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RESUMEN

En el presente estudio se evallua la presencia de a-pineno como
eventual trazador quimico de contaminacién producida por alguna actividad de tipo
antropogénica en un tramo del santuario Carlos Anwandter, Valdivia. Se determinaron
las caracteristicas espacio temporales de la distribucion de a-pineno en el sedimento de
los principales afluentes del humedal del Rio Cruces. En la zona de estudio se ubicaron

24 estaciones de muestreo donde se colectaron muestras de sedimento.

Se utiliz6 cromatografia de gas-espectrometria de masa (CG-MS) para
identificar y cuantificar el compuesto. En el primer muestreo prospectivo realizado el
16.06.06, se observd un promedio de las concentraciones de 0,346 pg/g.p.s. para el
total de las estaciones en estudio. Para el segundo muestreo realizado el 17.11.06, el
promedio fue de 0,140 pg/g.p.s. Se encontré6 a-pineno en todas las muestras
analizadas, las concentraciones fluctuaron entre 0,0370 ug/g.p.s. y 1,24 ug/g.p.s, esto
sugiere que es probable que este monoterpeno se encuentre en todo el sedimento a lo

largo del Santuario Carlos Anwandter.

El andlisis temporal de la concentracion de a-pineno mostré una
disminucion desde el afio 2005 al 2006, mientras que el analisis estacional mostré una
distribucion relativamente homogénea. El a-pineno es un compuesto altamente reactivo,
lo que pudo o puede estar provocando variadas alteraciones en el ecosistema del

Santuario.



SUMMARY

This research evaluates the a-pinene presence as possible tracer
chemical of contamination by anthropogenic activities on a section of the Sanctuary
Carlos Anwandter, Valdivia. The temporary space characteristics are determined for the
distribution of a-pinene in the sediment of the main tributaries of the Cruces River
wetland. 24 sampling stations were located at the study area where sediment samples

were collected.

Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS) was
used to identify and to quantify the compound. In the first sampling prospective
conducted on June 16, 2006, there was an average concentration of 0.346 pg/g.s.w. for
all stations in study. For the second sample on November 17, 2006, the average was
0.140 ug/g.s.w. a-Pinene was found in all samples tested, concentrations ranged from
0.037 pg/g.s.w. to 1.24 ug/g.s.w., this suggests it is likely that this monoterpene yields

throughout the sediment along of the Sanctuary Carlos Anwandter.

The temporary analysis of the concentration of a-pinene showed a
decrease from the year 2005 to 2006, while the seasonally analysis showed a relatively
uniform distribution. The a-pinene is a highly reactive compound, which could or may be

causing changes in varied ecosystem of the sanctuary.



1. INTRODUCCION

Algunas de las actividades desarrolladas por el ser humano pueden
liberar compuestos al medio ambiente que pueden o no introducir desequilibrios en un
ecosistema (Tortorelli & Hernandez, 1995). Este, es sin duda un tema muy amplio,
donde la variedad de ecosistemas sobre los cuales puede ocurrir un evento de
contaminacion, el o los tipos de sustancias consideradas contaminantes y los efectos
que puede llegar a producir sobre los primeros, generan procesos multivariados,
dependiente de un sinnumero de factores. Asi por ejemplo, de las diferentes sustancias
existentes, mas de un millon de ellas han sido introducidas en cuerpos de agua

naturales a través de vertidos antropogénicos (Forstner et al, 1993).

A grandes rasgos, se puede hablar de cuatro fuentes de
contaminacion de origen humano o de tipo antropogénica: actividades industriales,
actividades agricolas, eliminacién de residuos y transporte. Estas suelen estar en las
proximidades de centros urbanos y polos industriales, donde los contaminantes estan
concentrados en pequenos volumenes de aire, agua y suelo. La industria es una de las
principales fuentes de contaminacién antropogénica, en la cual se originan una
diversidad de sustancias nocivas, de acuerdo al area productiva, cuyo destino final es el

suelo, aire o los cuerpos de agua.

El desarrollo industrial a nivel mundial ha permitido sin duda el

crecimiento economico de muchos paises, sin embargo, resulta evidente el incremento



de la contaminacion. Una serie de estudios demuestra que la participacion de las
industrias contaminantes en la estructura productiva de paises industrializados ha
tendido a caer, mientras las de los paises en vias de desarrollo han aumentado en el

mercado internacional (Jenkins, 1998; Low & Yeats, 1992; Sorsa, 1994).

El indice de las ventajas comparativas reveladas (IVCR), que permite
conocer el impacto de una industria a nivel mundial, muestra que en sectores
industriales mas contaminantes resulta mayor en los paises industrializados que en los
paises menos desarrollados, pero mientras que en los primeros ese IVCR tiende a
reducirse, lo contrario ocurre en los paises en desarrollo. Aunque esta evolucién parece
sugerir que los paises desarrollados, que cuentan con un marco regulatorio ambiental
mas estricto, han perdido competitividad en las industrias ambientalmente sensibles,
este fenomeno también puede identificarse con un patrén propio de ciertas etapas de
industrializacion, donde actualmente varios paises latinoamericanos han encontrado un
nicho ventajoso, no basado en su rezago ambiental, sino en ventajas tales como el
costo de la mano de obra y la disponibilidad de materias primas. Este es el caso tipico
de sectores que transforman materias primas en sus primeras etapas, generando
bienes semi-terminados, que concluyen su elaboracion en otros paises y que producen
grandes cantidades de residuos en el proceso de elaboracién. Ejemplos representativos
son los de fundiciones de metal, pulpa de papel, y procesamiento de productos

quimicos (Dasgupta et al., 1998).



En Chile, la industria de la celulosa ha sido una de las que ha
presentado unos de los mayores crecimientos desde que se inicid en el afo 1959;
actualmente suman 11 plantas (7 plantas con procesos quimicos y 4 con procesos
mecanicos) a lo largo del pais. Asociado a la industria también ha aumentado en forma
brusca la superficie de suelos destinados a plantaciones forestales reduciendo
considerablemente la superficie de bosque nativo y de suelo que antes era destinado a
cultivos agricolas. Actualmente, las plantaciones forestales cubren una superficie
aproximada de 2,1 millones de hectareas, equivalentes al 13,5% de la superficie
boscosa del pais y al 2,8% del territorio nacional. Aproximadamente el 75% de ésta
superficie corresponde a Pinus radiata, el 18 % a especies del género Eucalyptus y el
resto, a otras especies, tales como, tamarugo, pino oregén, alamo y algarrobo. Las
plantaciones se encuentran localizadas principalmente entre la V y la X regiones. Hasta
el afo 2001 en la X Region las plantaciones de Eucalyptus ocupaban 5.300 has.,
mientras que las plantaciones de Pinus radiata alcanzaban 806 has. (CONAF, 2007).
Asi, el crecimiento del sector forestal juega un rol fundamental en la economia del pais,
participando con el 3,5% del producto interno bruto (PIB), siendo la segunda actividad
econdmica mas importante de Chile, después de la mineria. Actualmente las
exportaciones forestales alcanzan los US$ 3.397 millones, lo que representa el 11% del

total exportado.

De la industria forestal, la celulosa se ha convertido en el principal
producto de exportacion. Actualmente, el uso de los cultivos forestales se descompone

en 46% para la industria de la celulosa y papel, 46% para la industria de los aserraderos



y remanufactura y 8% como combustibles. Para producir 1 tonelada de celulosa de fibra
larga se requieren 5 a 6 metros cubicos de Pinus radiata y para producir 1 tonelada de
celulosa de fibra corta, se requieren 3 a 4 metros cubicos de Eucaliptus (Corma, 2005).
Es asi como el gran aumento de las actividades productivas de este tipo han generado
impactos irreparables tanto en los suelos destinados a plantaciones de tipo forestal,
como en todos aquellos ecosistemas que reciben tanto las emisiones gaseosas como

los efluentes liquidos de la industria asociada (Hynynen et al, 2004).

La composicion quimica de las emisiones y efluentes que las
industrias de celulosa arrojan al medio ambiente es muy heterogénea e incluso varios
compuestos aun no han sido identificados (McMaster et al., 2003). El volumen y la
composicion quimica de los efluentes liquidos dependen del tipo de madera empleada
(fibra corta o larga), asi como de los procesos de pulpaje y blanqueo (Lacorte et al.,
2003). En tal sentido, el proceso Kraft que opera con compuestos clorados como
agentes de blanqueo, genera una amplia variedad y cantidad de compuestos quimicos,
que han sido asociados a diversos efectos toxicos sobre la biota acuatica (McMaster et
al., 1995). Tomando como referencia la Resoluciéon Ambiental de la Planta de Celco
Valdivia, los desechos del ducto contienen en cada litro: 80% de materia organica, 10%
de solidos suspendidos, 4% de cloratos y 2% de compuestos organicos halogenados. El
resto corresponde a metales pesados (Arsénico, Mercurio, Cadmio, Plomo, Cromo,

Molibdeno, Niquel), acidos resinicos y clorofenoles.



La evidencia cientifica existente a nivel mundial respecto al dafio en
ecosistemas sometidos a efluentes de plantas de celulosa, sefiala que han sido
identificados muchos compuestos toxicos, principalmente organoclorados, como
dioxinas y furanos, los cuales tienen varias caracteristicas comunes: son
extremadamente toxicos, activos fisiologicamente en dosis muy pequefas; persistentes
(no se degradan facilmente y pueden durar afios en el medio ambiente);
bioacumulables en los tejidos grasos de los organismos y biomagnificables, es decir,
aumentan su concentracion progresivamente a lo largo de las cadenas alimenticias. Por
su persistencia pueden viajar grandes distancias siendo arrastrados por las corrientes
atmosféricas, de agua dulce o marinas. Estos compuestos han resultado ser agentes
cancerigenos y disruptores endocrinos (Stringer & Johnston, 2001). Ademas, existen
estudios que senalan que derivados de hormonas vegetales (fitoesteroles), productos
de la degradacion de componentes no-celuldsicos de la madera, principalmente lignina,
terpenos y acidos resinicos (Munkittrick et al., 1992), también han sido denominados
disruptores endocrinos, puesto que sus estructuras resultan muy similares a hormonas
han sido asociados a efectos sobre la reproduccion, desarrollo de dérganos,
crecimiento, funciones tiroideas, entre otros, de componentes de la biota expuesta a
efluentes de plantas de celulosa como, por ejemplo, peces (Munkittrick et al., 1998,

Oakes et al., 2003).

Por otra parte, se sabe que las industrias de celulosa emiten una
diversidad de contaminantes a la atmodsfera, aproximadamente un 22% material

particulado, 30% dioxido de azufre (SO2), 46% Oxidos de nitrogeno (N, Oy), 2%



compuestos de azufre reducidos (TRS) y algunos compuestos organicos volatiles
(COVs) como hidrocarburos, terpenos y metanol, entre otros (Stromvall & Petersson,
1993; Kotzias et al., 1991; Petersson, 1988); éstos, entre los muchos efectos que
producen, solo por citar alguno; juegan un papel significativo en la formacion de ozono
troposférico (Capouet & Muller, 2006), debido a que sufren transformaciones quimicas
como oxidaciones por radicales libres como 6xidos de nitrégeno e hidroxilos, entre

otros.

Entre los COVs, los terpenos poseen las tasas de emision mas altas,
aunque tienen una vida media que va desde 2-3 minutos hasta varias horas,
dependiendo del agente oxidante, su concentracion se mantiene relativamente alta.
Ademas, estos compuestos son emitidos por encima de las cubiertas emisoras
forestales de coniferas en donde las concentraciones fluctuan entre 0,5 y 1 ppb (Llusia
& Penuelas, 2000). Entre los terpenos, se ha observado que a-pineno posee una de las
mayores tasas de emisién y es el mas abundante (Guenther et al., 1995). El a-pineno
entonces, puede actuar como agente reductor, participando en la formacion excesiva de
ozono troposférico (Tolocka et al, 2006; Chen & Griffin, 2005; Kotzias et al, 1990; Juuti

et al, 1990).

La evidencia cientifica sugiere que, durante los ultimos afos, el
ecosistema estuarial de Valdivia (XIV region, W 73° 187, S 39° 49) ha sido expuesto a
una tasa creciente de perturbaciones antropogénicas. Estas tienen relacion

especialmente con la contaminacion por desechos industriales, aguas servidas y la



actividad agricola y ganadera. Por muchos afos el sistema estuarial se ha constituido
en un vertedero natural para residuos domiciliarios e industriales liquidos, semisdlidos y
soélidos. (Palma et al., 2006). Como parte del sistema estuarial, el Santuario Carlos
Anwandter, ocupa una interfase entre la cuenca terrestre rio arriba del Rio Cruces y sus
afluentes, y el sistema estuarino y marino del Océano Pacifico. El clima, geomorfologia
e hidrologia de la cuenca se combinan como los promotores primarios del proceso
hidrogeomorfico dentro del area del humedal. La hidrologia del humedal modifica y
cambia directamente el ambiente fisico-quimico, particularmente en cuanto a
disponibilidad de oxigeno, ciclos de nutrientes, pH y toxicidad. La hidrologia también
proporciona un medio de transporte clave para sedimentos, nutrientes y material toxico,
que influye, ademas, en el ambiente fisico-quimico. En el Santuario, el agua también
proporciona un medio de transporte para remover material biético y abidtico, tal como

carbon organico disuelto, toxinas, sedimento y detritos (Di Marzio, 2005).

En general, los estuarios representan ecosistemas acuaticos sensibles
donde el principal efecto de las actividades antropogénicas es el incremento en la
movilizacion de sedimentos, nutrientes y material particulado (Burban et al, 1989). La
mayor parte de la contaminacion que llega al mar lo hace a través de los rios y por la
escorrentia costera produciendo importantes efectos directos sobre el sistema estuarino

y los recursos vivos (U.S. EPA, 2000).

Para evaluar los efectos de la contaminacion en los estuarios y zonas

costeras aledafias, no es necesario distinguir el origen especifico de la contaminacion,
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difusa o puntual, ya que ambas finalmente se concentran en la zona de la
desembocadura del rio y sus alrededores. Si, es util determinar el tipo de contaminacion
(organica, inorganica, bacteriologica, etc.), ademas de las eventuales fuentes
generadoras, con el fin de implementar medidas de mitigacién y/o prevencién en su

origen.

Los sedimentos y la biota en general, son reservorios finales de
muchos de estos contaminantes liberados a partir de dichas actividades. Es por ello que
utilizando principios basicos de la Forénsica Ambiental, la cual utiliza técnicas forenses
para investigar temas ambientales de preocupacion (Saber, 2005), tales como
asociacion de un compuesto quimico (trazador) con alguna actividad productiva o bien
manufacturera, perfil quimico (huella dactilar), modelos de degradacion quimica y
modelamiento del transporte (Taylor, 2004), surge el interés por evaluar la presencia de
a-pineno en el sedimento, como trazador quimico de contaminacion por actividades

antropogénicas.

El a-pineno es el componente principal de la trementina, un producto
quimico que se obtiene de la savia densa y resinosa de pinos y otras coniferas. Este
compuesto es un monoterpeno abundante en muchas especies arboreas,
practicamente en toda la familia de las coniferas (pinaceae) (Banthorpe & Le patourel,
1972) y en miembros de la familias Lamiacea/labietae (romero, salvia, lavanda),
Apiacea (Apio, perejil, cilantro, zanahoria), Rutacea (citricos), Myrtacea (Eucaliptos,

Arrayan) (Kesselmeier & Staudt, 1999, Smith, 2000). Los monoterpenos constituyen la
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fraccion principal de los aceites terpénicos o aceites esenciales que son guardados en
los érganos secretores de las plantas como tricomas glandulares y conductos de

resinas (Croteau, 1987).

En general, los terpenos son hidrocarburos lipofilicos derivados de
una unidad simple de cinco carbonos llamada isopreno. Constituyen uno de los grupos
de compuestos mas ampliamente distribuidos en la naturaleza junto a los alcaloides y
compuestos fendlicos. Los monoterpenos son compuestos de 10 atomos de carbono
derivados biosintéticamente de geranilpirofosfato (Tingey et al., 1991). Se biosintetizan
a partir de un proceso general que se inicia con el Acetil coenzima A, siendo el
Isopentenil-pirofosfato 'y su isémero dimetilalil-difosfato, (derivados del acido
mevalonico) precursores del isopreno. La condensaciéon de estos dos compuestos da
lugar al geranil-difosfato, unidad de 10 carbonos (Banthorpe & Le patourel, 1972). Este
mecanismo es llevado a cabo en los cloroplastos (Fehsenfeld et al., 1992) y luego son
almacenados internamente en ductos especializados o canales, o externamente en
glandulas de aire (Croteau, 1987). En las plantas, los monoterpenos constituyen parte
del sistema de defensa quimico, actuando como elemento disuasivo para muchos
mamiferos e insectos en general (Lorio & Sommers, 1986; Lewinsohn et al., 1993).
Otras posibles funciones de los terpenos son la estabilizacion y proteccion de las
membranas vegetales contra las altas temperaturas o la alteracién de la floracién de las
plantas vecinas (Sharkey & Singsaas, 1995; Terry et al., 1995; Tingey et al. ,1991;

Loreto et al. 1998; Pefiuelas & Llusia, 2002). Los terpenos pueden incluso estar
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implicados en el desarrollo de incendios forestales, debido a caracteristicas de

inflamabilidad (Owens et al. 1998; Pefiuelas 1996).

El nombre quimico de a-pineno es 2,6,6-trimetil-biciclo [3.1.1]- 2-
hepteno, CioH1s, su peso molecular es de 136,23 g/mol. (Figura 1). El punto de
ebullicion de los monoterpenos fluctua entre 140° y 180° C. Son facilmente solubles en
solventes organicos (éter de petroleo, cloroformo, benceno, éter, hexano, entre otros).

La LDS5O0 oral (ratas) es de 3700 mg/kg.

Segun los antecedentes anteriormente sefialados se postula como
hipétesis que si bien el compuesto a-pineno se encuentra de forma natural en el medio
ambiente como constituyente de algunos arboles, éste se puede utilizar como trazador
quimico de contaminacién por alguna actividad de tipo antropogénica que ocasiona la

concentracion y acumulacién de este compuesto.

El presente estudio tiene como objetivo general medir la variacién
espacio-temporal de a-pineno en parte del Santuario Carlos Anwandter, como el Rio
Cruces y sus afluentes. Para ello se han planteado los siguientes objetivos especificos:

e Determinar la concentracion a-pineno en muestras de sedimento del area de
estudio en distintas estaciones del afo, mediante cromatografia de gas-
espectrometria de masa.

e Determinar variabilidad estacional (otofio-primavera) de a-pineno en muestras de

sedimento.
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e Determinar variabilidad espacial (intersitio) de a-pineno en muestras de
sedimento.

e Estimar posibles eventos y fuentes de descarga de a-pineno
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2. MATERIALES Y METODO

2.1.- Area de estudio.

El Santuario Carlos Anwandter es del tipo micromareal positivo;
morfolégicamente corresponderia a una mezcla entre estuario de rio y uno de planicie
inundada, que se formd luego del terremoto de mayo de 1960, que redujo la elevacion
del terreno aproximadamente dos metros; el origen del estuario seria neotectonico (Pino
et al., 1994). El sitio recibe una cantidad significativa de agua dulce del Rio Cruces y
sus afluentes, tales como los rios Nanihue, Cudico, Pichoy, Cayumapu y San Ramon. El
area de estudio abarca estaciones en dos de los principales afluentes del Rio Cruces, el
Rio Nanihue y el Cudico, ademas de otras estaciones ubicadas en el Rio Cruces

(Figura 2).

2.2.- Seleccion de las estaciones de muestreo.

En la zona investigada fueron situadas 24 estaciones de muestreo
(Figuras 3 y 4), la seleccion de las estaciones fue dirigida y basada en las
caracteristicas hidrodinamicas del humedal con respecto a la acumulacién de
sedimento, considerando el Santuario Carlos Anwandter y sus afluentes, ademas de

las diferentes estaciones del afio (Tabla 1).

2.3.- Toma de muestras.

El plan de muestreo y técnica de muestreo se realizé de acuerdo a la

metodologia propuesta por el Método para recoleccion, almacenaje y manipulacion de
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sedimentos para Analisis Quimico y Toxicologico: Manual Técnico (EPA-823-B-01-002,
Octubre 2001).

Las muestras fueron recolectadas por triplicado con un espesor de
entre 10 a 15 cm empleandose una draga, luego se envasaron en bolsas plasticas, con
la respectiva rotulacion y posteriormente se trasladaron al laboratorio desde el sitio de
muestreo en una caja aislante térmica. Una vez en el laboratorio, se realizé un analisis
de humedad para cada muestra con el fin de determinar su peso seco (Tabla 2) y se
dividio cada muestra recolectada en tres cantidades aproximadamente iguales. Luego
se envolvieron en papel aluminio y se guardaron en un congelador (4° C) para su
posterior analisis.

Se realizaron dos muestreos prospectivos, el primero el dia
16.06.2006 y el segundo el dia 17.11.2006. Se consideraron ademas, muestras

guardadas en el laboratorio, que fueron tomadas en el afio 2005.

2.4.- Materiales.

2.4.1.- Materiales de laboratorio.

Se utilizé material para el almacenamiento de las muestras, entre ellos
frascos ambar (100 mL, 5 mL.), papel aluminio, bolsas plasticas, congelador.
Balanzas

Se empled una balanza analitica.
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Solventes

Se utilizé hexano (Merck), acetona (Merck) ambos de calidad analitica
y estandares de alta pureza. Otros reactivos como sulfato de sodio anhidro (Merck) y
nitrdgeno gaseoso.
Compuestos quimicos patrones: Solucion de a-pineno (Merck) como solucion stock y

ciclohexanona (Merck) como estandar interno.

2.4.2.- Otros materiales

Vasos de precipitado, pipetas, balén (250 mL), baguetas, embudos,
soporte universal, nueces, lana de vidrio, laminas de cobre, agitador mecanico,
rotavapor (Buchi), estufa (WH71, Electric Heated Thermostatic Bay Box),termometro,
tijeras, tenazas, pinzas, micropipeta de volumen variable (10 y 100 uL), inyectador de

muestras de 10 mL, entre otros.

2.5.- Limpieza de material.

Los materiales de vidrio, porcelana y metal, utilizados en los analisis,
fueron sometidos a una rutina de procedimientos de limpieza con el fin de eliminar
posibles interferencias que pudieran afectar el resultado de los analisis. El material se
lavd con abundante agua y detergente comun, luego se enjuagd con agua destilada y
se colocé en una estufa a 60° C durante el tiempo necesario para que estuviese
completamente seco. Antes de usar todos los materiales fueron enjuagados con

hexano.
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2.6.- Metodologia analitica.

Para realizar la curva de calibracion, se utilizd una solucién de
trementina, de densidad 0,866 g/mL. De acuerdo a la densidad 1uL de solucion de
trementina contiene 866 ug, ésta solucion se llevo a un volumen de 1 mL, por lo tanto,
tendra una concentracién de 866ug/mL (solucién denominada PINE 55). Se prepararon
4 soluciones mas a partir de PINE 55: PINE 11, PINE 22, PINE 33, PINE 44, tomando
volumenes de 5, 10, 25, 35 mL respectivamente y hexano hasta un volumen de 50 mL.
Posteriormente, por cromatografia de gas, se obtuvo el porcentaje de a-pineno para
cada solucién, dando como promedio un 83,6%. Entonces PINE 55 tendra una
concentracion de a-pineno igual a 724 pg/mL. Luego, se toman 100 yL de solucion
PINE 11 se diluye a 100 mL en un matraz aforado, esta solucién es llamada PINE-
STOCK A1, cuya concentracién es de 0,724 pg/mL. Finalmente con el objeto de tener
concentraciones mas pequefias se tomaron 250 uL de la solucién PINE-STOCK A1y
se diluyeron a 50 mL, quedando con una concentracion de 3,62 ng/mL llamada PINE-

STOCK B1.

Para realizar la cuantificacion de a-pineno se debié utilizar
ciclohexanona como estandar interno (Figura 5), un compuesto estable e inerte para
este proposito. La densidad de la ciclohexanona se determin6é pesando un picndmetro
vacio (17,5 g) y luego lleno con ciclohexanona (26,8 g). El volumen del picnémetro a
20° C es 9,79 mL. Por lo tanto, la densidad de la ciclohexanona sera de 0,948 mg/uL.
Posteriormente, por cromatografia de gas, se determin6 que el porcentaje de pureza

de ciclohexanona es 96,2 %. Entonces, 100 mg de solucién contienen 96,2 mg de
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ciclohexanona pura, por lo tanto, 94,8 mg o 100 pL contendran 91,2 mg de
ciclohexanona pura. Asi, la concentracion de ciclohexanona en la solucion sera de 912
pug/mL (CICLOH STOCK A1). Finalmente se preparé una solucién CICLOH STOCK B1
para lo cual se tomaron 100 pL de solucion CICLOH STOCK A1y se diluyeron a 10 mL
en un matraz aforado, asi la concentracién de la solucion CICLOH STOCK B1 es de

9,12 ug/mL.

Con estas soluciones stock se prepararon las soluciones para utilizar
en la curva de calibracion, con un volumen final de 1 mL, utilizando una concentracion
de 456 ng/mL de ciclohexanona como estandar interno en todas las soluciones de a-
pineno, tomando 50 yL de CICLOH STOCK B1. Para la preparacion de las soluciones
estandar de a- pineno, se tomaron volumenes de 10 uL, 20 pL, 30pL, 100 pL, 200uL, y
300pL, respectivamente de la solucion Stock PINE-STOCK B1 y se aforaron a 1 mL con
hexano. Las concentraciones finales fueron:

Solucion Pine 001:36,2 ng/mL.

Solucion Pine 002:72,4 ng/mL.

Solucion Pine 003:108,6 ng/mL.

Solucién Pine 004:362,0 ng/mL.

Solucién Pine 005:724,0 ng/mL.

Solucién Pine 006:1,09 ug/mL.

Las soluciones fueron inyectadas en el cromatdgrafo de gas para hacer la curva de

calibracion (Figura 6). El limite de deteccién para el analisis es de 4 ng/mL (Figura 7).
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2.6.1.- Método de extraccion (Figura 8).

e Pesaje de muestras.

Se pesaron fracciones de 7,00 g de las muestras de sedimento y se
colocaron en un mortero. Luego, se peso6 en una proporcidon de tres veces el peso de la
muestra de sulfato de sodio anhidro, que cumple la funcion de atrapar el agua contenida
en el sedimento. Se agreg6 al mortero y se mezcld con la muestra de sedimento hasta
homogeneizar. La mezcla se colocé en un frasco ambar y se agregdé hexano hasta
cubrir todo el sélido (50 mL aproximadamente).

e Extraccion:
Extraccion mediante agitador mecanico durante 4 horas.
e Filtracion:

Colocando lana de vidrio y 2 cucharadas de sulfato de sodio anhidro
en un embudo, el contenido del frasco ambar se pasa por el filtro de lana de vidrio y
sulfato de sodio, se recibe el filtrado en un baléon de fondo redondo de 250 mL y se
arrastran los residuos del frasco ambar tres veces con volumenes iguales de hexano.

e Concentracion:

La concentracién de las muestras se hizo por destilacion, colocando el
balén en un rotavapor al vacio y calentando el contenido del balén con agua hasta unos
70°C (Punto de ebullicién del hexano 69° C, 1atm). Se concentr6 hasta un volumen de
2 mL aproximadamente; este volumen se trasladdé con una pipeta Pasteur a un frasco

ambar de 5 mL enjuagando tres veces el balon con pequefias fracciones de hexano. Al
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volumen contenido en el frasco ambar se le agregd 50 pL de estandar interno CICLOH
STOCK B1 (ciclohexanona 456 ng/uL). Luego, se le agregaron laminas de cobre

(captacion de azufre). Finalmente se concentrd el volumen de muestra contenido en el
frasco ambar hasta 1 mL con nitrdgeno gaseoso, quedando lista para ser inyectada la

muestra en el cromatégrafo de gas.

Cada muestra de las diferentes estaciones de muestreo se analizd
por triplicado. Ademas de las muestras, se prepar6 un blanco siguiendo la misma pauta

de las muestras, conteniendo solamente arena blanca.

2.6.2.- Cromatografia de gas-masa.

Para la cuantificacion de a-pineno, se utilizé un cromatégrafo gaseoso
(Figura 9), modelo HP 6890 (Hewlett Packard®) con ajuste de método “a-pineno”, con
un inyector split/splitless acoplado a un Detector Selectivo de Masa, modelo HP5973
(Hewlett Packard®), que cuenta con un software HPCHEM y una biblioteca de
compuestos organicos. Se empled una columna capilar Crosslinked Phenyl Methyl
Siloxane 5% HP 19091S-433 (Hewlett® Packard), 250,00 um de diametro interno, 30 m

de longitud y 0,25 mm de espesor de pelicula.

2.6.3.- Condiciones de operacion para el analisis cromatografico.

La temperatura del horno inicial fue de 60° C con un tiempo inicial de
1 minuto hasta una temperatura maxima de 325°C. El tiempo total de la corrida

cromatografica es de 30 minutos. El gas utilizado en la fase movil fue helio de grado
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cromatografico (99,9999 % de pureza) con una presion de 8,30 psi y velocidad de flujo
de 20 mL/min. Las condiciones del modo de ionizacion de impacto de electrones fueron
de 70 eV de energia de los iones, 280°C como temperatura de la fuente de iones, 15-
500 unidades de masa para el rango de masas en el modo de barrido (SCAN) y el flujo

del inyector fue de 53,4 mL/min.

La cantidad de muestra que se inyectd en el cromatografo de
gas/masa para analizar fue de 2 yL. La identificacion del compuesto de interés se
realiz6 de acuerdo al tiempo de retencion, mientras que la cuantificacion se hizo

empleando una curva de calibracion y un estandar interno.

2.6.4. Analisis estadistico de datos.

Las muestras fueron analizadas con el programa estadistico Epi
Info 2000 version 3.4. Se realizd6 una comparacion interestacional y temporal. Se
aplicé el Test de Kruskal-Wallis para dos grupos, puesto que las varianzas no son

homogéneas.
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3. RESULTADOS

3.1 Analisis cualitativo.

En el 100% de las muestras analizadas se encontrd la estructura
quimica estudiada, esto es, el monoterpeno a-pineno. Para el estudio se consideraron
muestras que fueron tomadas en el aino 2005 y que se encontraban guardadas en el
laboratorio de Quimica Organica Ambiental, en las cuales tambien se encontré o-

pineno.

3.2 Analisis cromatografico.

En los cromatogramas del analisis cuantitativo se observan claramente
los peak de a-pineno con un tiempo de retencion de 3,45 minutos (Figuras 10y 11). Se
observa también un peak para el estandar interno ciclohexanona con un tiempo de

retencion de 2,93 minutos.

3.3 Analisis cuantitativo.

3.3.1. Analisis temporal.

En el primer muestreo realizado el 16.06.06, el promedio de las
concentraciones de a-pineno en peso seco es de 0,346 ug/g para el total de las
estaciones en estudio. Para el segundo muestreo realizado el 17.11.06, el promedio es

de 0,140 ug/g.
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La estacion Nanihue 2 presenta variabilidad en los dos muestreos en
las concentraciones promedio en peso seco, siendo 0,0566 ug/g para el primer
muestreo y 0,149 ug/g para el segundo (Figura 12). La estacién Nanihue 3 presenta
una concentracién de a-pineno en peso seco de 0,197 ug/g para el primer muestreo,
mientras que en el segundo muestreo se encontré6 una concentracion promedio de
0,257 pg/g (Figura 13). La estacion Nanihue 4 presenta una concentracion promedio de
0,915 ug/g para el primer muestreo, mientras que para el segundo muestreo Nanihue 4
tiene una concentracion promedio de 0,0952 ug/g (Figura 14). La estacion Nanihue 4-5
presenta una concentracion de 0,375 ug/g para el primer muestreo y 0,0889 pg/g para
el segundo muestreo (Figura 15). La estaciéon Nanihue 5 tiene una concentracion
promedio de 1,24 pg/g y 0,159 ug/g en el segundo muestreo (Figura 16). La estacion
Nanihue 6 presenta una concentracion promedio de 0,111 ug/g en el primer muestreo,
en el segundo muestreo la concentracion promedio de a-pineno aumenta levemente a
0,149 ug/g (Figura 17). Para la estacion Nanihue 7 la concentracion promedio de a-
pineno es de 0,112 pg/g y de 0,0962 pg/g para el segundo muestreo (Figura 18). En la
estacion Cudico 2 se observa una concentracion de 0,196 ug/g en el primer muestreo y
en el segundo 0,130 pg/g (Figura 19). La estacién Cudico 3 presenta el promedio de
concentraciones mas bajo con 0,0370 pg/g para el primer muestreo y 0,0505 pg/g en el
segundo (Figura 20). La estacion Puente Cudico tiene una concentracién de 0,446 ug/g
en el primer muestreo y en el segundo 0,115 ug/g (Figura 21). Finalmente, para la
estacion Belloto en el primer muestreo se presenta una concentracion promedio de
0,0854 ug/g y en el segundo muestreo la concentracion promedio es de 0,176 ug/g

(Figura 22).
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3.3.2. Analisis intersitio.

En el primer muestreo de junio del 2006 (Tabla 3) , se observa que la
estacion Nanihue 5 presenta el promedio de concentraciones en peso seco mas alto
con un valor de 1,24 ug/g, mientras que la estacion Cudico 3 presenta el promedio de
concentraciones mas bajo con 0,0370 ug/g; la estacidon Nanihue 1 presenta una
concentracion de 0,381 ug/g, la estacion Nanihue 2 presenta una concentracién de
0,0566 ug/g, la estacion Nanihue 3 presenta una concentracion de 0,197 ug/g, la
estacion Nanihue 4 presenta una concentracién de 0,915 ug/g, la estacion Nanihue 4-5
presenta una concentracion de 0,375 ug/g, la estacion Nanihue 6 presenta una
concentracion de 0,111 ug/g, la estacion Nanihue 7 presenta una concentraciéon de
0,112 pg/g, la estacién Cudico 2 presenta una concentraciéon de 0,196 pg/g (Figuras 23

y 24).

Mientras que en el segundo muestreo (Tabla 4) el promedio de
concentraciones en peso seco mas alto se observa en la estacién Nanihue 3 con 0,257
Mg/g, el valor mas bajo es de 0,0505 pg/g para la estacion Cudico 3. La estacidon
Nanihue 2 presenta una concentracion de 0,149 ug/g, la estacion Nanihue 4 presenta
una concentracién de 0,0952 pg/g, la estaciéon Nanihue 4-5 presenta una concentracion
de 0,0889 ug/g, la estacion Nanihue 5 presenta una concentracion de 0,159 ug/g, la
estacion Nanihue 6 presenta una concentracion de 0,149 pg/g, la estacion Nanihue 7

presenta una concentracion de 0,0962 ug/g, la estacion Cudico 1 presenta una
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concentracién de 0,119 ug/g, la estacién Cudico 2 presenta una concentracion de 0,131

Mg/g. (Figuras 25y 26).

Los promedios de las concentraciones de a-pineno ajustado a peso
seco para otras estaciones consideradas en el segundo muestreo realizado el 17.11.06,
son de 0,212 ug/g para la estacion salida Bafiados, 0,133 ug/g para la estacion Santa
Maria, 0,277 ug/g para la estacion San Martin, 0,245 pg/g para la estacion Fuerte San

Luis y 0,260 pg /g para la estacion Bajo Isla Rialejo. (Figuras 26 y 27).

En este estudio se analizaron también muestras guardadas en el
laboratorio, las cuales fueron tomadas en el afio 2005. Entre ellas estan la estacion Bajo
Isla Rialejo, que tiene una concentracién promedio en peso seco de 0,403 ug/g. La
estacion Punta Castillito presenta una concentracion de 0,0220 ug/g. La estacion
Carboneros presenta una concentracion de 0,0584 ug/g. La estacion Bahia Corral tiene
una concentracion de 0,149 pg/g. La estacion Las Coloradas presenta una
concentracion de 0,188 ug/g, la ultima estacion analiza fue Cabo Blanco con una
concentracion de 0,0181 pg/g. (Figura 28). Ademas se considerd un analisis para
estaciones en el rio Nanihue (Figura 29), en los cuales se realizd sélo una medicién en
cada una. La estacion Nanihue 1 presenté una concentracion de 0,649 ug/g, estacion
Nanihue 2 la concentracion obtenida fue 0,214 ug/g, en la estacién Nanihue 3 presenté
una concentracion de 0,103 pg/g, la estacion Nanihue 4 con una concentracion de 1,02

Mg/g, para la estacion Nanihue 5 la concentracion obtenida fue de 0,261 ug/g, Nanihue
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6 presentd una concentracion de 2,72 ug/g, por ultimo la estacion Nanihue 7 presento

una concentracion de a-pineno de 1,43 ug/g.

3.4. Analisis estadistico.

Este analisis se realiz6 soélo para los muestreos prospectivos realizados en el afio 2006.

3.4.1. Analisis temporal.
Al efectuar el analisis intrasitio no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas aplicando la décima Kruskal-Wallis para datos no

paramétricos con un valor p = 0,9915 para un nivel de confianza de 95%.

3.4.2. Analisis intersitio.
En el analisis estadistico de cada una de las estaciones de muestreo
aplicando la docima Kruskal-Wallis para datos no paramétricos, no arrojé diferencias

significativas, para un valor P = 0,1575 con un nivel de confianza de 95%.



27

4. DISCUSION

Este trabajo se efectu6 con el objeto de medir la variacion espacial y
temporal de a-pineno en sedimento de parte del Rio Cruces y en algunos de sus
afluentes. La eleccion de las estaciones se hizo de acuerdo a las caracteristicas

hidrodinamicas de los rios con respecto a la acumulacién de sedimento.

Se encontré a-pineno en todas las muestras analizadas, las
concentraciones en peso seco fluctuan entre 0,0370 pg/g como minima y 1,24 ug/g
como maxima, para los muestreos realizados el 16.06.06 y 17.11.07 (Figura 30). En
cuanto al analisis temporal, las estaciones Nanihue 2 (Figura 12), Nanihue 3 (figura
13), Nanihue 6 (Figura 17), Cudico 3 (Figura 20) vy la estacion Belloto (Figura 22)
muestran un aumento en las concentraciones promedio peso seco entre el primer y
segundo muestreo, mientras que las estaciones Nanihue 4 (Figura 14), Nanihue 4-5
(Figura 15), Nanihue 5 (Figura 16), Nanihue 7 (Figura 18), Cudico 2 (Figura 19) y
Puente Cudico (Figura 21) muestran concentraciones promedio peso seco inferiores en
el segundo muestreo respecto del primero, aunque estadisticamente no se observan
diferencias significativas entre ambos muestreos realizados en el afo 2006. Por otra
parte en un muestreo realizado en el afio 2005 en las estaciones Nanihue 1 a Nanihue
7 (Figura 29) se encontraron concentraciones del orden de 0,103 yg/mL a 2,71 pg/mL.
Las mediciones del afio 2005 en el rio Nanihue presentan valores bastante mas

elevados que en los muestreos realizados en el afno 2006, en general el analisis
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temporal muestra una tendencia a la disminucién de las concentraciones de a-pineno

desde el afo 2005 al 2006 (figura 31).

Haciendo un analisis intersitio para el primer muestreo (Figura 23) se
observa una pequefa variabilidad entre las diferentes estaciones, exceptuando en las
estaciones Nanihue 4 y Nanihue 5 que presentan promedios de concentraciones mas
altos que las demas. En el segundo muestreo (Figura 25) la mayor parte de las
estaciones muestran un comportamiento parecido con promedios de concentraciones
que fluctuan entre 0,176 y 0,0505 ug/g, exceptuando la estacién Nanihue 3 que muestra
una concentracion de 0,258 pg/g. Las muestras tomadas el 17.11.06 en otras
estaciones como Salida Banados, Santa Maria, San Martin, Fuerte San Luis, Puente
Nanihue (Figura 27) muestran fluctuaciones en la concentracion de a-pineno con
valores que van desde 0,0418 pg/g a 0,277 pg/g (Tabla 5) ; estas estaciones se
encuentran en el curso del Rio Cruces. Sin embargo, en las mediciones realizadas en
muestras del afio 2005 (Figura 28), se encontraron concentraciones muy bajas en una
zona de poca influencia de corrientes, por encontrarse en otro sector, en esta estacion
(Cabo blanco) se encontré una concentracion de apenas 0,0182 pg/g (Tabla 6),
mientras que en otras estaciones cercanas a la costa de Valdivia se encontraron
concentraciones mas elevadas. En general, el analisis temporal muestra un descenso
en las concentraciones de a-pineno hacia sectores menos influidos por las corrientes

del Rio Cruces.
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Es dificil realizar una comparacion de los resultados obtenidos
respecto a la cantidad de monoterpenos encontrados en sedimento, ya que son
escasos los estudios que describen presencia de a-pineno en sedimentos; sin
embargo, si existen estudios en donde se ha visto que las plantas de celulosa liberan a
través de sus efluentes, compuestos naturales como acidos resinicos (compuestos por
terpenos), fitosteroles, acidos grasos (Hewittet et al., 2002) que, junto a otra serie de
compuestos como organoclorados (dioxinas, furanos y clorofenoles) producen induccion
en el sistema de monooxigenasas de funcién mixta (MFO) en peces (Martel et al., 1996,
Williams et al., 1996, Coakley et al., 2001). Segun Munkittrick (2003) algunos de los
efectos de los efluentes de la celulosa en la reproducciéon de los peces son: alteracion
en la maduracion sexual, alteracién del tamafio de la génada y del huevo, disminucion
de los niveles de hormonas reproductivas impedimentos metabdlicos, alteracion de la
proporcion machos-hembras aguas abajo de las descargas o alteraciones en las

branquias, entre otros.

Un estudio realizado por Stromvall & Petersson (1993) determind que
la cantidad de monoterpenos liberada al medio ambiente por una planta de celulosa,
que produce 300.000 toneladas de celulosa por afio, varia entre 200 a 1500 toneladas
al afno dependiendo del tipo de madera utilizada como materia prima, alcanzandose
concentraciones de monoterpenos de 540 pg/m*® medidos a 40 m de altura. De estos
monoterpenos el compuesto mas abundante fue a-pineno constituyendo entre un 40 y

60% del total.
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Por otra parte, Munkittrick, Van Der Kraak y otros autores (1992) han
realizado desde hace ya bastante tiempo vastos estudios, respecto a la contaminacion
producida por plantas de celulosa y los impactos que éstas generan en los ecosistemas.
En Canada, sefala que productos de la degradacion de componentes no-celulésicos de
la madera, principalmente lignina, terpenos vy acidos resinicos, ademas de derivados
de hormonas vegetales (fitoesteroles) han sido denominados disruptores endocrinos.
Esto permite sostener que es de suma importancia seguir evaluando este tipo de
contaminantes en el Santuario Carlos Anwandter. Ademas, se debe considerar que el
santuario esta inserto en un sistema estuarial y las normas de emision establecidas
para la descarga de riles no distingue entre ambientes fluviales y estuariales, sin
embargo, éstos son muy distintos. En el segundo, se presentan importantes variaciones
naturales en caudal, temperatura, salinidad y velocidad del agua, lo que hace que exista
una acumulacion aun mayor de contaminantes que en los lugares en donde se han

realizado los estudios antes mencionados.

Dentro de la escasa literatura que existe actualmente respecto a
analisis realizados sobre la concentracion de monoterpenos eliminados a través de los
efluentes de plantas de celulosa; Kim y Smith (2006) consideran mediciones de
monoterpenos junto a acidos resinicos y otros compuestos organicos eliminados a
través de una planta de celulosa ubicada en Nueva Zelanda, el informe sefala que las
concentraciones de monoterpenos no han sido  detectadas en el orden de

concentraciones de ng/mL.
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Si bien este estudio se realizd so6lo en parte del Santuario Carlos
Anwandter y en un periodo de tiempo breve, se debe considerar la posibilidad de seguir
evaluando las concentraciones de a-pineno a través del tiempo. El inconveniente que
surge es la falta de mediciones en anos anteriores de este compuesto en el Santuario,
para poder realizar una comparacion mas critica, pero sustentandonos en las bases de
la forénsica ambiental, en donde se sefala este tipo de inconvenientes, los cuales no
son motivo para restar importancia a una investigacién. Estas bases sefalan la
complejidad de la distribucion de fuentes, las cuales pueden situarse entre dos
extremos. Por un lado, todas las fuentes potenciales son conocidas en término de su
composicion quimica, localizacién, historia y duracion de la actividad. Por el otro,
ninguna de éstas se conoce con certeza. En el primer caso, donde se tiene un
conocimiento previo de las fuentes, el problema es relativamente simple, ya que se
pueden determinar sitios apropiados de toma de muestra utilizando un disefio
experimental adecuado, el cual es parte de la estadistica experimental convencional.
Sin embargo, aun cuando se piense que se conocen todas las fuentes contribuyentes,
las investigaciones forénsicas medioambientales han demostrado ser mas complejas de
lo inicialmente estimado. Los compuestos quimicos en el medio ambiente pueden no
retener su composicién original, es decir, la composicion quimica puede variar con el
tiempo por procesos tales como biodegradacion, volatilizacion y fotodegradacion
(Colombo et al., 2005). En el segundo caso, donde no se conocen las fuentes
potenciales con certeza, puede haber sospecha. Sin embargo, las muestras de las

fuentes pueden no haberse recolectado, y tampoco podrian existir en la literatura. A
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menudo, una operacion pequefa de bajo perfil puede llegar a ser una importante pero

inadvertida fuente de contaminacion.

A principios de ano ocurri6 un evento de contaminacion por una
planta de celulosa en la region del Maule, en donde se observaron varias similitudes
con lo ocurrido en el Santuario Carlos Anwandter en el afio 2004. Un estudio realizado
en peces que recibieron una descarga de contaminantes de los riles de la planta de
celulosa Licantel en el rio Mataquito, indicé que estos organismos fueron impactados
por algun vertido con elevado contenido de a y B-pineno (relacionados con licores de
digestion de pulpa de actividades industriales de papeleras que procesan madera de
pino y eucaliptos), debido a que los 6rganos de los peces analizados contenian o-
pineno y B-pineno en concentraciones altas, o que concuerda con la informacion
entregada por la planta donde se menciona que se liberé de forma accidental, dentro de
otros compuestos, aceite de trementina a los cuerpos de agua. El a-pineno es el
principal constituyente de la trementina, entonces, es probable que este compuesto sea
eliminado a través de los efluentes de la planta celulosa existente rio arriba del
Santuario Carlos Anwandter. Esta planta ocupa como materia prima una gran cantidad
de madera de Pinus radiata (2.240.000 m*/afio aproximadamente) y eucaliptus (563.000
m?/afio aproximadamente), por lo tanto, puede eliminar una gran cantidad de terpenos
al agua a través de sus riles. Ademas, estos compuestos también pueden ser

eliminados a traves de las chimeneas de la planta como lo sefala la evidencia cientifica.
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Lamentablemente, no existe control respecto a la cantidad liberada de
este compuesto, como de tantos otros, puesto que este tipo de agentes contaminantes
en Chile, no estan incluidos en la normativa de control de contaminantes de descargas

de residuos liquidos a cuerpos de agua.

El andlisis efectuado en el presente trabajo junto con la revision de las
publicaciones cientificas referentes a los problemas medioambientales que puede llegar
a generar un compuesto que aun siendo natural, al encontrarse en cantidades
excesivas producto de alguna actividad antropogénica , nos han permitido enunciar las

siguientes conclusiones:

e Los niveles de concentracion de a-pineno en las muestras de sedimento
analizadas muestran una disminucion desde el afio 2005 al 2006. Encontrandose
concentraciones mas altas que en el resto de estuario, por lo cual se podria
postular como trazador quimico de contaminacién.

e Las variaciones interestacionales de a-pineno para las muestras prospectivas
tomadas en el afio 2006, mostraron que existe una distribucion relativamente
homogénea en el sedimento del humedal del Rio Cruces.

e (a-pineno se encuentra en concentraciones mas altas que en otros sitios del
estuario del rio Cruces, lo que permite presumir que ha sido introducido como
producto de alguna actividad antropogénica.

e a-pineno es un compuesto altamente reactivo, lo que pudo o puede estar

provocando variadas alteraciones en el ecosistema del Santuario.
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De acuerdo a lo concluido en el presente estudio, se acepta
parcialmente la hipdtesis, puesto que es necesario seguir evaluando el

comportamiento de a-pineno en el humedal del rio Cruces.
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Figura 1. Estructura y espectro de a-pineno.

Figura 2. Ubicacion del Santuario Carlos Anwandter en el rio Cruces.
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Figura 3. Fotografia satelital de las estaciones de muestreo (FSL: Fuerte San Luis,

N1:Nanihue1, N2: Nanihue 2, N3: Nanihue 3, N4: Nanihue 4, N4-5: Nanihue 4-5, N5:
Nanihue 5, N6: Nanihue 6, N7: Nanihue 7, PN: Puente Nanihue, SB: Salida Banados,
SM: San Martin, SMa: Santa Maria, B: Belloto, PC: Puente Cudico, C1: Cudico 1, C2:

Cudico 2, C3: Cudico 3, BIR: Bajo Isla Rialejo).
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Figura 4. Fotografia satelital de las estaciones de muestreo (Bahia Corral, Punta
Castillito, Las Coloradas, carboneros).
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Figura 5. Estructura y espectro del estandar interno Ciclohexanona.
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Figura 6. Curva de calibracién de a-pineno.
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Figura 7. Formula de limite de deteccion para cuantificacion de a-pineno en

cromatografo de gas-masa.
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Pesada de muestras de sedimento
(7-10 g muestra + Na,SO, + Hexano)
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(4 hrs. Agitacion)
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Concentracion
(Destilacion simple + Nitrégeno gaseoso)

Estandar interno
(Ciclohexanona)

Analisis Cromatografico
(Cromatografia gas-masa)

Figura 8. Diagrama del procedimiento para el analisis de muestras de sedimento.



Figura 9. Cromatdgrafo de gas acoplado a un espectrometro de masa

(modelo HP 6890).
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Figura 10. Ejemplo de cromatograma de muestra de sedimento.
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Figura 11. Datos entregados por el cromatdgrafo de gas de la concentracion de

a- pineno.
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Figura 12. Grafico de variacion temporal del promedio de la concentracion de

a-pineno en ng/g.p.s. para la estacion Nanihue 2.
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Figura 13. Grafico de variacion temporal del promedio de la concentracion de

a-pineno en ng/g.p.s. para la estacion Nanihue 3.
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Figura 14. Grafico de variacién temporal del promedio de la concentracion de

a-pineno en ng/g.p.s. para la estacion Nanihue 4.
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Figura 15. Grafico de variacién temporal del promedio de la concentracion de

a-pineno en ng/g.p.s. para la estacion Nanihue 4-5.
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Figura 16. Grafico de variacién temporal del promedio de la concentracion de

a-pineno en ng/g.p.s. para la estacion Nanihue 5.
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Figura 17. Grafico de variacién temporal del promedio de la concentracion de

a-pineno en ng/g.p.s. para la estacion Nanihue 6.
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Figura 18. Grafico de variacion temporal del promedio de la concentracion de

a-pineno en ng/g.p.s. para la estacion Nanihue 7.
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Figura 19. Grafico de variacién temporal del promedio de la concentracion de

a-pineno en ng/g.p.s. para la estacién Cudico 2.
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Figura 20. Grafico de variacién temporal del promedio de la concentracion de

a-pineno en ng/g.p.s. para la estacién Cudico 3.
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Figura 21. Grafico de variacién temporal del promedio de la concentracion de

a-pineno en ng/g.p.s. para la estacion Puente Cudico.
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Figura 22. Grafico de variacion temporal del promedio de la concentracion de

a-pineno en ng/g.p.s. para la estacion Belloto.
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Figura 23. Grafico de variacion de concentraciones promedio de a-pineno entre las

estaciones del muestreo del 16.06.06.
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Figura 24. Concentracion (ng/g) de a-pineno, representada por intensidad de
coloracion en las diferentes estaciones del muestreo realizado el

16.06.2006.
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Figura 25. Grafico de variacién de concentraciones promedio de a-pineno entre las

estaciones del muestreo del 17.11.06.
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Figura 26. Concentracion (ng/g) de a-pineno, representada por intensidad de coloraciéon

en las diferentes estaciones del muestreo realizado el 17.11.2006.
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Figura 27. Grafico de variacién de concentraciones promedio de a-pineno entre otras

estaciones muestreadas el 17.11.06.
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Figura 28. Grafico de variacién de concentracion de de a-pineno en muestreos del
ano 2005.
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Figura 29. Grafico de concentraciones de a-pineno en ng/g.p.s., correspondiente a un

muestreo realizado el 28.12.05 en el rio Nanihue.
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Figura 30. Grafico de concentraciones promedio de a-pineno, correspondiente a cada

una de las estaciones para los dos muestreos prospectivos.
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Distribucion de la concentracion de a-pineno en el rio
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Figura 31. Grafico de la distribucion espacio temporal de la concentracién de a-pineno

en el rio Nanihue.
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Figura 32. Concentracion (ng/g) de a-pineno, representada intensidad de coloracion en
las diferentes estaciones de muestreo del afio 2005 (sector Bahia Corral y

alrededores).



X (ng/g p. seco) = Y(ng/g p.Hiimedo)
1- % Humedad
100
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X = nanogramos de a-pineno por
gramos de peso seco de la
muestra.

Y = nanogramos de de a-pineno
por gramo de peso humedo
de la muestra.

Figura 33. Formula de reconversion a peso seco de muestras.



Tablas

Tabla 1. Georeferenciacion de las estaciones de muestreo.

Estaciones de Muestreo

1) Nanihue 1 W 73°0.8 6.8”
S 39° 37123
2) Nanihue 2 W 73°0,817,2"
S 39°37'17,3”
3) Nanihue 3 W 73°0.8°37.3"
S 39°37°28.1"
4) Nanihue 4 W 73°0.8'57,8"
S 39°38'84"
5) Nanihue entre 4 y 5 W 73°0.9'254"
S 39°38°524""
6) Nanihue 5 W 73°0.9°50.5”
S 39°37°13.3”
7) Nanihue 6 W 73°0.9'406"
S 39°39'40.1”
8) Nanihue 7 W 73°0.9'51.1"
S 39°39'52.3"
9) Cudico 1 W 73°0,7°31.5”
S 39°38°38.1"
10) Cudico 2 W 73°0.7°48,2"
S 39°38.48,6”
11) Cudico 3 W 73°0.8°37.3"
S 39°39'6.9”
12) Belloto W 73°0.2°40”
S 39°35°37”
13) Puente Cudico W 73°0482 "
S 39°37°19.2”
14)Puente Nanihue W 73°0,2°26,9”"
S 39°36°17,7"
15) Bajo Isla Rialejo W 73°13°18.2"”"
S 39° 43'17.8”
16) Fuerte San Luis W 73°0.8'56.8""
S 39°36°16.7"
17) Salida Bafados W 73°10°26.6""
S 39°37°37.8"
18) San Martin W 73°11°2.9”
S 39° 38723.8"
19) Santa Maria W 73°10°45.1"
S 39°34" 56.6”
20) Pta Castillito W 73°23"12”
S 39°53" 34"
21) Carboneros W 73°22° 37"
S 39°52°38"
22) Bahia Corral W 73°2529,2”
S 39°53° 8,9
23) Las Coloradas W 73° 19" 557
S 39° 54" 44"
24) Cabo Blanco W 73° 25" 356"

S$39°46°655”
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Tabla 2. Porcentaje de humedad para todas las muestras.

Analisis de humedad

Pi(@) | Pf(g) | PS (%)
Puente Cudico (14.07.06) | 5,200 | 3,222 | 61,96
Belloto (14.07.06) | 3,126 | 2,470 | 79,17
Nanihue1 (16.06.06) | 4,511 | 1,379 | 30,57
Nanihue2 (16.06.06) | 4,619 | 2,611 | 56,53
Nanihue3 (16.06.06) | 3,278 | 0,966 | 29,47
Nanihue4 (16.06.06) | 3,092 | 0,981 | 31,73
Nanihue5 (16.06.06) | 3,990 | 1,684 | 42,21
Nanihue6 (16.06.06) | 4,167 | 1,444 | 34,65
Nanihue7 (16.06.06) | 6,663 | 2,470 | 37,07
Cudico?2 (16.06.06) | 4,468 | 1,419 | 31,76
Cudico3 (16.06.06) | 6,237 | 2,810 | 45,05
Nanihuedy5 (16.06.06) | 5,271 | 1,745 | 33,11
Bajo Isla Rialejo (16.12.05) | 6,482 | 2,580 | 39,81
Punta Castillito (16.06.05) | 6,132 | 4,931 8041
Carboneros (20.10.03) | 5,445 | 3914 | 71,88
Bahia Corral  (16.06.05) | 4,350 | 2,959 | 68,02
Las Coloradas (16.06.05) | 9,548 | 7,648 | 80,10
Cabo Blanco  (16.12.05) | 7,497 | 4,479 | 59,74
Cudico 1 (17.11.06) | 3,713 | 1,116 | 30,06
Cudico 2 (17.11.06) | 4,052 | 1,848 | 45,61
Cudico 3 (17.11.06) | 4,354 | 1,381 | 31,72
Nanihue 2 (17.11.06) | 2,784 | 0,975 | 35,02
Nanihue 3 (17.11.06) | 5,202 | 1,565 | 30,08
Nanihue 4 (17.11.06) | 4,131 | 1,421 | 34,40
Nanihue4-5 (17.11.06) | 4,086 | 1,344 | 32,89
Nanihue 5 (17.11.06) | 4,445 | 1,802 | 40,54
Nanihue 6 (17.11.06) | 5,288 | 1,967 | 37,20
Nanihue 7 (17.11.06) | 3,599 | 1,415 | 39,32
Nanihue 8 (17.11.06) | 5,197 | 2,463 | 47,39
Nanihue 9 (17.11.06) | 4,288 | 1,586 | 36,99
Nanihue 10 (17.11.06) | 4,170 | 1,758 | 42,16
Nanihue 11 (17.11.06) | 4,850 | 2,478 | 51,09
Nanihue 12 (17.11.06) | 4,715 | 1,790 | 37,96
Puente Nanihue (16.01.07) | 6,611 | 5,181| 78,37
Belloto (16.01.07) | 3,758 | 1,688 | 44,92
Pte Cudico (16.01.07) | 8,681 | 6,831| 78,69
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Tabla 3. Concentracion de a- pineno ajustado a peso seco de muestra para

muestreo realizado 16.06.06.

Conc. a- pineno1 | Conc. a- pineno 2 | Conc. a- pineno 3| Conc. promedio
Estaciones (ng/9) (ng/9) (ng/9) a- pineno(pg/g)
Pte. Cudico 0,712 0,365 0,260 0,446
Belloto 0,0258 0,144 0,0869 0,0854
Nanihue1 0,246 0,666 0,231 0,381
Nanihue2 0,0335 0,109 0,279 0,0567
Nanihue3 0,145 0,423 0,0234 0,197
Nanihue4 0,328 2,13 0,287 0,915
Nanihue 4-5 0,111 0,940 0,0730 0,375
Nanihue5 0,450 1,92 1,34 1,24
Nanihue6 0,124 0,116 0,0940 0,111
Nanihue7 0,0442 0,0742 0,216 0,112
Cudico2 0,0214 0,510 0,0576 0,196
Cudico3 0,0478 0,0304 0,0329 0,0370

Tabla 4. Concentracion de a- pineno ajustada a peso seco de muestras
recolectadas el 17.11.06 y 16.01.07.
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Conc.a-pineno | Conc. a-pineno | Conc. a-pineno | Conc. Promedio
Estaciones 1 (ug/9) 2 (pg/g) 3 (ng/g) a- pineno

(ng/9)
Pte Cudico (16.01.07) 0,139 0,0963 0,110 0,115
Belloto (16.01.07) 0,197 0,149 0,183 0,176
Nanihue 2 (17.11.06) 0,0468 0,129 0,313 0,149
Nanihue 3 (17.11.06) 0,0550 0,501 0,216 0,257
Nanihue 4 (17.11.06) 0,153 0,0297 0,103 0,0952
Nanihue 4-5 (17.11.06) 0,131 0,0714 0,0640 0,0889
Nanihue 5 (17.11.06) 0,200 0,115 0,162 0,159
Nanihue 6 (17.11.06) 0,126 0,181 0,140 0,149
Nanihue 7 (17.11.06) 0,0107 0,815 0,196 0,962
Cudico 1 (17.11.06) 0,0931 0,146 0,118 0,119
Cudico 2 (17.11.06) 0,0848 0,0900 0,218 0,131
Cudico 3 (17.11.06) 0,0640 0,0401 0,0472 0,0505
Pte. Nanihue (16.01.07) 0,0197 0,0554 0,0505 0,0418




Tabla 5. Concentracion de a- pineno ajustada a peso seco de muestras tomadas en

el afio 2006.
Conc. Promedio
Estaciones Conc. a- pineno | Conc. a- pineno | Conc. a- pineno a- pineno

1 (ug/g) 2 (pglg) 3 (nglg) (ngl9)
Salida Banados
(17.11.06) 0,0451 0,142 0,449 0,212
Santa Maria
(17.11.06) 0,0800 0,235 0,157 0,133
San Martin
(17.11.06) 0,307 0,270 0,254 0,277
Fuerte San Luis
(17.11.06) 0,469 0,000 0,264 0,245
Bajo Isla Rialejo
((17.11.06) 0,276 0,163 0,343 0,260

Tabla 6. Concentracion de a- pineno ajustada a peso seco de muestras tomadas en

el afo 2005.
Conc. Promedio
Estaciones Conc. a-pineno Conc. a-pineno a- pineno
1 (pg/9) 2 (ugl9) 1 (ug/g)
Bajo Isla Rialejo(16.12.05) 0,711 0,0957 0,403
Pta. Castillito  (16.06.05) 0,0198 0,0242 0,0220
Carboneros (20.10.05) 0,0472 0,0696 0,0584
B. Corral (16.06.05) 0,0859 0,212 0,149
Las Coloradas (16.06.05) 0,188 0,188
Cabo Blanco  (16.12.05) 0,0330 0,00330 0,0182
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Tabla 7: Concentracion de a- pineno ajustada a peso seco de muestras tomadas en el
Rio Nanihue en el afio 2005.

Muestreo 28.12.05 Conc. a-pineno
(ng/g)
Nanihue 1 0,684
Nanihue 2 0,214
Nanihue 3 0,103
Nanihue 4 1,02
Nanihue 5 0,261
nanihue 6 2,72
Nanihue 7 1,43
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