4. Sistema de captura de volatiles por método de arrastre. Un tubo de vidrio
recubierto en su interior con una cantidad definida de una mezcla de estandares fue
colocado dentro de un bloque termostatizado a 40°C (centro), éste fue conectado a
un cartucho de vidrio con Porapak Q, en donde se capturaron los volatiles con
ayuda de una bomba de muestreo (izquierda). Para evitar la contaminacion externa
se utilizd nitrgeno como gas portador, contenido en una bolsa de muestreo

(derecha).
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2.2.7 Comparacion entre sistemas de elucion para Carbograph 1

Se empacaron triplicados de matriz Carbograph 1 en cartuchos de vidrio del tipo

“conico modificado”.

Se comparé el sistema de elucién por centrifugacién con el sistema via reflujo

criogénico.

Para el sistema de elucion por centrifugacion, se conecté un cartucho con un vial de
2 mL a través de un tubo de teflon (ver Figura 5). Se coloco el sistema dentro de
una centrifuga y se realizaron pruebas de elucion utilizando la centrifuga hasta
alcanzar velocidades de 2000, 3000, 4000 y 5000 rpm. En cada prueba se utilizaron
400 pL de diclorometano y se determiné la recuperacion de volumen en cada caso.

Cada prueba se realiz6 por triplicado.

Cartucho
“conico
modificado”

Conector
de teflon

> Vial 2mL

Figura 5. Ensamble cartucho/teflén/vial. Se conecté un cartucho “cénico modificado”
a un vial de 2mL a través de un tubo conector de teflon para eluir con 400 pL de
solvente. Este sistema se utiliz6 tanto para los experimentos de elucién por

centrifugacién como por reflujo criogénico.
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Para el sistema de elucion por reflujo criogénico, se conectd, de igual forma, un
cartucho de vidrio con un vial de 2 mL a través de un tubo de teflébn. Se colocaron
400 pL de diclorometano en el cartucho para la elucion. Se sumergio el vial en
nitrégeno liquido hasta observar que el solvente se movilizaba y pasaba a través de
la matriz. Para producir el reflujo, se retiré el vial del nitrogeno liquido y se calento
ligeramente con los dedos. El proceso de elucién/reflujo se repitié tres veces mas.

Se registr6 el volumen recuperado en cada caso. Se realizé cada prueba por

triplicado. Ver Figura 6.

Figura 6. Secuencia del sistema de elucion por reflujo criogénico. Se utiliz6 el
ensamble cartucho/teflén/vial. (A) Cartucho con 400 pL de solvente. (B) Se acercé
el vial al nitrogeno liquido. (C) Se sumergié el vial en nitrégeno liquido para iniciar la
elucion. (D) Se retir6 del nitrégeno y se observé que el solvente ingresoé a la matriz.
(E) Finalmente, se calentd ligeramente con las manos el vial y el solvente subi6 a

través del cartucho y quedo listo para el reflujo.
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2.2.8 Determinacion de recuperacion de volatiles en cartuchos con

Carbograph 1

Se utilizé un sistema de captura de volatiles por arrastre (muestreo dinamico) en
cartucho con Carbograph 1. Se colocaron dos tubos de vidrio de 11 cm de largoy 1
cm de diametro externo dentro de un bloque termostatizado a 40°C. Se recubri6 el
interior de cada uno de los tubos con una cantidad conocida de una mezcla de
estandares, y se armé el sistema de captura por arrastre (Figura 7). La captura se

realizé a una velocidad de 300 mL/min, durante 10 minutos.

Con el fin de optimizar el sistema de eluciéon y obtener la méas alta recuperacion
posible del cartucho, se realizé un experimento de eluciones sucesivas. Se realizd
una captura de una mezcla de 16 volatiles, consignados en la seccién 2.2.2, de una
misma concentracion conocida. En total se capturaron 4 muestras por triplicado.

Cada triplicado fue eluido respectivamente de la siguiente manera:
e lra muestra: 1 elucion
e 2da muestra: 1 elucién + 1 re-elucion
e 3era muestra: 1 elucion + 2 re-eluciones
e 4ta muestra: 1 elucion + 3 re-eluciones

Se considera una re-elucién cuando se redutiliza el solvente con el que se eluyé una

primera vez la matriz con volatiles para eluir nuevamente el mismo cartucho.

Se realizaron re-eluciones sucesivas para observar el momento en el cual se
alcanzo un equilibrio de absorcion de compuestos volatiles en la matriz, en el cual
los volatiles pueden ser reabsorbidos a la matriz en lugar de ser eluidos por el
solvente. Se prefirié este sistema frente al método de eluir la matriz con un solvente
nuevo cada vez para minimizar el volumen de solvente, pues se consider6 que el

trabajo se realizaria a concentraciones de volatiles muy bajas.

Se utilizaron para la elucién 400 pL de diclorometano. De este modo, se pudo

determinar cudl era el sistema de elucién mas efectivo.

Para el experimento de recuperacion, se tomaron cinco puntos por triplicado. Para
las soluciones, se utilizaron mezclas de dieciséis compuestos de interés

mencionados en la seccion 2.2.2.

@ Tesis publicada con autorizacion del autor

SOME RIGHTS RESERVED Algunos Derechos Reservados. No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP gx_:_\gﬁggmn

DEL PERU

Finalmente, cada solucion se analizé por cromatografia de gases como se indica en

la seccién 2.2.1.2.

Figura 7. Sistema de captura de volatiles por método de arrastre. Dos tubos de
vidrio recubiertos en su interior con una cantidad definida de una mezcla de
estandares fueron colocados dentro de un blogue termostatizado a 40°C (centro),
cada uno fue conectado un cartucho de vidrio con Carbograph 1, en donde se
capturaron los voléatiles con ayuda de bombas de muestreo (laterales). Para evitar
contaminacion externa se utilizo nitrogeno como gas portador, contenido este ultimo

en bolsas de muestreo (arriba y esquina inferior derecha)

2.2.9 Control de estabilidad de compuestos en matriz

De la misma forma como se indica en la seccién 2.2.8, se realiz6 la captura de una
mezcla de estdndares en cinco grupos de cartuchos con Carbograph 1. En todos
los cartuchos se captur6 la misma cantidad de la mezcla. Cada grupo fue
almacenado a una temperatura de -20°C, dentro de tubos de vidrio sellados, para
su posterior procesamiento y analisis segun se indica en las secciones 2.2.8 y

2.2.1.2. Cada grupo estuvo compuesto por tres cartuchos.
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Cada triplicado fue almacenado durante lapsos de tiempo segun como se indica:
e lergrupo: 1dia
e 2do grupo: 3 dias
e 3er grupo: 7 dias
e 4to grupo: 10 dias

e 5to grupo: 20 dias

2.2.10 Control de saturacion de matriz por humedad relativa (HR)

Se produjo condiciones de temperatura y humedad controlada dentro de una
incubadora. La humedad relativa en promedio fue de 87% y la temperatura fue de
27°C. Dentro de la incubadora se realizaron capturas, en grupos de tres cartuchos,
de una mezcla de 16 estandares de concentracién conocida. Cada grupo se

capturo de la siguiente forma:

e ler grupo: 3 L de aire en presencia de la mezcla de estandares,
bajo las condiciones de HR y T mencionadas

e 2do grupo: 1 L de aire bajo las condiciones de HR y T
mencionadas + 3 L de aire en presencia de la mezcla de
estandares

e 3er grupo: 3 L de aire bajo las condiciones de HR y T
mencionadas + 3 L de aire en presencia de la mezcla de

estandares
El control se produjo tanto para Porapak Q como para Carbograph 1.

Finalmente se proces6 cada cartucho como se describe en las secciones 2.2.6 y

2.2.8, segun fue el caso.
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2.2.11 Captura de volatiles en campo y andlisis via cromatografia de

gases.

Para la captura de volatiles en campo se seleccion6 una zona de bosque alto en la
Reserva Nacional Tambopata. La zona de trabajo fue demarcada mediante un
sistema de posicionamiento global (GPS). Se seleccionaron arboles en los cuales
se pudo instalar un sistema de poleas para colocar el sistema de captura dinamico

a una altura adecuada.

Se transportaron a la zona de estudio cartuchos de vidrio con matriz Porapak Q
activados y empacados como se indica en la seccion 2.2.4. Se tomaron muestras,

por triplicado, de aire a una altura de 6 m, evitando que los cartuchos se dirijan

hacia el arbol soporte.

Figura 8. Sistema dinamico de captura de volatiles en campo. (A) Sistema montado
en arbol mediante poleas a una altura de 6 m. (B) Detalle del sistema de captura,
tres bombas de muestreo equipadas cada una con un cartucho de vidrio con matriz
Porapak Q. Nétese que la orientacion de los cartuchos fue en direccion opuesta al

tronco.

Cada bomba de muestreo fue regulada a un flujo de 200 mL/min y cada cartucho

capturé 5 L de aire. Al terminar el muestreo se almacen6 cada juego de triplicados
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dentro de un tubo de vidrio y se les selld. Se guardaron los cartuchos a 8°C hasta
su traslado a Lima, el cual se realiz6 dentro de un contenedor enfriado con hielo.
Cada cartucho fue procesado y analizado por cromatografia de gases de la manera

descrita en la seccion 2.2.6.

De igual forma, en una segunda etapa del trabajo de campo, se transportaron hasta
una nueva zona de trabajo cartuchos de matriz Carbograph 1, acondicionados y
activados como se explica en la seccién 2.2.4. Se tomaron muestras, por triplicado,
de aire a una altura de 6 m, tomando cuidado que los cartuchos se orientaran a una
direccién opuesta al tronco. Cada cartucho capturé 10 L de aire a una velocidad de
350 mL/min. Al final de cada muestreo, se guardo el triplicado en un tubo de vidrio y
se sellé con una cinta de teflén hasta su traslado a Lima. Tanto el almacenaje como
el traslado de estas muestras se realiz6 a temperatura ambiente. En el laboratorio,

se proceso y analizé cada cartucho segun se explica en la seccién 2.2.8.

2.2.12 Control de temperatura'y humedad relativa en campo

Durante todo el periodo de investigacion en campo, se mantuvieron dos sensores
de temperatura y humedad relativa de la marca Omega Engineering, modelo OM-
62, en la zona de trabajo. Estos sensores fueron programados, utilizando el
software Omega Logger Interface Program, version 1.21, para monitorear las
condiciones ambientales en lapsos de 15 minutos. Se utilizé el mismo software para
descargar los datos registrados.
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3. PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

En la siguiente seccién se presenta el trabajo experimental realizado en laboratorio,
asi como su posterior aplicacién en el trabajo de campo. Adicionalmente se

presenta el detalle de los resultados obtenidos en cada caso.

3.1. Caracterizacion de volatiles

La aplicacion del sistema separativo descrito en la seccién 2.2.2, resultd en una
adecuada resolucién para cada uno de los compuestos de interés. En primer lugar
se realizo la caracterizacion mediante GC/FID (seccion 2.2.1.1), y se obtuvo la
distribucion mostrada en la tabla 1. En este caso, se inyecto en el GC/FID 1 pL de

una solucién que contenia once estandares de BVOCs en diclorometano.

Tabla 1. Caracterizacion de volatiles de interés via GC/FID. Los tiempos de
retencion estan expresados en minutos y son caracteristicos para cada estandar

inyectado individualmente.

Compuesto Tiempo de Retencidn

(min)
Trans-2-hexenal 5,087
Trans-2-hexen-1-ol 5,485
a-Pineno 7,070
Canfeno 7,422
(1S)-(-)-B-Pineno 8,065
Octanal 8,741
p-Cimeno 9,215
(R)-(+)-Limoneno 9,293
Linalool 10,900
Geraniol 14,021
4-Metoxibenzaldehido 14,072
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Luego, se realizd la separacion via GC/MS (seccion 2.2.1.2). Los resultados se
muestran en la tabla 2. Si bien para el sistema separativo via GC/FID se utilizaron
once estandares de monoterpenos y aldehidos de cadena corta, para el sistema
separativo via GC/MS se utilizaron 16 estdndares del mismo tipo. Se observé una
mejor separacion de los compuestos para el sistema GC/MS, a pesar de que en
ambos casos se utilizé el mismo tipo de columna. Se profundizard en este punto en

la discusion de resultados.

Tabla 2. Caracterizacion de volatiles de interés via GC/MS. Los tiempos de
retencion estan expresados en minutos y son caracteristicos para cada estandar

inyectado individualmente

Compuesto Tiempo de Retencidn

(min)
Trans-2-hexenal 6,07
Trans-2-hexen-1-ol 6,39
a-Pineno 7,85
Canfeno 8,27
(1S)-(-)-B-Pineno 8,92
Mirceno 9,20
Octanal 9,56
p-Cimeno 10,03
(R)-(+)-Limoneno 10,11
Linalool 11,69
Citronelal 12,76
a-Terpineol 13,71
Citronelol 14,26
Geraniol 14,73
4-Metoxibenzaldehido 14,93
Citral 15,08
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3.2. Cuantificacion de volatiles utilizando un sistema de captura por

arrastre o dinamico

3.2.1. Cuantificacién por inyeccién directa en GC/FID

Para determinar la respuesta cuantitativa de cada estandar en el GC/FID, se
realizo, en primer lugar, una calibracion de estandares via inyeccion directa de cada
uno de los compuestos a estudiar. Estas curvas de calibracion fueron realizadas
para seis compuestos de interés: B-pineno, r-limoneno, a-pineno, linalool, octanal,
p-cimeno, seleccionados debido a considerarse compuestos presentes en las
emisiones de volatiles en bosque amazoénico (Greenberg y col, 2004; Kesselmeier y
col., 2000; Wilske y col., 2007). Fueron preparadas soluciones con concentraciones
de 0,400; 0,200; 0,100; 0,050; 0,020; 0,010 pumol/mL, utilizando como solvente
diclorometano, mediante diluciones sucesivas. Cada determinacion de las
diluciones se analizé por triplicado. Las soluciones fueron analizadas por

cromatografia de gases segun seccion 2.2.1.1 (ver Figura 9).
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Figura 9. Curvas de calibracion para cada compuesto de interés utilizando GC/FID.

Los puntos en cada recta equivalen a la cantidad de estandar en nmol vs conteo de

area. Se incluye en cada caso el factor r° y la ecuacion de la recta. Cada punto de

las curvas es un promedio de los resultados obtenidos con su respectivo error

estandar (n=3).
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Se obtuvo una buena linealidad en todos los casos, y ademas un coeficiente de
regresion bastante cercano a uno. Se observo también un ligero aumento en la
magnitud del error estandar segin como aumentaba la concentracion de cada
compuesto. Esta cuantificacion, via inyeccion directa, fue utilizada como base para
los estudios realizados en el periodo comprendido entre el mes de marzo de 2008 y
marzo de 2009, periodo en el cual se trabajo con el GC/FID como analizador y

Porapak Q como matriz solida para muestreo por arrastre o dinamico.

3.2.2. Determinacion de la recuperacién de volatiles de cartuchos con

Porapak Q

Al realizar el experimento para definir el tipo de cartucho a utilizar en el empaque de
matrices, se observo que, ante la carga de 100 mg de Porapak Q en el cartucho
“fritado” el flujo de aire maximo que pudo alcanzar la bomba de muestreo dinamico
fue de 200 +3 mL/min. Por otro lado, cuando se cargé 100 mg de la misma matriz
en el cartucho “cénico modificado” el flujo de aire maximo alcanzado fue de 360 +2
mL/min. El flujo de aire fue uno de los factores que se consideraron para decidir el
tipo de empaque, pero no fue el Unico. Para la matriz Porapak Q, se decidio trabajar
con el cartucho “fritado” por razones que se explicaran detenidamente en la

discusion de resultados.

Para determinar la recuperacion de volatiles de cada cartucho de matriz Porapak Q,
se realizaron experimentos de captura y elucion en laboratorio, como se indica en la
seccion 2.2.6. Se trabajé con las mismas concentraciones utilizadas para el sistema
de calibracion por inyeccion directa. De este modo, se pudo comparar directamente
la respuesta del cromatégrafo, en unidades de conteo de area. La temperatura de
trabajo en el bloque termostatizado, 40°C, permitio volatilizar todos los compuestos
de interés, en el periodo de tiempo usado para la determinacion. Se realizé la
captura de 3 L de aire a un flujo de bomba de muestreo de 200 mL/min para cada
cartucho.

El volumen de muestra ingresado al cromatégrafo, tanto para la calibracién por
inyeccién directa como para el sistema de recuperacion, fue de 1 pL de muestra,
por lo que se espera que se ingrese al GC/FID triplicados secuenciales de 0,02;
0,05; 0,10; 0,20; 0,4 nmol de cada estandar a analizar. Ver tablas 3-8.
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Tabla 3. Recuperacion de a-pineno en Porapak Q

_ Cantidad Conteo de Area: Conteo de Area: _
ingresada al Inveccion directa de Experimento de Porcentaje de
GC/FID y . recuperaciéon en recuperacion
estandar
(nmol) cartucho
0,02 742,26 391,01 52,68
0,05 1774,88 673,84 37,97
0,10 3839,42 1340,39 34,91
0,20 7048,58 2525,08 35,82
0,40 15932,90 4618,60 28,99
Recuperacion promedio 38,07 = 3,94
Tabla 4. Recuperacion de B-pineno en Porapak Q
Cantidad P Conteo de Area:
ingresada al Cont‘eo d? P Experimento de Porcentaje de
Inyeccion directa de - >
GC/FID a recuperacion en recuperacion
estandar
(nmol) cartucho
0,02 780,69 406,01 52,01
0,05 1704,74 740,29 43,43
0,10 3846,46 1505,60 39,14
0,20 6800,85 2819,62 41,46
0,40 16141,50 5290,05 32,77
Recuperacion promedio 41,76 + 3,13
Tabla 5. Recuperacion de octanal en Porapak Q
Cantidad P Conteo de Area:
. Conteo de Area: ) .
ingresada al A Experimento de Porcentaje de
Inyeccion directa de - >
GC/FID z recuperacion en recuperacion
estandar
(nmol) cartucho
0,02 476,92 261,32 54,79
0,05 1149,45 559,61 48,69
0,10 2557,59 1155,47 45,18
0,20 4603,15 2137,97 46,45
0,40 10549,46 4010,47 38,02
Recuperaciéon promedio 46,62 + 2,71
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Tabla 6. Recuperacion de p-cimeno en Porapak Q

Cantidad P Conteo de Area:
ingresada al Cont‘eo d? P Experimento de Porcentaje de
Inyeccion directa de - >
GC/FID ETRED recuperacion en recuperacion
(nmol) cartucho
0,02 751,35 449,33 59,80
0,05 1750,72 873,34 49,88
0,10 3874,65 1823,52 47,06
0,20 7055,71 3376,56 47,86
0,40 16003,97 6431,42 40,19
Recuperaciéon promedio 48,96 + 3,16
Tabla 7. Recuperacion de r-limoneno en Porapak Q
Cantidad . Conteo de Area:
. Conteo de Area: ) .
ingresada al A Experimento de Porcentaje de
Inyeccion directa de . .
GC/FID . recuperacion en recuperacion
estandar
(nmol) cartucho
0,02 744,74 435,22 58,44
0,05 1687,21 819,49 48,57
0,10 3720,90 1711,99 46,01
0,20 6790,98 3185,45 46,91
0,40 15341,37 6077,87 39,62
Recuperacion promedio 47,91 + 3,04
Tabla 8. Recuperacion de linalool en Porapak Q
Cantidad P Conteo de Area:
. Conteo de Area: . .
ingresada al A Experimento de Porcentaje de
Inyeccion directa de - >
GC/FID z recuperacion en recuperacion
estandar
(nmol) cartucho
0,02 601,01 535,92 89,17
0,05 1478,37 1061,95 71,83
0,10 3395,72 2127,27 62,65
0,20 6130,64 4013,71 65,47
0,40 14063,13 7539,10 53,61
Recuperaciéon promedio 68,55 + 5,93
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Con el objeto de utilizar los resultados de los experimentos de recuperacidon como
base para la cuantificacion de lo que fue capturado en el trabajo de campo, se
promedio el porcentaje de recuperacion en cada caso para obtener un estimado de
lo realmente observado en las capturas en bosque. Los valores de recuperacion se

encontraban entre 38% para a-pineno, y 68% para linalool (ver Figura 10).
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Figura 10. Recuperaciéon promedio de monoterpenos a partir de cartuchos Porapak
Q (100 mg) por elucion con solvente diclorometano. De los datos obtenidos en las
tablas 3-8 se calcul6 el promedio de cinco experimentos independientes en los
cuales para cada estandar se utilizé secuencialmente inyeccion de 0,02; 0,05; 0,10;

0,20; 0,4 nmol, cada uno por triplicado. Las barras representan el error estandar.

3.2.3. Cuantificacién por inyeccion directa en GC/MS

De igual forma como se procedié para evaluar la respuesta cuantitativa de cada
estandar en el GC/FID, se realizaron inyecciones directas de estandares en el
GC/MS. En este caso, las curvas de calibracion se realizaron para dieciséis
compuestos de interés: 4-metoxibenzaldehido, canfeno, p-cimeno, citral, citronelal,
citronelol, geraniol, (R)-(+)-limoneno, linalool, mirceno, octanal, a-pineno, (1S)-(-)-B-
pineno, a-terpineol, trans-2-hexen-1-ol, trans-2-hexenal, monoterpenos en su
mayoria, ademas de aldehidos de cadena corta. Se prepararon soluciones con
concentraciones de 1, 5, 10, 20, 40 pg/mL utilizando diclorometano como solvente.
Las soluciones fueron preparadas por triplicado y mediante diluciones sucesivas.
Cada solucién de estandar fue analizada via GC/MS como se indica en la seccion
2.2.1.2. Ver Figura 11.
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Figura 11. Curvas de calibracién para cada compuesto de interés utilizando
GC/MS. Los puntos en cada recta equivalen a la cantidad de estandar en ng vs
conteo de area. Se incluye en cada caso el factor r* y la ecuacion de la recta. Cada
punto de las curvas es un promedio de los resultados obtenidos con su respectivo

error estandar (n=3).
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Figura 11. Continuacién
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Figura 11. Continuacion
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La cuantificacion fue utilizada como base para los estudios realizados en la

segunda etapa del proyecto, comprendida entre el mes de abril de 2009 y diciembre

de 2009. En este periodo, se trabajo con GC/MS como sistema de analisis y

Carbograph como matriz sélida para muestreo por arrastre o dinAmico. En todos

los casos, se inyectaron al GC/MS muestras de cinco concentraciones distintas

para realizar la calibracion, sin embargo se observd que en tres de las curvas solo

se presentan cuatro concentraciones. Esto se debié al limite de deteccién del

analizador, se profundizara en la discusion.
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3.2.4. Determinacion de la recuperacion de volatiles de cartuchos con

Carbograph

Para poder determinar la recuperacién de compuestos a partir de la extraccion de
fase sélida via elucién por solvente, se disefid un experimento de captura de

compuestos de interés y su posterior elucién con diclorometano como solvente.

En primer lugar, se decidid el tipo de cartucho que se utilizaria para empacar la
matriz Carbograph 1. Se empacaron dos cartuchos, por triplicado, con 100 mg de
Carbograph 1, el primero utilizando el cartucho “fritado” y el segundo utilizando el
cartucho “cénico modificado”. Se realizaron pruebas de flujo utilizando bombas de
muestreo y un calibrador de flujo volumétrico. Se observé que para el cartucho
“fritado” se pudo obtener, como maximo, flujo de 180 +3 mL/min, mientras que para
el cartucho “conico modificado” se obtuvo flujo de 360 +4 mL/min. En este caso, el
analisis fue realizado, como ya se indico, por triplicado pero adicionalmente cada
grupo fue estudiado con tres bombas de muestreo del mismo modelo y marca. A
partir de los resultados obtenidos se decidié trabajar con el cartucho “cénico

modificado” para el empaque de la matriz Carbograph 1.

Luego se determin6 el mejor sistema de elucion para el cartucho “cénico
modificado”. El experimento consistio en registrar la recuperacion del solvente luego
gue este eluyera de la matriz. Se tomé en consideracion el mayor volumen de
solvente recuperado. Ademas se tomoO en cuenta la reproducibilidad de cada

elucion.

En primer lugar se realizaron las pruebas con el sistema de elucién via centrifuga.
Se conectdé un cartucho “cénico modificado”, que contenia 100 mg de matriz
Carbograph 1, a un vial de 2 mL a través de un tubo de teflon. Al cartucho se le
inyectaron 400 pL de diclorometano. Como se indic6 en la seccion 2.2.7, se
procedié a realizar eluciones de los cartuchos, por triplicado, y se obtuvieron los
resultados mostrados en la tabla 9.
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Tabla 9. Recuperacion de solvente luego de la elucion del cartucho “coénico
modificado” a distintas velocidades. Cada experimento de recuperacion fue

realizado por triplicado y a temperatura ambiente.

Velocidad de centrifugado (rpm) Volumen recuperado (pL) Tiempo (s)
2000 240+ 8 12,33+ 0,22
3000 300 = 10 22,54 + 0,28
4000 350 + 10 40,64 £ 0,33
5000 280+ 7 96,35 + 0,59

Se observl que la mejor recuperacion se da para la elucion realizada a 4000 rpm,
aunque se observa una pérdida de aproximadamente 50 pL de solvente, que pudo
deberse a evaporacion del mismo, dado la alta volatilidad del diclorometano,
potenciada ademas por la amplia superficie de contacto que tiene el solvente sobre
la lana de vidrio que se utilizd para sellar los extremos de cada cartucho. Se
presume que esta misma razon es la causante de que a la velocidad mas alta, 5000
rpm, la pérdida sea aun mayor. Ademas, debido a que este experimento se realizo
a temperatura ambiente se pudo esperar que mientras aumentaba la velocidad de
la centrifuga todo el sistema se calentara gradualmente, lo que pudo ocasionar

también pérdida por evaporacion.

A continuacion, se realizo el experimento de recuperacién por reflujo criogénico. Se
armé el sistema, como se indica en la seccién 2.2.7 y se agregaron 400 pL del
solvente. El proceso de elucién/reflujo es controlado utilizando el nitrégeno liquido,
sin embargo, no se pudo obtener reproducibilidad en el experimento. Los resultados
observados fueron tan variables como: 300, 150 y 230 yL. Ademas se observé un
problema de manejo operacional del reflujo del solvente, por lo cual se decidié no
utilizar este sistema. La reproducibilidad de este tipo de elucién depende en gran

medida de la persona que aplica la técnica.

Luego de observar los resultados obtenidos para las pruebas para optar por el tipo
de empaque, en cartuchos “cénico modificado”, por ser el mas adecuado, y por el
sistema de elucion via centrifuga, se realizd6 un experimento para determinar
cuantas eluciones eran necesarias para extraer la mayor cantidad de compuestos
de la matriz Carbograph 1. Se utiliz6 el sistema de captura de volatiles por arrastre
(muestreo dinamico) para cartucho de Carbograph 1, como se indica en la seccion
2.2.8. Se trabaj6 con una mezcla de dieciséis estandares, los mismos citados en la
seccion 2.2.2 para el sistema separativo, a una concentracion de 240 pg/mL. Para
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cada experimento, se colocaron 50 pL de esta mezcla de estdndares dentro del
tubo de vidrio del sistema de captura y se sell6 el sistema con la bolsa de muestreo.

Los resultados se reportan la Figura 12.

HE Una elucion

120 I Una elucién + una re-elucion
[ Una elucion + dos re-eluciones
"1 Una elucion + tres re-eluciones

100 -

Porcentaje de recuperacion (%)

Trans-2-hexenal
alfa-Pineno
Canfeno
beta-Pineno
Mirceno
Octanal
p-Cimeno
r-Limoneno
Linalool
Citronelal
alfa-Terpineol
Citronelol
Geraniol
Citral

Trans-2-hexen-1-ol
4-metoxibenzaldehido

Figura 12. Experimento de eluciones sucesivas. Se observan los resultados
obtenidos para una sola elucién con solvente (negro), una elucién y una re-elucién
(rojo), una elucién y dos re-eluciones (verde), una elucién y tres re-eluciones
(amarillo). En cada caso, la elucién inicial fue realizada con 400 pL de
diclorometano, y en cada re-elucion se utilizo6 la totalidad del solvente que eluyé una
primera vez la matriz. Los resultados muestran que, en todos los casos el mejor
método de elucion es el segundo, una elucién inicial mas una re-elucién. Se
consider6 al segundo caso, una elucion mas una re-elucion (en rojo), como 100%
debido a sus mejores resultados, y a partir de esta base se calcularon los demas

porcentajes.
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Los resultados demostraron que el método mas efectivo para eluir los compuestos
de la matriz Carbograph 1 fue el de una eluciébn mas 1 re-elucion. En todos los
casos se esperaba que en cada cartucho quedaran retenidos 12 pg de cada
estandar, por lo que para cada solucion resultante se esperaba una concentracion

de 30 pg/mL. Cada experimento fue realizado por triplicado.

Luego de determinar el sistema de elucion, se procedid a determinar la
recuperacion de volatiles de cada cartucho de matriz Carbograph 1. Cada elucion
representa una posible pérdida del compuesto al ser procesado. Se realizaron
experimentos de captura y elucién en laboratorio como se muestra en la seccion
2.2.8. Los experimentos fueron realizados utilizando una mezcla de dieciséis
estandares, reportados en la seccion 2.2.2, a cinco concentraciones distintas, las
mismas que se utilizaron para la determinacién de la respuesta cuantitativa via
inyeccion directa al GC/MS, 1, 5, 10, 20, 40 ug/mL, de modo tal que pueden ser
comparadas directamente las respuestas en el cromatdgrafo ante la cantidad de

estandar ingresada.

Cada mezcla de estdndares capturada en los cartuchos de Carbograph 1 fue
procesada con 400 pL de diclorometano, eluyendo de la forma ya indicada. Cada
inyeccion al GC/MS fue de 1 yL de muestra, por lo que se espera que en cada caso
ingrese al cromatografo 1, 5, 10, 20, y 40 ng. Cada punto del experimento de
recuperacion fue realizado por triplicado.

Los resultados fueron comparados con los obtenidos via inyeccién directa, ver
tablas 10-25.

Tabla 10. Recuperacion de trans-2-hexenal en Carbograph 1

Cantidad . Conteo de Area: .
. Conteo de Area: . Porcentaje de
ingresada al | i6n di d Experimento de >
GC/MS nyeccion directa de recuperacion en recuperacion
estandar (%)
(ng) cartucho
5 167959,33 66428,33 39,55
10 404784,67 230436,33 56,93
20 821446,00 564110,67 68,67
40 1833214,33 1269146,33 69,23
Recuperacion promedio 58,60 * 6,95
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Tabla 11. Recuperacion de trans-2-hexen-1-ol en Carbograph 1

_ Cantidad Conteo de Area: Conteo de Area: Porcentaje de
JETEEEEE el Inyeccién directa de SRR ¢ recuperacion
GC/MS y . recuperacion en P
estandar (%)
(ng) cartucho
5 154859,00 69940,67 45,16
10 268517,00 239227,00 89,09
20 725993,33 457513,33 63,02
40 1280018,67 1063494,33 83,08
Recuperacion promedio 70,09 + 10,01
Tabla 12. Recuperacion de a-pineno en Carbograph 1
. Cemipize Conteo de Area: Contep il Aireat Porcentaje de
ingresada al A Experimento de .
Inyeccién directa de " recuperacion
GC/MS . recuperacion en
estandar (%)
(ng) cartucho
1 118619,67 19038,50 16,05
5 1075720,00 401674,00 37,34
10 1990881,33 1043760,67 52,43
20 3952269,00 2416028,67 61,13
40 7974758,00 5077137,00 63,67
Recuperaciéon promedio 46,12 + 8,82
Tabla 13. Recuperacion de canfeno en Carbograph 1
Cantidad . Conteo de Area: .
ingresada al Cont_go d‘:." L Experimento de FOrEElEE gle
Inyeccion directa de L recuperacion
GC/MS . recuperacion en
estandar (%)
(ng) cartucho
5 845376,00 337172,00 39,88
10 1677047,00 891878,00 53,18
20 3500436,67 2816242,00 80,45
40 6868363,33 5799079,67 84,43
Recuperacion promedio 64,49 + 10,75
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Tabla 14. Recuperacion de B-pineno en Carbograph 1

©

CEUE Conteo de Area: Conteo de Area: Porcentaje de
ingresada al | 6n di .d Experimento de J€ ¢
GC/MS nyeccion directa de recuperacion en recuperacion
estandar (%)
(ng) cartucho
5 489204,33 172113,67 35,18
10 874992,67 492106,67 56,24
20 1854520,67 1169917,33 63,08
40 3718073,33 2468259,33 66,39
Recuperacion promedio 55,22 + 7,01
Tabla 15. Recuperacion de mirceno en Carbograph 1
. Cemipize Conteo de Area: Contep o2 Areat Porcentaje de
ingresada al A Experimento de .
Inyeccién directa de " recuperacion
GC/MS . recuperacion en
estandar (%)
(ng) cartucho
1 167047,67 44839,00 26,84
5 1006259,67 433046,33 43,04
10 1847661,33 1030734,33 55,79
20 3605560,33 2290866,00 63,54
40 6925333,33 4706978,67 67,97
Recuperaciéon promedio 51,43 + 7,46
Tabla 16. Recuperacion de octanal en Carbograph 1
_ Cantidad Conteo de Area: Conteo de Area: Porcentaje de
JETEEEEE 6l Inyeccién directa de SRR EE recuperacion
GC/MS y . recuperacion en P
estandar (%)
(ng) cartucho
1 28865,00 25811,50 89,42
5 544989,67 185063,33 33,96
10 1051939,67 504264,33 47,94
20 2119112,00 1185909,00 55,96
40 4015469,00 2543211,33 63,34
Recuperaciéon promedio 58,12 + 9,22
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Tabla 17. Recuperacion de p-cimeno en Carbograph 1

DEL PERU

_ Cantidad Conteo de Area: Conteo de Area: Porcentaje de
THE SR Inyeccion directa de SPAMED CE recuperacion
GC/MS y . recuperacion en P
estandar (%)
(ng) cartucho
1 274340,67 87096,00 31,75
5 1395676,33 602241,33 43,15
10 2623631,67 1296515,33 49,42
20 5214194,00 2806509,67 53,82
40 10359162,33 5978829,33 57,72
Recuperaciéon promedio 47,17 + 4,55

Tabla 18. Recuperacion de r-limoneno en Carbograph 1

Cantidad . Conteo de Area: .
. Conteo de Area: ) Porcentaje de
ingresada al A Experimento de P
Inyeccion directa de . recuperacion
GC/MS . recuperacion en
estandar (%)
(ng) cartucho
1 280618,67 140899,00 50,21
5 1361832,67 752618,00 55,27
10 2631228,67 1566382,00 59,53
20 5013364,33 3231018,67 64,45
40 9631773,00 6658416,33 69,13
Recuperacion promedio 59,72 + 3,33
Tabla 19. Recuperacion de linalool en Carbograph 1
Cantidad . Conteo de Area: .
ingresada al | Cont_go dd? Area.d Experimento de FERCEE] gle
GC/MS nyeccion directa de recuperacion en recuperacion
estandar (%)
(ng) cartucho
1 75232,67 33958,50 45,14
5 599566,33 298761,33 49,83
10 1204850,33 720948,00 59,84
20 2449199,00 1647515,33 67,27
40 4864171,00 3488535,00 71,72
Recuperacion promedio 58,76 + 5,03
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Tabla 20. Recuperacion de citronelal en Carbograph 1

_ Cantidad Conteo de Area: Conteo de Area: Porcentaje de
THE SR Inyeccion directa de SPAMED CE recuperacion
GC/MS y . recuperacion en P
estandar (%)
(ng) cartucho
1 130553,67 33229,00 25,45
5 725814,33 354484,67 48,84
10 1497983,67 828642,67 55,32
20 2977207,00 1844991,00 61,97
40 5848273,33 3881984,00 66,38
Recuperaciéon promedio 51,59 + 7,18

Tabla 21. Recuperacion de a-terpineol en Carbograph 1

Cantidad . Conteo de Area: .
. Conteo de Area: ) Porcentaje de
ingresada al A Experimento de P
Inyeccion directa de . recuperacion
GC/MS . recuperacion en
estandar (%)
(ng) cartucho
1 185265,00 71507,00 38,60
5 994998,67 494450,00 49,69
10 1928631,67 1125012,67 58,33
20 3875048,67 2466758,67 63,66
40 7535034,67 5143895,33 68,27
Recuperacion promedio 55,71 £ 5,28

Tabla 22. Recuperacion de citronelol en Carbograph 1

©

Cantidad . Conteo de Area: .
. Conteo de Area: . Porcentaje de
ingresada al | 6n di d Experimento de >
GC/MS nyeccion directa de recuperacion en recuperacion
estandar (%)
(ng) cartucho
1 108372,00 27095,00 25,00
5 663141,00 316502,33 47,73
10 1353946,00 761383,00 56,23
20 2720753,33 1898677,67 69,78
40 5534389,00 4201023,33 75,91
Recuperacion promedio 54,93 £ 8,97
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_ Cantidad Conteo de Area: Conteo de Area: Porcentaje de
THE SR Inyeccion directa de SPAMED CE recuperacion
GC/MS y . recuperacion en P
estandar (%)
(ng) cartucho
5 587915,00 181076,33 30,80
10 1146448,33 602170,00 52,52
20 2590815,00 1545872,67 59,67
40 5497243,00 3619932,67 65,85
Recuperacion promedio 52,21 + 7,64

Tabla 24. Recuperacion de 4-metoxibenzaldehido en Carbograph 1

Cantidad . Conteo de Area: .
. Conteo de Area: . Porcentaje de
ingresada al A Experimento de >
Inyeccién directa de . recuperacion
GC/MS . recuperacion en
estandar (%)
(ng) cartucho
1 115062,00 64253,50 55,84
5 930307,33 301105,67 32,37
10 1952579,33 691272,00 35,40
20 3982465,67 1663771,00 41,78
40 8104294,00 3567217,33 44,02
Recuperacion promedio 41,88 + 4,07
Tabla 25. Recuperacion de citral en Carbograph 1
inC?gSt;j da;al Conteo de Area: Egn;??mdeenfg%aé Porcentaje de
9 Inyeccién directa de P " recuperacion
GC/MS estandar recuperacion en (%)
(ng) cartucho
5 107407,67 30294,33 28,21
10 311116,00 81709,33 26,26
20 583519,00 250538,33 42,94
40 1158699,33 592492,67 51,13
Recuperaciéon promedio 37,13 + 5,97

Al analizar los resultados del experimento de recuperacion en cartucho para cada

estandar, si bien se utilizaron inyecciones a partir de 1 ng por estandar, para trans-

2-hexenal, trans-2-hexen-1-ol, canfeno, B-pineno, geraniol y citral, se observo de
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gue las curvas de recuperacion se dieron a partir de 5 ng debido al limite de

deteccion propio de cada compuesto para el andlisis via GC/MS.

Para utilizar los resultados de los experimentos de recuperacion como referencia
para la cuantificacién de lo que fue capturado en el trabajo de campo, se promedio
el porcentaje de recuperacion para cada estandar, y de esta forma se obtuvo un

estimado de lo observado en las capturas en bosque. Ver Figura 13.

100

80 -

60

Porcentaje de recuperacion (%)

Trans-2-hexenal
alfa-Pineno

Canfeno -
beta-Pineno
Mirceno

Octanal

p-Cimeno -
r-Limoneno
Linalool
Citronelal
alfa-Terpineol
Citronelol
Geraniol
Citral

Trans-2-hexen-1-ol
4-metoxibenzaldehido

Figura 13. Recuperacion promedio en porcentaje de estdndares a partir de
cartuchos de Carbograph 1 (100 mg) por elucion con diclorometano. De los datos
obtenidos en las tablas 10-25 se calcul6 el promedio de cinco experimentos
independientes en los cuales para cada estandar se utilizé secuencialmente
inyeccion de 1, 5, 10, 20, 40 ng, cada uno por triplicado. Barras representan el error

estandar.
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Los dieciséis estandares fueron: trans-2-hexenal (58,60%); trans-2-hexen-1-ol
(70,09%); a-pineno (46,12%); canfeno (64,49%); B-pineno (55,22%); mirceno
(51,43%); octanal (58,12%); p-cimeno (47,17%); r-limoneno (59,72%); linalool
(58,76%); citronelal (51,59%); a-terpineol (55,71%); citronelol (54,93%); geraniol
(52,21%); 4-metoxibenzaldehido (41,88%); citral (37,13%).

3.3. Factores que influyen en la determinacion y cuantificacién de volétiles

3.3.1. Control de estabilidad de volétiles a lo largo del tiempo

Los compuestos fueron, ademas, sometidos a controles de estabilidad en la matriz
a lo largo del tiempo, dado que este es considerado un factor de pérdida en la
cuantificacion. Se realiz6 la captura de una mezcla de dieciséis estandares en
cartuchos que contenian 100 mg de matriz Carbograph 1, de la forma como se

indica en la seccién 2.2.9.

Para cada muestreo se capturaron 30 pL de una solucién de concentracién 200
pg/mL para cada estandar. En total se realizaron capturas en quince cartuchos. Se
almacenaron los cartuchos a una temperatura de -20°C en tubos de vidrio,
separdndolos en grupos de tres, de modo tal que cada grupo fue almacenado

durante uno, tres, siete, diez y veinte dias.

Cada grupo fue procesado con solvente y analizado por cromatografia de gases de
la misma forma como se indica en las secciones 2.2.8 y 2.2.1.2. Luego de ser
procesada cada muestra se debié obtener una concentracién de 15 pg/mL para

cada estandar.

En la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos para el control de estabilidad

para cada compuesto estudiado.
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Figura 14. Variacién en la estabilidad de los compuestos volatiles en cartuchos de
Carbograph 1 almacenados a -20°C. Se observan los resultados obtenidos para un
dia (negro), tres dias (rojo), siete dias (verde), diez dias (amarillo), y veinte dias
(azul). Los resultados representan la abundancia de cada compuesto. Todos los
resultados estdn expresados en porcentaje, tomando como 100% los resultados
obtenidos para lo observado luego de analizar las muestras con un dia de
almacenamiento (negro), cuyos resultados fueron equivalentes al experimento de

recuperacion.

Los resultados mostrados, reflejaron un comportamiento distinto al esperado. Se
observo que luego de un dia de almacenamiento, la cantidad de cada compuesto
coincidié con los resultados obtenidos para el experimento de recuperacion, por lo

gue se considera una recuperacion del 100%, con lo cual se comprob6 que luego
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de un dia de mantenerse en el congelador la muestra no sufre degradacion ni

perdida.

Luego de procesar las muestras que estuvieron almacenadas durante tres dias, se
observo un aumento significativo de la sefial otorgada por el GC/MS, lo que indico
gue se obtuvo una mayor recuperacion del cartucho, equivalente a valores que

oscilaron entre 179y 124%.

El anadlisis realizado a las muestras almacenadas durante siete dias, se observo
una sefial aun mayor que el caso anterior, con lo que la muestra no mostrd
degradacién, sino que por el contrario, presenté un aumento de concentracion de
los compuestos, comportamiento que se consideré6 andmalo. Las sefales

observadas fueron equivalentes a valores entre 233 y 119%.

Los resultados obtenidos para las muestras almacenadas durante diez dias,
mostraron, en su gran mayoria, que aun la sefial era mayor que la observada en las
muestras almacenadas un dia, aunque si se observé una disminucién con respecto
a lo monitoreado para la muestra almacenada durante siete dias. Se considera
entonces que hubo pérdida de compuestos. Los valores estuvieron entre 183 y
95%.

Finalmente, luego de mantener almacenadas muestras durante veinte dias, se
observé una pronunciada disminuciébn de la sefial para cada compuesto. La
disminucion por perdida de cada compuesto mostré valores menores a los
obtenidos para las muestras almacenadas un dia. Los resultados variaron entre 61

y 39%, con respecto al experimento de recuperacion.

Se presume que los resultados observados para las muestras almacenadas tres,
siete y diez dias, que muestran un aumento en la sefial, se debieron a la cinética de
liberacién del estandar con respecto de la matriz. La matriz porosa adsorbi6é en sus
cavidades los compuestos capturados, y estos permanecieron unidos a la matriz,
dejando, incluso luego de la elucién con solvente segun el caso, un remanente de
los compuestos adsorbidos en la matriz. Con el paso de los dias la matriz fue

liberando de sus cavidades los compuestos con mayor facilidad.

3.3.2. Control de la saturacion de la matriz por humedad.

Debido a que la zona de estudio se trata de bosque amazédnico, en el cual los
valores de HR son en promedio altos, se realizaron pruebas de laboratorio para

observar la saturacion por humedad de las matrices utilizadas. Como se explica en
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la seccion 2.2.10, se realizd la volatilizacion y captura de una mezcla de dieciséis
estandares en cartuchos que contenian matriz Porapak Q o Carbograph 1, 100 mg
de matriz para cada caso.

En total fueron realizadas capturas en 9 cartuchos de cada matriz. Para la
volatilizacién se colocaron, en cada muestreo, 10 pL de una solucion 200 pg/mL,
gue al ser procesada para andlisis debié dar como resultado una soluciéon 5 pg/mL.
El experimento se realiz6 bajo condiciones controladas dentro de una incubadora,
manteniendo una temperatura promedio de 27°C y HR de 87%. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 15y en la Figura 16.
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Figura 15. Recuperaciébn de compuestos volatiles en matriz Porapak Q
dependiendo de la exposiciébn a HR. Se observan los resultados obtenidos para la
captura directa de la mezcla de estandares (marrén), captura directa de la mezcla
luego de haber capturado un litro de humedad (anaranjado), y captura directa de la
mezcla luego de haber capturado tres litros de humedad (verde). Los resultados
representan la abundancia de cada compuesto. Todos los resultados estan
expresados en porcentaje, tomando como 100% los resultados obtenidos para la
captura directa (marrén).
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La Figura 15 muestra que se obtuvo una disminucion en la abundancia de cada
compuesto conforme se aumenté la saturacion de humedad en cada cartucho. Sin
embargo, los resultados no fueron concluyentes en todos los casos para afirmar
gue el motivo de la disminucion de la abundancia de cada compuesto sea causado
por la HR presente en el medio. No se pudo afirmar entonces que la matriz Porapak
Q sufra saturacion por humedad y que sea esta la causa que impida una correcta

absorcion de compuestos volatiles en la matriz.
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Figura 16. Recuperacion de compuestos volatiles en matriz Carbograph 1
dependiendo de la exposiciébn a HR. Se observan los resultados obtenidos para la
captura directa de la mezcla de estandares (marrdn), captura directa de la mezcla
luego de haber capturado un litro de humedad (anaranjado), y captura directa de la
mezcla luego de haber capturado tres litros de humedad (verde). Los resultados
representan la abundancia de cada compuesto. Todos los resultados estan
expresados en porcentaje, tomando como 100% los resultados obtenidos para la
captura directa (marrén).
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Se observa en la Figura 16 que, no hay una tendencia definida al aumentar la
humedad a la que se expone la matriz. Ni aumenta ni disminuye consistentemente
la abundancia de cada compuesto. De esta forma se pudo estimar que el

Carbograph 1 se mantuvo libre de problemas de saturacion a causa de la humedad.

A pesar que los resultados observados no fueron concluyentes, de forma tal que
pudiese compararse las respuestas ante humedad entre cada una de las matrices,
se pudo aprovechar los cromatogramas, obtenidos luego de los analisis, para juzgar
cual de las matrices mantuvo un mejor comportamiento frente a las condiciones de

trabajo y metodologia de procesamiento (ver Figura 17).
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Figura 17. Cromatogramas representativos para analisis de volatiles ante la prueba
de saturacién por humedad. Los cromatogramas muestran la eluciéon de la matriz
Porapak Q (A) y Carbograph 1 (B).
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En el cromatograma (B), en el que se utiliz6 Carbograph 1 como matriz, presento
dentro del area de interés, sefiales definidas y sin interferencia de otras, que no
fueron producto de los compuestos estandar (zona entre 6 y 15 minutos). El
cromatograma (A), presentd otras sefiales ademas de la producida por los
estandares. Adicionalmente, tanto para (A) como para (B), se observaron sefiales
representativas fuera de la zona de interés. Sin embargo, aun en esa zona, el

andlisis via GC/MS muestra un cromatograma mejor definido para (B).

Las sefales extras de uno frente al otro, pudieron deberse a la mejor estabilidad de
Carbograph frente a solventes pues se trata de una matriz basada en carbon
grafito, comparandolo con el Porapak Q, que al ser un polimero pudo degradarse
debido a esta interaccion. Se consideré, en este sentido, que Carbograph 1 es una
mejor matriz para trabajar bajo las condiciones de humedad y metodologia via

elucion por solvente.

3.4  Cuantificacion de volatiles en bosque

El lugar de muestreo de volatiles se ubicé en la Reserva Nacional Tambopata,
provincia de Tambopata, departamento de Madre de Dios. La zona se caracteriza

por ser bosque alto no inundable (ver Figura 18).
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Figura 18. Mapa de localizacion del area de estudio en la Reserva Nacional
Tambopata. (A) Ubicacion del area de estudio en el mapa del Peri enmarcado en
rojo. (B) Ampliacion de la ubicacion en el mapa. Enmarcado en negro, detalle de la
localizacion de High Forest Loop, area especifica para coleccibn de muestras.

Imagenes satelitales obtenidas de Google Earth.
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3.4.1. Periodo 2008 — Matriz Porapak Q

En una primera etapa, el muestreo se efectud utilizando Porapak Q, como matriz de
captura. Los puntos de muestreo estuvieron ubicados en una trocha delimitada para
investigacion, conocido como High Forest Loop. Las coordenadas se muestran en
la tabla 26.

Tabla 26. Coordenadas de los puntos de muestreo para el periodo marzo 2008 —
diciembre 2008.

1 S12 49.495 W69 15.707 altitud 211 m
2 S1249.480 W69 15.701 altitud 210 m
3 S1249.456 W69 15.700 altitud 211 m
4 S12 49.494 W69 15.736 altitud 210 m
5 S1249.478 W69 15.742 altitud 210 m

6 S1249.453 W69 15.746 altitud 209 m

Como se indica en la seccién 2.2.11, se seleccionaron arboles a los cuales se les
pudo instalar un sistema de poleas, el cual sirvid para el montaje de los equipos de

muestreo de BVOCs y de los sensores de monitoreo de temperatura y humedad.

La captura de BVOCs, su procesamiento y posterior analisis se realizO como se

indica en la seccién 2.2.11. o utilizado fue el dinamico.

Esta matriz y esta zona fueron utilizadas para los monitoreos realizados los meses
de marzo, mayo, junio, agosto, octubre y diciembre del afio 2008 (ver tabla 27).
Entre los meses de marzo y agosto se pudieron identificar seis BVOCs presentes
en las emisiones de bosque y que coincidieron con estandares trabajados en el
laboratorio. Estos compuestos fueron: a-pineno, B-pineno, octanal, p-cimeno, r-

limoneno y linalool (ver Figura 19)
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Tabla 27. Trabajo de campo para captura de BVOCs en bosque — periodo marzo
2008 — diciembre 2008.

Monitoreo Fecha de muestreo Hora de muestreo Temperatura (°C)
1 28/03/08 — 29/03/08 09:00 — 12:00 25-30
2 03/05/08 — 04/05/08 09:00 — 12:30 20-21
3 06/06/08 — 07/06/08 09:30 — 13:00 16 — 18
4 16/08/08 — 17/08/08 09:30 — 13:45 22 -23
5 15/10/08 — 17/10/08 09:00 — 14:00 25-31
6 04/12/08 09:00 — 12:00 nr
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Figura 19. Cromatogramas representativos de muestras de bosque, 29 de marzo
de 2008. (A) (1) B-pineno, (2) Octanal, (3) r-limoneno, (4) Linalol. (B) (1) a-pineno,
(2) B-pineno, (3) Octanal, (4) p-cimeno, (5) Linalol.
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De las capturas de BVOCs, realizadas con este sistema y en esta zona, se
obtuvieron los resultados reportados en la Figura 20.
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Figura 20. Concentracion de BVOCs capturados en campo utilizando 100 mg de
matriz Porapak Q. Se representan las variaciones de emisiones en los meses de
marzo, mayo, junio y agosto, para los compuestos a-pineno (marron), -pineno
(anaranjado), octanal (verde claro), p-cimeno (verde oscuro), r-limoneno (celeste),
linalool (azul). Los valores estdn expresados en concentracion de ng de compuesto

por cada litro de aire capturado. Las barras expresan el error estandar.

En la Figura 20 se observa como es que variaron las emisiones de BVOCs durante
los distintos meses. Estos seis compuestos fueron identificados utilizando

estandares internos mediante el sistema separativo explicado en la seccion 2.2.2.
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Las muestras de campo colectadas en los meses de octubre y diciembre no
mostraron, contrario a lo observado en los meses anteriores, sefial alguna
producida debido a los BVOCs analizados. En el mes de octubre se realizaron 12
muestreos por triplicado, sin embargo luego de procesar cada muestra y ser
analizada, no se puedo observar sefial que indique la presencia de BVOCs (ver
Figura 21).

| counts 1
6500 -

Figura 21. Cromatograma de volatiles capturados en el mes de octubre de 2008.
Zona de interés donde se observarian sefiales de BVOCs enmarcado en rojo. No

se observaron valores detectables para volatiles en campo.

En el mes de diciembre, la coleccion de muestras pudo realizarse Gnicamente un
dia. Al llegar a la zona de muestreo se observo que en uno de los principales
puntos de captura de volatiles, el arbol sostén habia colapsado (ver Figura 22). Se

tuvo que re-establecer el muestreo en otro arbol con sistema de poleas adecuado.
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Figura 22. Arbol seleccionado para toma de muestras luego de su caida. lzquierda,
enmarcado en rojo: arbol quebrado a una altura de 2,5 m. Derecha, enmarcado en
amarillo: detalle de la caja de muestreo con sensores de temperatura y humedad

encontrado en el suelo con parte del arbol caido.

El analisis de las muestras colectadas en diciembre, mostraron el mismo
comportamiento observado para las muestras del mes de octubre. En el analisis no

se observaron sefiales producidas por la identificacion de BVOCs (ver Figura 23).
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Figura 23. Cromatograma de volatiles capturados en el mes de diciembre de 2008.
Zona de interés donde se observarian sefiales de BVOCs enmarcado en rojo. El
analisis del cromatograma mostré6 que no hubo sefales detectables para dicho

muestreo en campo.

A lo largo de esta etapa de trabajo ademés, se monitoredé la temperatura y la
humedad de la zona de estudio. Los sensores fueron ubicados en los puntos
mencionados en la tabla 26, a una altura de 6 metros y por medio del sistema de

poleas ya mencionado.

Durante cada visita a la zona de estudio, los sensores eran desmontados y los
datos eran descargados a una computadora (ver Figura 24). De este modo se
mantuvo un registro amplio de temperatura y humedad a lo largo del afio 2008,

entre los meses de abril y noviembre (ver Figura 25).
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Figura 24. Descarga de datos del sensor de temperatura y humedad en campo. Se
transportd al area de monitoreo una computadora para descargar directamente en
campo los datos obtenidos por los sensores, enmarcado en rojo, de esta manera

los sensores pudieron mantenerse en el area de estudio permanentemente.

@ Tesis publicada con autorizacion del autor

SOME RIGHTS RESERVED Algunos Derechos Reservados. No olvide citar esta tesis




TESIS PUCP

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

CATOLICA
DEL PERU

©

Temperature
40

Temperature/Humidity Logger

38 -

36

34

a2

30 -

28 |

26 -

241

Termperature (C)

22

20

1z 1 I

12:00 AM 12:00 AN 12:00 AM
20/02/2008 20/04:2008

12:00 AN 12:00 AW 12:00 AN 12:00 AW
2805/2008 27M6/2002 26/07/2008 2608/2008

Logging Time

12:00 AM
2400:2008

12:00 AW
23410/2008

1200 AWM
2271172008

|
&
3
Hurnidity (%RH)

25

12:00 AM 1200 AM 12:00 AM

20m2r2008 200372008 2amarz008

1200 AM 1200 AM 1200 AM 1200 AM
280872008 27me72008 260772008 26merz008

Lagging Time

1Z:00 AM
24mar2008

1200 AM
23410/2008

1Z:00 AM
22/11¢2008

Figura 25. Condiciones climaticas en zona de estudio. Se mantuvo el monitoreo de

temperatura (panel superior) y humedad (panel inferior) entre los meses de abril y

noviembre del afio 2008.

Durante esta temporada de coleccién de muestras, se observé que hubo al menos

seis fendbmenos conocidos como friajes, los cuales son fenbmenos meteoroldgicos

que consisten en el cambio repentino de las corrientes de vientos, lo que provoca

gue masas de aire frio, provenientes de la costa sur argentina, invadan las zonas

tropicales y subtropicales de la zona sur de la Amazonia. Estos fendmenos se dan

generalmente en temporada seca, entre los meses de mayo y setiembre. Durante

estos fenomenos, la temperatura del bosque disminuye muy por debajo de su

promedio, llegando a ser menor a 10°C, durante periodos de entre 3 y 6 dias

(Doan, 2004; Garreaud, 1999). Como era de esperarse, las temperaturas mas altas

en promedio se dan alrededor de las 11:00 y 14:00 horas.
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Con respecto a la humedad, se pudo apreciar que la HR promedio en el bosque fue
de alrededor de 95%. Aun asi, se observaron temporadas muy secas, en las que se
llego en promedio hasta 35% de HR, aunque estos se daban solo en periodos de

entre 10 y 18 horas aproximadamente.

3.4.2. Periodo 2009 — Matriz Carbograph

En el mes de abril de 2009, se reinici6 el trabajo de campo en la Reserva Nacional
Tambopata, para lo cual se estableci6 una nueva zona de monitoreo, cuyas

coordenadas se muestran en la tabla 28

Tabla 28. Coordenadas del punto de muestreo para el periodo abril 2009 —
diciembre 2009.

S12 49.17,7 W69 15.42,7 altitud 236 m

Se instal6 un nuevo sistema para elevar los equipos de muestreo en un arbol de
tornillo, Cedrelinga catenaeformis, especie arbdrea perteneciente a la familia de las
leguminosas, que alcanza a medir entre 30 y 50 m de altura y un diametro medio de
entre 60 y 180 cm. El arbol fue localizado en las coordenadas mencionadas en la
tabla 28. Fueron fijadas armellas metalicas al arbol, y a través de estas se fijo un
cable acerado que sirvio como sistema de elevacion hasta una altura de 6 m (ver
Figura 26).
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Figura 26. Instalacion del nuevo sistema de muestreo de BVOCs. Izquierda: arbol
sostén del sistema soporte con la escalera para el montaje. Derecha: detalle de
armella fijada al tronco del &rbol sostén y cable acerado de color verde.

Para el monitoreo de la temperatura y humedad se construy6 una caseta con
material plastico, de forma tal que los sensores pudieran cumplir su funcién a una
altura adecuada, al mismo tiempo que permanecian cubiertos del contacto directo

con la lluvia (ver Figura 27).
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Figura 27. Caseta para monitoreo de condiciones climaticas. Izquierda: armazon

principal construido de material plastico. Derecha: armazén principal cubierto con

material plastico y sensor instalado montado en arbol sostén. La cubierta de

plastico sirvio para proteger los sensores del exterior, especialmente de agua de

lluvias.

En total, en el periodo comprendido entre abril 2009 y diciembre 2009, se realizaron

cinco viajes a la Reserva Nacional Tambopata para colectar muestras en la zona de

estudio. El muestreo fue realizado en los meses de abril, mayo, junio, noviembre y

diciembre (ver tabla 29).

Tabla 29. Trabajo de campo para captura de BVOCs en bosque — periodo abril
2009 - diciembre 2008.

Monitoreo
1

ga b~ W N

Fecha de muestreo
02/04/09 — 04/04/09
01/05/09 — 02/05/09
27/06/09 — 30/06/09
25/11/09 — 27/11/09
11/12/09 — 14/12/09

Hora de muestreo

09:30 — 13:30
09:45 - 12:30
10:55-17:00
10:30 — 13:45
09:00 — 17:00

Temperatura (°C)
27 -29
26 — 28
22 -28
25-28
21-29
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Durante esta etapa de monitoreo se utilizO como matriz de captura principalmente
Carbograph 1. Ademas se tomaron muestras en cartuchos que contenian, un
sistema tandem cuyo contenido fue de Carbograph 1 y Carbograph 5. Cada
cartucho contenia 100 mg de matriz en total, ya sea 100 mg de Carbograph 1, o

cuando fue el caso 50 mg de Carbograph 1 y 50 mg de Carbograph 5.

En el mes de abril, luego de instalado el sistema de monitoreo, se inici6 el
muestreo. Se llevaron a la zona de muestreo tres tipos de cartuchos. El primero de
ellos fue cartuchos con 100 mg de Carbograph 1, empacado en cartucho “cénico

modificado”.

El segundo tipo fueron cartuchos metalicos proporcionados por el Instituto Max
Planck en Mainz, Alemania (MPI). Estos cartuchos contenian un sistema de
empague tipo “tandem” que contenian 50 mg de Carbograph 1 y 50 mg de
Carbograph 5. Este tipo de cartucho fue proporcionado por el MPI como apoyo a
nuestra investigacion, de modo tal que luego de realizar la captura de BVOCs,
fueron enviados los cartuchos de vuelta al MPI para su analisis por GC/MS via

desorcién térmica de cartuchos.

El tercer tipo, fueron cartuchos que contenian matriz Porapak Q. Debido a que los
Gltimos dos muestreos de BVOCs en otra zona de la Reserva (octubre 2008 y
diciembre 2008), no mostraron resultados positivos con esta matriz, se empacaron
cartuchos con 100 mg de Porapak Q para monitorear y observar su validez en la

nueva zona de muestreo.

Todas las tomas de muestra se realizaron por triplicado, utilizando tres bombas
volumétricas idénticas y calibradas a una misma velocidad (ver Figura 28). A partir
de este monitoreo y en adelante, se capturaron 10 L de aire en cada ocasién, como

se indica en la seccion 2.2.11.
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Figura 28. Captura de BVOCs en campo utilizando Carbograph 1. EI monitoreo se
realizé a una altura de 6 m mediante un sistema de elevacién por cables. Los

cartuchos fueron orientados en direccion contraria al arbol sostén.

Luego de terminada la sesion de captura, los cartuchos de vidrio fueron
almacenados en contenedores de vidrio y sellados con cinta de teflébn. Los
cartuchos metalicos tenian su propio sistema de sellado individual, que incluia un

sello final de teflon.

Las muestras de BVOCs capturadas en campo fueron luego procesadas y
analizadas en el laboratorio segun como se indica en las secciones 2.2.1.2'y 2.2.8.
Al obtener los resultados para las muestras capturadas con Carbograph 1 y
Porapak Q, se observé que no hubo sefiales producidas por BVOCs. En ningln
caso se encontré coincidencia con los estandares internos, identificados en la
seccion 3.1 (ver tabla 2). Las sefiales adicionales observadas para ambas matrices,
no fueron registradas como BVOCs por las bibliotecas de compuestos del GC/MS

(ver Figura 29).
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Figura 29. Cromatogramas de volatiles capturados en el mes de abril de 2009
analizados via GC/MS. (A) Cromatograma producido luego de analizar la captura
con matriz Carbograph 1. (B) Cromatograma producido luego de analizar la captura
con matriz Porapak Q. (A) y (B) representan muestras de una misma fecha. Zona
de interés donde se observarian sefales de BVOCs enmarcada en rojo. No fueron

observadas sefnales de BVOCs detectables.

Luego de obtener los resultados para el mes de abril, y observar que, tanto para la
matriz Porapak Q y Carbograph, no hubo sefiales con resultados positivos, y dado
gue para Porapak Q ya se registraban antecedentes negativos, se decidié dejar de
lado esta ultima y se tratd6 de enfocar en optimizar el monitoreo con la matriz

Carbograph 1.

Los cartuchos metalicos fueron enviados para su andlisis a los laboratorios del MPI

en Mainz. Luego de analizadas las muestras, se envi6é un reporte con los resultados
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obtenidos segun un analisis via GC/MS. Fueron reportados nueve monoterpenos,
de los cuales seis habian sido utilizados en el sistema separativo en la seccion
2.2.2. Estos seis monoterpenos fueron: a-pineno, canfeno, B-pineno, mirceno, p-
cimeno, limoneno. Ademas el andlisis del MPI identificé a-felandreno, a-terpineno y

y-terpineno.

En los siguientes monitoreos, durante los meses de mayo, junio, noviembre y
diciembre, se trabajoé Unicamente con cartuchos “conico modificado” con 100 mg de
Carbograph 1. El sistema de captura fue el mismo, utilizando bombas volumétricas,
a una altura de 6 m del suelo y capturando 10 L de aire por cada cartucho, aunque
se fueron variando las horas de muestreo. Ademas se capturaron volatiles bajo
distintas condiciones climaticas, tales como temperatura, humedad relativa, brillo
solar, precipitacion. En ningun caso pudo observarse alguna sefial producida por
BVOCs analizados en el sistema separativo, o alguno identificable por

espectrometria de masas (ver Figura 30).
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Figura 30. Cromatogramas de volatiles representativos para los monitoreos entre
mayo Yy diciembre de 2009. (A) mayo, (B) junio, (C) noviembre, (D) diciembre. Zona
de interés donde se observarian sefiales de BVOCs enmarcada en rojo. No fueron
observadas sefales de BVOCs detectables.

@ Tesis publicada con autorizacion del autor

SOME RIGHTS RESERVED Algunos Derechos Reservados. No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP T gx_}\gagﬁmn

DEL PERU

Durante esta etapa de trabajo también, se monitore¢ la temperatura y la humedad
de la zona de estudio. Los sensores fueron ubicados en el mismo punto utilizado
para la captura de volétiles. La intencion fue la de mantener un registro continuo de
las condiciones climaticas de temperatura y humedad. En la Figura 31 se muestran
datos de temperatura y humedad para los meses de mayo y junio del afio 2009,

etapa en la cual se realizaron los monitoreos 2 y 3 del segundo periodo de estudio.
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Figura 31. Condiciones climéaticas en zona de estudio. Se muestra el monitoreo de
temperatura (panel superior) y humedad (panel inferior) para los meses de mayo y
junio del afio 2009.
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

El trabajo se dividié en dos partes principales: 1) el disefio de un método adecuado
para la cuantificacion de volatiles, utilizando un sistema de captura y extraccion de
una matriz en fase sélida; 2) implementar un sistema de monitoreo de volatiles a
nivel de campo y que permita obtener un perfil de volatiles y la cuantificacion de la
emision. Ademas, la investigacion fue llevada a cabo en dos periodos, marzo 2008
— diciembre 2008 y enero 2009 — diciembre 2009, en los cuales se trabajaron

distintas variantes del mismo monitoreo.

Los volatiles de interés fueron identificados como compuestos organicos volatiles
biogénicos (BVOCs), y entre ellos principalmente terpenoides y aldehidos de

cadena corta.

Previo al paso de la cuantificacién, se observaron los BVOCs de interés por
cromatografia gaseosa para caracterizar el perfil de elucion. Se utilizaron dos
sistemas distintos, GC/FID y GC/MS.

Los resultados obtenidos para GC/MS, mostraron una mejor separacion con
respecto a los obtenidos via GC/FID. A pesar que se contaba en ambos casos con
un mismo tipo de columna, la mejor separacion se debié a las condiciones de

trabajo y al tipo de programa de temperatura utilizado para GC/MS.

Como es conocido, al aumentar la temperatura del horno en un GC, la viscosidad
del gas portador aumenta, lo que ocasiona un menor flujo de gas portador a través
de la columna, y esto se ve reflejado en una separacion de analitos menos efectiva.
El detector selectivo de masas (MSD), que se encuentra acoplado al GC/MS,
necesita para operar correctamente un flujo de gas portador constante, por lo que el
equipo GC/MS esta equipado con un control electrénico de presién (EPC), que
compensa, con cambios de presion, la velocidad de flujo al aumentar la viscosidad
del gas. El equipo de GC/FID que se utilizé no contaba con este EPC, por lo cual al
trabajar con un gradiente de temperatura, la velocidad final del gas portador fue
disminuyendo. Ademas el MSD tiene una mejor sensibilidad y un limite de

deteccién menor con respecto al FID.

Sin embargo, la falta de EPC no descalifica los resultados obtenidos en el GC/FID.
Al trabajar con cromatdgrafos distintos se debe de buscar una estandarizacion para
la validacion de resultados, en nuestro caso para comprobar si los resultados en el
GC/FID pueden ser equivalentes a los obtenidos en el GC/MS.
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La necesidad de expresar los resultados cromatograficos, dados en tiempo de
retencion, como valores estandarizados para cada compuesto, se reflejé en la
aplicacion de los llamados “indices de retencion” (IR). Los IR son valores
propuestos para expresar el comportamiento de los compuestos de interés con
respecto a una escala estandarizada mediante el uso de sustancias estdndares

conocidas (d’ Acampora y col., 2008).

Para este trabajo, se utiliz6 como sustancias estandares conocidas alcanos
alifaticos. Se corrieron series de alcanos C8-C20, en ambos cromatdgrafos, y dado
que en ambos casos se utilizé6 programas de temperatura con gradiente, se aplico
la ecuacion propuesta por van den Dool y Kratz (ver ecuacion 1) para el calculo de
los IR, también conocidos como indices de retencién lineal (IRL) (d° Acampora y
col., 2008). Si se hubiese trabajado con un programa isotérmico, se utilizaria la
ecuacion propuesta por Kavatz para el calculo de los IR (d’ Acampora y col., 2008).
Los valores para los IRL se presentan en la tabla 30.

Ecuacion 1. Ecuacion propuesta por van den Dool y Kratz para el célculo de indices

de retencion lineal.

R
IT =100 |z + M‘
(tRI:Z-l-:L] - tRz)
Donde: tX es el tiempo de retencién de un compuesto dentro de un

andlisis por GC con gradiente de temperatura.

z y z+1 son n-alquenos con z y z+1 numero de carbonos

respectivamente.
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Tabla 30. indices de retencién lineal para BVOCs.

Tiempo de  Tiempo de
. . Punto de
Compuesto Retencion Retencion IRL en IRL en Ebullicion
(min) en (min) en GC/FID  GC/MS 0
GC/FID GC/MS
Trans-2-hexenal 5,087 6,07 850,36 858,80 149
Trans-2-hexen-1-ol 5,485 6,39 867,32 872,53 158
a-Pineno 7,070 7,85 934,15 934,60 155-156
Canfeno 7,422 8,27 948,85 952,32 159-160
(1S)-(-)-B-Pineno 8,065 8,92 975,70 979,75 165-167
Mirceno -- 9,20 -- 991,56 167
Octanal 8,741 9,56 1004,23 1007,24 171
p-Cimeno 9,215 10,03 1025,56  1028,51 177
(R)-(+)-Limoneno 9,293 10,11 1029,07 1032,13 176-177
Linalool 10,900 11,69 1101,52 1103,88 196
Citronelal - 12,76 -- 1155,83 208
a-Terpineol -- 13,71 -- 1202,11 215
Citronelol - 14,26 -- 1231,05 225
Geraniol 14,021 14,73 1258,29  1255,79 231
4-Metoxibenzaldehido 14,072 14,93 1260,98 1266,32 248
Citral - 15,08 -- 1274,21 229

En la tabla 30 se observa como, a pesar de tener tiempos de retencion distintos,
debido a las diferentes condiciones de temperatura, flujo de gas portador y detector,

los IRL son equivalentes, lo que demuestra que los resultados fueron validos.

Una alternativa a los IRL, es el tiempo de retencién asegurado (RTL) de Agilent
Technologies. El RTL consiste en el emparejamiento del tiempo de retencién de un
compuesto determinado, en un equipo Agilent con respecto a cualquier otro
equipado con una columna de GC equivalente. Para realizar este emparejamiento
de tiempos de retencién, el equipo realiza un ajuste en la presion de entrada del
gas portador, de modo tal que pueda realizar el emparejamiento esperado. Los RTL
requieren de una calibracion previa, utilizando el componente a asegurar e
ingresandolo al GC variando la presion de entrada del gas portador. A diferencia de

los IRL, para los cuales es necesario un calculo matemético para determinar un
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indice de retencidn, los RTL realizan variaciones en la presion de entrada para
emparejar los tiempos de retencion, al pasar de un equipo a otro (Agilent
Technologies, 2008).

Ademas de los compuestos mencionados, uno de los BVOCs de mayor emision, no
solo en el bosque tropical sino en la gran mayoria de bosques, es el isopreno
(Arneth y col., 2008; Kesselmeier y col., 2000; Ulman y col., 2007). Sin embargo, en

la presente investigacion no fue observado.

El andlisis de isopreno precisa de demandas instrumentales muy elaboradas. Las
técnicas normalmente utilizadas para monitorear y analizar el isopreno involucran el
procesamiento de cartuchos de adsorcion mediante un equipo de desorcion térmica
(TD), usualmente equipado con enfoque criogénico. Ademas, para su analisis se
utilizan cromatografos capaces de alcanzar temperaturas inferiores a la temperatura
ambiente, y que adicionalmente estan equipados con columnas de al menos 60 m
de largo y de una fase estacionaria de mayor espesor (Ciccioli y col. 1992;
Greenberg y col., 1999; Greenberg y col., 2004).

Si bien el isopreno es un indicador valido para observar el estado fisiolégico de los
bosques, los monoterpenos se presentan como una mejor opcion para nuestro
estudio, pues se presentan como mas variados indicadores. Si bien la variedad de
arboles dentro de la zona de estudio es reducida, ésta permite aun asi una gama
mixta de emisiones de monoterpenos, los cuales seran emitidos cambiando su perfil
y cantidad de emisién segun la especie. La variedad de monoterpenos presentes
puede ser utilizado como un indicador de la biodiversidad presente en la zona.
Ademas los monoterpenos necesitan de una menor complejidad instrumental para
su analisis. Es debido a estos factores, y contemplando los objetivos de la presente

investigacion, que se dejé de lado el estudio del isopreno.

Luego de haber identificado los compuestos a estudiar, se trabajé en el disefio
experimental para la cuantificacion de volatiles. En esta etapa se tuvieron distintas
consideraciones: calibracién por inyeccion directa, sistema de muestreo, tipo de
matriz, tipo de cartucho para el empaque de la matriz, matriz de captura, sistema de

elucién, andlisis de las muestras.

Tanto para el primero, como para el segundo periodo de la investigacion, se utilizé
un sistema de calibracion por inyeccién directa. Se inyectaron soluciones de
BVOCs, de concentracion conocida, de manera que se pudo obtener una base

sobre la cual observar el comportamiento de los BVOCs al ser capturados y
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procesados. Los resultados obtenidos para los analisis realizados en GC/FID y
GC/MS mostraron una calibracion adecuada, ademas de los posibles limites de
deteccion. Esto ultimo se manifestdé sobre todo para el GC/MS, en el cual se
ingresaron concentraciones menores que en el GC/FID. En las curvas de
calibracion de algunos BVOCs no pudo cuantificarse el menor valor (1 pg/mL)
debido a estar por debajo del limite de deteccion. EI comportamiento de cada
compuesto durante el analisis es Unico, y depende de su peso molecular, presién

de vapor, punto de ebullicién y su afinidad con la columna.

Durante toda la investigaciéon se decidi6 trabajar utilizando un sistema de muestreo
activo. Se utilizaron bombas de muestreo volumétrico cuya funcién fue la de
succionar aire a través de los cartuchos, de forma tal que los compuestos de interés
guedasen atrapados en la matriz para su posterior andlisis. El sistema de
monitoreo pasivo (ver Figura 32) fue descartado con anterioridad, debido al
prolongado tiempo de muestreo que se necesita. Este tipo de sistema solo sirve
para otorgar una “figura” del dia completo, mas no puede ser utlizado para
observar un ciclo circadiano no estacional, es decir no permitiria observar las

distintas emisiones que varian a lo largo del dia.

Figura 32. Difusores Radiello ® para muestreo pasivo. Dentro de cada difusor (tubo
blanco) se encuentra empacada la matriz de adsorcion. Para el muestreo pasivo, o
difusivo es necesario mantener los muestreadores en campo durante un largo

periodo, lo que no permitiria observar los cambios de emision a lo largo del dia.

Para la aplicacién del muestreo activo en la primera etapa, se utilizd la matriz

Porapak Q empacada en el cartucho “fritado”. Este cartucho, de fabricacion local,
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fue fabricado tomando como base los cartuchos para desorcién térmica de la marca
Atas GL, cartuchos especialmente disefiados para ser utilizados en el equipo de
desorcion térmica Optic 3, del mismo fabricante. Para la decision de utilizar este
tipo de cartuchos, se evaluaron dos factores: la velocidad de flujo maximo
alcanzado utilizando las bombas de muestreo vy, la posibilidad del andlisis de las
muestras de campo en un equipo TD Optic 3, perteneciente al MPI. Finalmente, a
pesar de obtener un mejor flujo utilizando cartuchos “cénico modificado”, se eligio el
cartucho “fritado” para el empaque de la matriz, este present6 una velocidad de flujo

considerada aun adecuada.

Para los experimentos de eficacia de captura y recuperacion, se utilizé un sistema
de volatilizacion en tubo a 40 °C, esto para asegurar una total volatilizacién de los
compuestos a capturar en la matriz (ver Figura 4). Ademas para evitar
contaminacién externa se utilizé nitrégeno como gas portador. Cabe destacar que la
activacion y acondicionamiento de la matriz Porapak Q se realiz6 limpiando la
matriz con acetonitrilo y colocando luego los cartuchos a una temperatura de 130
°C bajo flujo de nitrogeno. Se utiliz6 esta temperatura, relativamente baja, para
evitar la degradacién de la matriz, la cual empieza a degradarse a partir de los 150
°C (Krumperman, 1972). En este periodo, se observo una tendencia que mostrd
que, en general, la concentracion de lo recuperado de cada estandar iba en
aumento conforme era mayor su punto de ebullicibn. En efecto, esto era de
esperarse debido a que el procesamiento de estas muestras involucré una etapa
intermedia de “evaporacién a sequedad” luego de la elucién de cada cartucho. La
tendencia en aumentar la concentracion conforme aumentaba el punto de ebullicion

de cada compuesto, reflejé la distinta volatilidad de uno frente a otro (ver tabla 30).

Para la cuantificacién en el segundo periodo de la investigacion, se utilizé la matriz
Carbograph, matriz en base a carbono grafito poroso. El cambio de matriz en este
periodo, se debié principalmente a los variados resultados obtenidos para los
ultimos muestreos del primer periodo (octubre y diciembre 2008) con la matriz
Porapak Q. Las matrices de carbono grafito son de uso muy difundido en el
monitoreo de BVOCs (Ulman y col., 2007; Wilske y col., 2007) y es por eso que
cuando se decidié cambiar de matriz se eligié6 Carbograph.

En el caso de esta matriz el empaque escogido fue el del cartucho “cénico
modificado”. En este periodo se decidid enfocar la investigacion en encontrar un
sistema de cuantificacion adecuado utilizando la elucién por solventes, dejando de

lado la posibilidad de la aplicacion de un equipo de TD para este periodo. El
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cartucho “conico modificado” permitié un mejor flujo de aire a través de la matriz, es
por este motivo que se eligié pues permitié disminuir el tiempo de muestreo para la

captura de volatiles para un volumen determinado.

Para el procesamiento de cada cartucho, se realizaron pruebas de elucion por
centrifuga y por reflujo criogénico, siendo el mejor sistema el primero pues permitié

la mejor reproducibilidad en los experimentos.

Al seleccionar la elucién via centrifuga, ademés se comprobd, mediante la captura
de una cantidad de estandares de BVOCs, que el nimero de eluciones necesarias
con un mismo solvente para extraer la mayor cantidad de BVOCs fue de dos. Se
presume pues que con una sola elucion los compuestos quedan aun en gran
medida retenidos en la matriz. Cuando se aplicaron las re-eluciones sucesivas a
partir de tres se observd una disminucién en la concentracion de volatiles
observados, esto quiere decir que se alcanzé un equilibrio en el cual la matriz
retiene los volatiles eluidos previamente. El determinar que solo se necesitaban de
dos eluciones (una elucién + una re-elucion), ayudé a acelerar el procesamiento de

cada cartucho luego de la captura de volatiles.

De igual forma que en el primer periodo, en el segundo también se utilizé un
sistema de volatilizacion en tubo a 40 °C (ver Figura 7). En este caso el
acondicionamiento de la matriz Carbograph se realizo limpiando la matriz con
diclorometano y colocando luego los cartuchos a una temperatura de 160 °C bajo
flujo de nitrégeno. Para el caso del Carbograph no se necesita tener cuidado con
las altas temperaturas, pues debido a su naturaleza de grafito la matriz es muy
estable ya que para alcanzar su estructura la matriz fue tratada a temperaturas de
alrededor de 3000 °C (Mastragiacomo y col., 2002).

Se observé, en ambos periodos que la cuantificacion de volatiles pudo ser llevada a
cabo en el laboratorio, obteniéndose para ambos casos una relacion de
recuperacion con lo que se podria cuantificar lo que se obtuviera en la segunda
parte de cada periodo, la cuantificacion de los voléatiles capturados en campo. De
esta forma quedaron implementados los sistemas de cuantificacion de BVOCs
utilizando matriz Porapak Q y Carbograph.

En la segunda parte de la investigacion se llevé la investigacion a campo. Para
poder desarrollar la cuantificacion se debi6é evaluar y desarrollar adecuadamente
parametros de monitoreo, como el volumen de aire capturado, la altura a la que se

ubicé el monitoreo, y sobre todo el lugar de monitoreo.
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A lo largo de toda la investigacion, se decidid montar el sistema de muestreo en
distintos puntos del bosque, tratando de mantener constante la altura de monitoreo
lo mas elevado posible. Se estandarizé entonces el monitoreo a una altura de 6 m.
Con esto se minimizaron las capturas de emisiones de volatiles por parte de plantas
menores y de fauna terrestre, pues lo que se busco fue la captura de emisiones de

bosque a nivel de dosel.

Con la misma intencidn de buscar la captura de emisiones de bosque, los cartuchos
siempre fueron orientados en direccion contraria al arbol sostén del sistema de
captura de volatiles. Si bien es muy probable que la mayor cantidad de BVOCs
capturados sean emitidos por cada arbol sostén, la intension fue minimizar este

efecto.

En la busqueda de poder obtener un perfil que pueda ser caracteristico a distintas
épocas del afio y que refleje la estacionalidad de las concentraciones de volatiles
emitidos, se realizaron capturas de BVOCs a lo largo del afio y en distintas
condiciones ambientales. Es asi que en total fueron realizados diez viajes de
monitoreo en distintas épocas del afio, con lo cual se cubri6 el monitoreo en
temporadas secas, temporadas de lluvia, con condiciones de nubosidad, de brillo
solar, de bajas y de altas temperaturas. Para poder comparar las emisiones con las
condiciones climaticas, se realizaron registros de temperatura y humedad relativa

durante los periodos de captura de volatiles.

En los primeros meses del monitoreo, empleando la matriz Porapak Q y un volumen
de captura de 5 L de aire, se observaron resultados cuantificables para seis
BVOCs. Durante los meses de marzo, mayo, junio y agosto, se pudo observar una
variacion en la emision de los compuestos a-pineno, B-pineno, octanal, p-cimeno, r-
limoneno y linalool. Ademas se observé una marcada tendencia a la disminucion de

lo capturado en promedio en cada mes.

Si bien es dificil generalizar el comportamiento de la emisién de terpenoides en un
bosque tropical, como el Amazébnico, se puede decir que la variacion de las
emisiones segun la etapa estacional (seca o lluviosa), no es Unicamente
dependiente de la temperatura y de la intensida de luz, sino que puede verse
influenciada por otros distintos factores fisioldgicos y ambientales (Kuhn y col.,
2004). En nuestro caso, se observé que a lo largo del tiempo de monitoreo, la
tendencia a la disminucién de la concentracion de lo capturado en campo puede ser

asociado a una disminucion en la temperatura promedio en los dias de monitoreo.
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En el mes de marzo, mes de mayor emision, la temperatura promedio mientras se
realizaba el monitoreo de BVOCs fue de 28°C, mientras que para el mes de mayo
fue de 20-21°C. En mayor medida se observé que para el mes de junio descendi6
hasta los 16-18°C (este monitoreo fue realizado luego de los dias mas intensos de
un fendmeno de friaje). En el mes de agosto se elevo ligeramente a 22°C, aun asi

fue considerablemente menor que lo registrado para el mes de marzo.

Sumado al factor de la disminucién de la temperatura promedio, otro factor que
pudo contribuir a la disminucién en las emisiones de BVOCSs, fue la variacion de los
puntos de muestreo en el bosque, asi como el cambio en la vegetacion. En el area
se detecté que muchos de los arboles habian entrado a un proceso de

descomposicion, lo que fue variando la morfologia del bosque circundante.

Para los meses de octubre y diciembre, aun con Porapak Q, los resultados de la
captura de BVOCs fueron totalmente distintos a lo anteriormente mostrado. En cada
caso, luego de procesadas y analizadas las muestras en el laboratorio, se observé
que los cromatogramas no presentaron sefiales producto de los BVOCs. Debido a
los cambios fisiologicos y en la morfologia del bosque, en esta etapa del primer
periodo de investigacion, se tuvo que cambiar continuamente los puntos de
muestreo. Se puede asociar la falta de sefiales detectables de BVOCs al cambio en
la fisionomia del bosque circundante. En los primeros meses de estudio se realizd
cada monitoreo en zonas de bosque mas cerrado y con nivel de dosel relativamente
mas bajo. Para los Ultimos casos, se caracterizaba por ser un bosque mas abierto y
de altura de dosel mayor, esto pudo reflejarse en la menor emision, al punto de
estar por debajo de los limites de deteccidn. Adicionalmente, se pudo descartar que
esta falta de sefial se debiera a la falla de alguna de las bombas de muestreo, pues
no es solo una la que funcionaba, sino que fueron tres bombas que capturaron

volatiles en simultaneo.

Debido al deterioro de la zona y a los resultados observados, se procedié a cambiar
distintas variables en el monitoreo. En primer lugar se cambi6 de zona de muestreo.
A partir del mes de abril del afio 2009 (segundo periodo de la investigacion) el lugar
de monitoreo fue movido (ver tabla 28).

Ademas del cambio de zona de monitoreo, a recomendacién del Dr. Jirgen
Kesselmeier del MPI, se cambié la matriz de captura de BVOCs y el volumen de
aire capturado, de 6 a 10 L. La nueva matriz escogida fue Carbograph. Aun asi,

para el primer monitoreo del segundo periodo, se realizaron capturas de BVOCs
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tanto con la nueva matriz, Carbograph 1, como con Porapak Q, para de este modo
descartar que la falta de BVOCs en los ultimos dos muestreos se debiera
unicamente a la localizacion del sistema de captura. Al procesar y analizar lo
capturado en bosque, tanto para Carbograph 1 como con Porapak Q los resultados
nuevamente no mostraron sefales detectables para BVOCs, a pesar que se
contaba con un equipo de GC/MS, con mayor sensibilidad con respecto del GC/FID

(ver Figura 29).

Adicionalmente a estos cartuchos, se contd con cartuchos del MPI, cada uno de los
cuales contenia un sistema tandem de dos matrices, Carbograph 1 y Carbograph 5.
La diferencia de estas dos matrices radica en la superficie especifica para captura
gue tienen gracias a su porosidad. Mientras que la superficie especifica para
Carbograph 1 es de 100 m?g™, para Carbograph 5 es de 560 m?g™ (Mastrogiacomo
y col., 2002). Esta diferencia de superficie se ve reflejada en el mayor poder de
captura del Carbograph 5. Los cartuchos del MPI estaban especialmente disefiados

para ingresar a un equipo de TD.

Los cartuchos del MPI fueron utilizados de la misma forma que los anteriormente
mencionados, capturando 10 L de aire con las bombas de muestreo volumétrico, a
una altura de 6 m. Luego del muestreo, fueron enviados al MPI para su anlisis,
procesandolos con un equipo de TD. En este caso los analisis evidenciaron la
presencia de nueve distintos monoterpenos, ademas de otros BVOCs. Los
resultados obtenidos en el MPI, descartaron definitivamente que se tratase de un
problema con alguna de las bombas de muestreo, pues en estos casos si hubo
deteccion de BVOCs.

Los resultados obtenidos para los siguientes monitoreos con la matriz Cabograph 1:
mayo, junio, noviembre y diciembre de 2009, no mostraron sefiales detectables
producto de BVOCs (ver Figura 30).

Un factor a evaluar dados los resultados, fue la estabilidad de los compuestos en la
matriz. Los resultados obtenidos para los experimentos de estabilidad, sin embargo,
descartan esta posibilidad, pues los BVOCs, segun se demostro, tienen un tiempo
de vida en cartucho lo suficientemente extenso para capturar en bosque, almacenar

en frio, procesar y analizar luego en el laboratorio (ver Figura 14).

Se consider6 ademas, dada la alta humedad relativa presente en la zona de

estudio, que las matrices pudieron sufrir saturacién por humedad. Sin embargo, los
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resultados mostrados para los experimentos de saturacidon por humedad, no

mostraron efectos significativos que llevaran a concluir esto (ver Figuras 16 y 17).

Al observar el grueso de resultados, incluyendo el reporte de resultados positivos
para lo analizado en los laboratorios del MPI con los cartuchos de sistema tdndem
desorbidos térmicamente, y los resultados negativos producto de lo procesado via
elucion con solvente, se pudo presumir que en el rea de estudio hay presencia de
BVOCs, aunque en cantidades no lo suficientemente elevadas para estar por

encima de nuestro limite de deteccion.

Una posibilidad de que las cantidades observadas sean sumamente bajas, pudo
depender de la altura del muestreo. Como ya se menciond, el monitoreo fue
realizado a una altura de 6 m, fijando el sistema a un arbol de tornillo (Cedrelinga
catenaeformis) de entre 25-30 m de alto. Ademas el bosque circundante estaba
compuesto, en su mayoria, por arboles en promedio altos, entre 15y 20 m, y que
presentaba una buena circulacion de viento. Para obtener una concentracion mayor
de BVOCs en cada muestra seria necesario elevar el monitoreo por sobre el dosel
de bosque. Debido a que la mayoria de las emisiones de BVOCs, principalmente
isopreno y monoterpenos, se realizan a través de las hojas de los arboles (Lerdau
y col., 1997) y dada la gran volatibilidad de estos compuestos y su tendencia a
difundir, se espera que al monitorear por encima del nivel de dosel, la concentracion
de BVOCs observada sea mucho mayor. La gran mayoria de reportes que existen
acerca de emisiones de BVOCs, realizan el monitoreo a una altura por sobre el
dosel de bosque. El empleo de torres de monitoreo (Holzinger y col., 2005) e
incluso sistemas de captura mediante el empleo de la elevacion utilizando globos
aerostaticos (Greenberg y col, 2005; Kesselmeier y col.,, 2000) ha sido

documentado.

Ademas, la matriz Carbograph 5, por su mayor superficie especifica, permite la
captura de volatiles que no pueden ser retenidos en Carbograph 1. El sistema
tandem surge como una gran alternativa. Es necesario, sin embargo, cumplir con
los requerimientos instrumentales de un equipo de desorcidon térmica para su

empleo.

Al comparar ambas técnicas, desorcion térmica y elucion por solvente, en nuestro
caso se pudo apreciar que lo analizado por TD posee una concentracion de analito
400 veces mayor. Al procesar via solvente un cartucho de muestra, este es eluido

con 400 yL de solvente, para luego ingresar al GC/MS Unicamente 1 pL de la
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muestra, mientras que al utilizar un TD la totalidad del analito puede ser introducida

directamente al cromatografo.

Finalmente, se puede afirmar que en la presente investigacion se pudo montar
sistemas de cuantificacion de volatiles en laboratorio, mediante la extraccién de
fase solida via la elucién con solvente, incluso llegandose a identificar sus limites de
deteccion y empleando dos matrices de captura distintas y dos analizadores
equivalentes. Sin embargo, esta cuantificacibn no pudo ser establecida y
estandarizada en el trabajo de campo, presumiblemente por la baja concentracion

en la emision de BVOCs en el area escogida para el estudio.
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5. CONCLUSIONES

Se determino que los sistemas de muestreo dindmico o de captura por arrastre, son
métodos cuantitativos adecuados para la deteccion de volétiles en el laboratorio y
en campo. Sin embargo, si bien el sistema de procesamiento de muestras via
elucion por solvente demostré ser valido para los andlisis en laboratorio, no lo fue
asi para el trabajo de campo, presumiblemente debido a la baja concentracion de

volatiles en la zona de monitoreo elegida.

Las matrices Porapak Q y Carbograph pueden ser utilizadas para el monitoreo en
campo, sin embargo se prefiere la matriz Carbograph pues presenta mejores
condiciones de estabilidad térmica, lo que facilita su correcta activacion y
acondicionamiento previo al monitoreo. Ademas, otorga la posibilidad de realizar
andlisis via desorcion térmica sin tener como posibilidad su descomposicion por

elevadas temperaturas, lo que si sucederia con el Porapak Q.

En la zona de muestreo delimitada para el trabajo de campo, si se encuentra una
emisién de BVOCs, aungue en bajas cantidades. Debido a esto, las emisiones son
identificables mediante el uso de otras técnicas de andlisis (desorcion térmica

directa del cartucho).

La ausencia de BVOCs en las muestras de campo, se pudo deber a su baja
concentracién a la altura en la que se realizé el muestreo en la zona seleccionada.
El contenido de compuestos presentes en las muestras procesadas se encontraria
en cantidades por debajo de los limites de detecciébn de nuestros analizadores.
Para obtener, en cada muestreo, concentraciones mayores de BVOCs, seria

necesario realizar monitoreos por sobre el nivel de dosel.

Dados los resultados, se recomienda para la continuacion de este proyecto:

e Que el monitoreo sea realizado a una altura que se encuentre a o supere la
altura del dosel del bosque. Una alternativa es el uso de una torre de
monitoreo dentro de la zona de estudio.

¢ Implementar un equipo de desorcién térmica para los analisis de las
muestras de campo, de esta manera se podria maximizar la concentracion
de volatiles detectables.

o Realizar capturas de volatiles empleando cartuchos empacados con

matrices Carbograph 1 y Carbograph 5 (o equivalentes) empacadas en un
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cartucho mediante un sistema tandem, que permita tener ambas fases
sélidas como superficie de captura.

¢ Implementar un equipo de cromatografia de gases equipado con un detector

de masas con una mayor sensibilidad, lo que se reflejaria en menores

l[imites de deteccidn.
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