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RESUMEN

En el presente trabajo se realizé una evaluacion de diferentes técnicas de
extraccion para Hidrocarburos Arométicos Policiclicos (HAPs) en suelo,
utilizando como técnica de referencia la extraccion Soxhlet, dicha técnica es
sefialada por organismos internacionales como la agencia de proteccién al
medio ambiente de los Estados Unidos de América (Environmental Protection
Agency, EPA) debido a que de ella se obtienen los mejores porcentajes de
recuperacion de estos agentes contaminantes. Desafortunadamente Ila
extracciéon por Soxhlet tiene grandes desventajas, como el tiempo excesivo de
extraccién y los grandes volimenes de solventes que se requieren.

Se utiliz la extraccion por microondas y sonicacién como técnicas alternas para
la preparacién de la muestra, en las cuales se reducen tanto el tiempo de
extraccién para microondas hasta 15 minutos y sonicacién 30 minutos, el
volumen de los solventes utilizados se redujo en un 70 % para microondas y
para sonicacion en un 80% del utilizado en Soxhlet. Este analisis se realizé en
suelos previamente sometidos a una extraccidon exhaustiva, con la finalidad de
extraer el total de HAPs presentes de forma natural y contar con una porcién de
suelo libre de HAPs, se realizaron disefios experimentales para evaluar la
influencia de diferentes factores en cada método de extraccion, se cuantificé la
influencia de la temperatura, el volumen de solvente y tiempo de extraccion para
microondas y el volumen de solvente y tiempo de extraccion en el caso de
sonicacion. Los métodos no presentaron diferencias estadisticamente
significativas para la extraccion de HAPs, pero mediante un proceso de analisis
jerarquico se demostré que al evaluar otros factores como el costo del equipo, el
tiempo de analisis y el gasto de solventes, la mejor opcién resulta ser la de
microondas con un 53 % de preferencia, sonicacién un 34 % y Soxhlet un 13 %.



I. INTRODUCCION

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) son contaminantes que se
encuentran en todos los ecosistemas del medio ambiente, ya sea en la atmdésfera,
suelo 0 agua. Debido a su caracter carcinogénico y mutagénico de algunos HAPs,

su determinacién y cuantificacion en muestras ambientales es de gran importancia.

Un gran niumero de diferentes técnicas son descritas en la literatura para llevar a
cabo la extraccién de HAPs en diferentes tipos de matrices ambientales. Dichas
técnicas son realizadas tradicionalmente mediante extraccion Soxhlet (Miége v col.,
2003; Flotron y col., 2003), la cual desafortunadamente requiere un consumo
excesivo de tiempo y grandes volimenes de solventes organicos, los cuales son

téxicos, ademas del costo alto de adquisicion de los mismos.

En los dltimos afios, nuevas técnicas de extraccion han sido establecidas para
reducir el volumen de los solventes requeridos, mejorar la precisiéon en el analisis
de la recuperacién de los analitos y sobre todo reducir el tiempo empleado en la

preparacién de la muestra y con esto tener una reduccién en los costos.

A partir de un disefio experimental se analizaran los efectos de la variacion de
distintos factores en la extraccién asistida por microondas y sonicaciéon con la
finalidad de optimizar estos métodos y poder realizar una comparacion con el
método oficial para la extraccion de los HAPs y decidir cual de las tres opciones

brinda los mejores resultados.



Il. ANTECEDENTES

1.1 Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPS)

Los Hidrocarburos Arométicos Policiclicos (HAPs) son un grupo de sustancias
quimicas conformado por mas de cien clases diferentes, que generalmente se
encuentran en el ambiente como mezclas complejas y no como compuestos
simples (Moiz, 1995), en la Figura 1 se muestra como su estructura se conforma

tipicamente por dos o hasta ocho anillos aromaticos (Barra, 20086).

Naftaleno Acenafteno Antraceno Benzo[a]antraceno
=
' ‘“
Benzo[b]flouranteno Benzo[k]flouranteno Benzo[a]pireno Benzo[g,h,i]perileno

Figura 1. Estructura de los principales HAPs

I1.1.1 Formacion de los HAPs

Los HAPs se forman por pirélisis o combustién incompleta de materia organica o
sintética que contenga carbono e hidrégeno (Siwinska, 2006). A elevadas
temperaturas, la pirélisis de estos compuestos produce fragmentos de moléculas y
radicales que se combinan para dar lugar a los HAPs (Mastandrea, 2005).



La clase de compuestos formados durante este proceso dependen de diversos
factores, como la naturaleza del combustible, la temperatura y el tiempo durante el
cual permanezca el combustible a una elevada temperatura. Los combustibles que
forman HAPs son metano, otros hidrocarburos, ligninas y péptidos. Sin embargo,
los compuestos que contienen cadenas laterales, los compuestos insaturados y las
estructuras ciclicas suelen favorecer la formacion de HAPs (OIT, 1998).

Los HAPs son compuestos que en su estructura contienen tipicamente de dos a
ocho anillos aromaticos y sus sistemas conjugados de orbitales ™ son los
responsables de su estabilidad quimica y por los cuales muestran un caracter
semivolatil e hidrofébico (Barra, 2006). Son solubles en muchos disolventes
organicos, pero muy poco solubles en agua, dicha solubilidad disminuye cuando
aumenta el peso molecular, son sélidos a temperatura ambiente y su volatilidad es
muy pequefia (OIT, 1998). Reaccionan rapidamente con 6xidos de nitrégeno, acido
nitrico, 6xidos de azufre y acido sulfarico, la mayoria de los HAPs sufren foto
oxidacién, siendo ésta una forma natural para eliminarlos de la atmésfera
(Mastandrea, 2005). Debido a su comportamiento no polar, son adsorbidos
principalmente por particulas sélidas suspendidas o bien tienden a acumularse en
suelos y sedimentos de rios (Leonhardt, 1998). Dependiendo de su caracter
aromatico, los HAPs absorben luz ultravioleta y producen un espectro fluorescente

caracteristico (Moiz, 1995).

11.1.2 Usos de los HAPs

La importancia econémica de los hidrocarburos aromaticos ha aumentado
progresivamente desde que a principios del siglo XIX se utilizaba la nafta de
alquitran de hulla como disolvente del caucho. En la actualidad, los principales usos
de los compuestos aromaticos como productos puros son: la sintesis quimica de
plasticos, caucho sintético, pinturas, pigmentos, expiosivos, pesticidas, detergentes,
perfumes y farmacos. También se utilizan, principalmente en forma de mezclas,

como disolventes y como constituyentes en proporcién variable de la gasolina.



De manera especifica, el cumeno (CgHsC3H7) se utiliza como componente de alto
octanaje en los combustibles de los aviones, como disolvente de pinturas y lacas de
celulosa, como materia prima para la sintesis de fenol, acetona y para la produccién
de estireno por medio de la pirdlisis.

La cumarina (CgHgsO>) se utiliza como desodorante 0 como potenciador del olor en
jabones, tabaco, productos de caucho y perfumes. También se utiliza en
preparados farmaceéuticos.

El benceno (CgHs) se ha prohibido como componente de productos destinados al
uso doméstico y en muchos paises también se ha prohibido su uso como disolvente
y componente de los liquidos de limpieza en seco. El benceno se ha utilizado
ampliamente en la fabricacién de estireno, fenoles, anhidrido maleico, detergentes,
explosivos, productos farmacéuticos y colorantes. También se ha empleado como
combustible, reactivo quimico y agente de extraccién para semillas y frutos secos.
En caliente y mezclado con etanol el tolueno es un disolvente de aceites, resinas,
caucho natural y sintético, alquitran de hulla, asfalto, brea y acetilceluiosas.
También se utiliza como disolvente y diluyente de pinturas, barnices de celulosa y
como diluyente de las tintas de fotograbado.

El naftaleno (C4oHs) se utiliza como material de partida para la sintesis organica de
una amplia gama de sustancias quimicas, como antipolillas, y en conservantes de
madera. También se emplea en la fabricaciéon de indigo y se aplica externamente al
ganado o las aves para controlar los insectos parasitos.

El estireno (CgHs) se utiliza en la fabricacion de una amplia gama de polimeros
(como el poliestireno) y elastbmeros copolimeros, como el caucho (OIT, 1998).

11.1.3 Principales fuentes de emisién

Una de las principales fuentes de contaminacién es la generada por los motores de
combustién interna, en la cual los HAPs se emiten en grandes cantidades, para
posteriorrnente distribuirse en los ecosistemas de acuerdo a sus propiedades

fisicoquimicas (Crépineau y col., 2003).



Se incorporan al medio ambiente principaimente a través de las erupciones de los
volcanes, incendios forestales, la quema de madera en los hogares y como
consecuencia de la quema de combustibles utilizados en los automéviles. También
pueden entrar a las aguas superficiales a través de las descargas de plantas
industriales y plantas de tratamiento de aguas residuales, de igual forma pueden
enfrar en contacto con los suelos al ser liberados de los sitios de desechos
peligrosos si se presenta una fuga en los contenedores donde se almacenan (Moiz,
1995).

1.2 Problematica Ambiental

La contaminacién es un efecto colateral inevitable a lo largo del desarrolio humano.
Dicho desarrollo trae como resultado la industrializacién y un aumento en la carga
de transporte, convirtiéndose en un problema que se perfila como un gran riesgo
de vital importancia para los ecosistemas y la salud humana (Kluska, 2003). Como
consecuencia de la contaminacién algunos compuestos como los HAPs se
encuentran ampliamente distribuidos por todo el planeta, a nivel de la atmésfera, en
los alimentos, suelo, ambientes de trabajo (Koffi y col., 2005) e inclusive se
encuentran presentes en el universo (Lovas y col., 2005).

A pesar de la gran distancia entre las fuentes de emision, ya sean de caracter
urbano o industrial, los HAPs se encuentran en concentraciones relativamente altas
en areas rurales alejadas, debido a su gran afinidad con algunas particulas estos
pueden ser transportados distancias enomes, translocandolos inclusive a regiones
polares y zonas montafnosas (Wolfang, 2004). Este comportamiento se atribuye a
su capacidad de ser transportados a largas distancias como aerosoles y a su

resistencia evidente a la degradacién por particulas atmosféricas (Barra, 2006).



11.3 Toxicologia

Los HAPs han generado un gran interés, no solamente por su amplia distribucién
en el ambiente, sino también debido a su alto poder carcinogénico y mutagénico. A
estos compuestos se les asocia con problemas hemato-, cardio-, neuro-, e
inmunotoxicidad tanto en humanos como en animales de laboratorio (Zheng y col.,
20006).

11.3.1 Vias de exposicion

La poblacién se encuentra expuesta a estos contaminantes en diversos lugares,
como el hogar (Moiz, 1995); por ejemplo, en Taiwan y China el cancer de pulmén
es el mas frecuente en mujeres y esta incidencia se asocia al humo producido por
los tipos de combustibie utilizados durante la preparacién de alimentos (Chen y
Chen, 2003), asi como al aire libre o en el propio ambiente de trabajo debido al
humo de cigarro (Zheng y col., 2006).

En lo que respecta a las particulas suspendidas, los HAPs son considerados de alto
riesgo, debido a que se encuentran clasificados de acuerdo a su diametro
molecular en una escala denominada Aitken, en la cual se relaciona el tamafio de
estas particulas y su deposicién en el sistema respiratorio de seres humanos y
animales, especificamente en los alvéoios pulmonares (Aarantzazu y col., 2005).
Los HAPs se absorben por medio de la piel al entrar en contacto con suelos
contaminados, mientras que para la mayoria de la gente la ingestién y la inhalacién
son las rutas mas comunes de exposicién (Zheng y col., 2006), representando la
ingestion la via mas importante de exposicién en un rango porcentual de 88 a 98%
(Kluska, 2003); aunque cabe sefalar que para ciertas ocupaciones laborales la
absorcion via dérmica se convierte en la principal ruta de exposiciéon (Zheng y col.,
2006).



11.3.2 HAPs en los alimentos

Debido a sus propiedades fisicas y quimicas los HAPs se hacen presentes en la
cadena alimenticia principalmente en compartimentos hidrofébicos, acumulandose
por consecuencia en los lipidos (Grova y col., 2002).

A través de diferentes vias se puede explicar la presencia de los HAPs en los
alimentos, ya sea por medio de la deposicion de las particulas presentes en la
atmosfera, por el contacto con materiales fabricados a partir de hidrocarburos, o
bien por la formacién de los mismos durante el procesamiento de los alimentos a
elevadas temperaturas (Koffi y col., 2006), tales como, el asado, el rostizado, el

tostado o el ahumado de los alimentos (Pagluica y col., 2003).

11.3.3 HAPs en la vegetacién y la fauna

El incremento en el trafico vehicular puede generar problemas de contaminacién en
la vegetacién y cultivos que crecen en zonas cercanas a autopistas, la cual en
numerosas ocasiones es utilizada para la alimentacion de animales rumiantes. De
los cuales se sabe que no solamente consumen plantas, sino también ingieren una
gran cantidad de suelo, entre 0.5 y 18% de la materia seca (Crépineau y col.,
2003). El consumo diario de suelo puede rebasar 1.5 kg dependiendo del clima,
estacion del ano, densidad del pasto y tamaiio de la manada. En el caso de las
vacas pueden ingerir mas de 2 mg de HAPs diariamente, especialmente en
pastizales cercanos a carreteras altamente transitadas. Los HAPs pueden ser
transformados a hidroxi-HAPs en el rumen por actividad bacteriana y
posteriormente ser secretados en la leche (Lutz y col., 2006). En esto radica su
importancia, ya que como se conoce la leche es un alimento basico en la dieta
humana, especialmente para los nifos que son mas susceptibles a la presencia de
estos compuestos carcinogénicos {(Grova y col., 2002). Por lo tanto es importante
saber como se comportan estos contaminantes y como son transferidos del animal

a sus derivados alimenticios (Crépineau 'y col., 2003).



Otro hecho importante se presenta cuando se realiza la fertilizacién de suelos con
ceniza, la cual se conoce que contiene altas concentraciones de metales pesados y
otros contaminantes. Eil efecto adverso de esta practica se presenta debido a que a
la posterior adicién de cenizas al suelo, hay un incremento en el pH, lo cual provoca
un incremento en la cantidad de materia organica disuelta, asi como un aumento de
la mineralizacién. Debido a esto, se puede presentar una movilizacién de la materia
organica ya acumulada y también de los contaminantes presentes ocasionando una
redistribucion, durante la cual los HAPs pueden adherirse a pequefias particulas y
ser arrastrados hasta corrientes de agua (Salguero y col., 2004).

En lo que respecta a la vegetacion, los contaminantes organicos pueden entrar en
contacto con las plantas por medio del suelo o agua contaminada. Dichos
contaminantes pueden sufrir una translocacién al interior de la planta, la cual se
presentara de acuerdo a sus propiedades y condiciones ambientales. La mayoria
de los contaminantes hidrofilicos con un log K,, (coeficiente de particién del octanol
en agua) < 4, se acumulan en la raiz de la planta y pueden ser translocados al
interior de la misma, mientras que los contaminantes de caracter lipofilico con un
log Koa > 4, se acumulan en el exterior de la raiz y no pueden sufrir una
translocacion al interior de la planta. Los HAPs son compuestos organicos
semivolatiles con un rango de log Kqa entre 3y 7.

La principal forma en la que los contaminantes organicos lipofilicos entran en
contacto con la planta es a través de las hojas (Lin, 2006), las cuales poseen una
gran area superficial, donde se pueden acumular HAPs que se encuentran en el
aire (Lin y col., 2004). Todo esto tiene su impacto cuando se trata de plantas
utilizadas para la elaboracién de té, la cual es considerada la bebida mas
consumida a lo largo del planeta después del agua (Lin, 2006). No obstante, la
migraciéon de estos contaminantes al interior de la hoja es muy lenta; sin embargo
Hustler y col. observaron que algunas especies como C. pepo acumularon y
translocaron altas cantidades de pesticidas de suelos contaminados.

Cabe mencionar que también el uso de aguas residuales para el riego de campos

agricolas acarrea una alta posibilidad de contaminacién por HAPs y su posterior



ingreso a la cadena alimenticia por medio de los productos obtenidos (Miége y col.,
2003)

1.4 HAPs y suelos

Conocer las interacciones entre los analitos y la matriz que las contiene es de gran
importancia para los procesos de analisis, con el fin de llegar a una mejor
comprension de los fenbmenos que ocurren; asi como para obtener mejores
resultados durante la aplicacion de métodos analiticos.

Especialmente en los suelos, los compuestos hidrofébicos, como los HAPSs,
presentan una gran superficie de adsorcion y conforme transcurre el tiempo, estos
se particionan en las diferentes fases organicas, por medio de la generacién de
microvacios. Este fenémeno, hace referencia al envejecimiento y es también
asociado a ser el mayor obstaculo para obtener una recuperacién completa de
contaminantes organicos presentes en matrices sélidas complejas (Szolar y col.,
2002). Por lo tanto un proceso de extraccion mas exhaustivo es requerido para
liberar a los analitos enlazados a su matriz. En contraste, el uso de una extracciéon
mas exhaustiva tiene como desventaja la extraccion de otros compuestos que

pueden interferir durante el analisis (You y col., 2004).

I1.4.1 Degradacion de los HAPs

En los inicios del siglo pasado existia un balance entre la produccién de HAPs y su
degradacién fotoquimica. Desafortunadamente en la actualidad se trata de un
problema serio de contaminacién. La cantidad de HAPs encontrados en el suelo es
el resultado de los compuestos depositados por el polvo, desechos, sedimentos o
compostas, asi como también de los compuestos removidos por evaporacién,
lavado, biodegradacién o descomposicién quimica. Una de las caracteristicas de
los HAPs es que su degradacién es relativamente rapida, su vida media en el
medio ambiente es de un tiempo aproximado de un mes (Kluska, 2003).



Durante la degradacion de los HAPs, existen una gran variedad de
transformaciones y productos que pueden ser formados, incluyendo cetonas,
quinonas, fenoles y acidos carboxilicos. Muchos de estos compuestos presentan
una mayor toxicidad que sus predecesores y aunque presentan una vida media
relativamente corta, algunos de estos contaminantes son considerados como
persistentes y generalmente son encontrados en concentraciones altas.

Principalmente las HAPs-cetonas y HAPs-quinonas son las principales formas
subsistentes y que son encontrados con regularidad junto con los HAPs en suelos
contaminados. Estos oxi-HAPs se forman a través de procesos tanto biéticos como
abiéticos, su formacion puede incrementarse durante procesos en los cuales la
degradacién de los HAPs es acelerada, por ejemplo, durante la remediacién de
suelos. Por lo tanto, es necesario no splamente monitorear los HAPs durante la
remediacion de suelos, sino también tener en cuenta los productos de degradacion
durante la valoracién de riesgos en sitios contaminados, sin embargo los Oxi-HAPs
y otros productos han sido analizados en muy pocas ocasiones, debido al costo y

complejidad de los métodos analiticos requeridos (Lundstedt y col., 2006).

[1.5 Analisis y determinacion de los HAPs

En los ultimos afios una gran variedad de métodos han sido desarrollados, con el
fin de mejorar los porcentajes de recuperacion, reducir los tiempos de analisis y el

costo de los mismos (Szolar y col., 2002).

11.5.1 Métodos de extraccién de HAPs

Debido a su naturaleza hidrofébica, durante la extraccidon una parte puede ser
adsorbida en las paredes de los contenedores, provocando que la cuantificacién
sea mas dificil e incrementando los problemas de sensibilidad (Yoon y col., 2005).

A continuaciéon se presenta una resefia de los principales métodos de extraccion

para matrices como el suelo y sedimentos.
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11.5.1.1 Extraccién Sélido — Liquido

En esta técnica se coloca la muestra en un recipiente fijo y el solvente es afadido
para disolver el analito de interés; la solucién es separada del sélido por medio de
filtracion. El solvente puede ser calentado o utilizado en varias ocasiones para
aumentar la cantidad soluble de analito; la muestra debe de estar finamente
dividida para aumentar su superficie de contacto. También se puede agitar de
forma manual o automatica y para el proceso de separacién se puede utilizar la

filtracién, decantacién o centrifugacion (Settle, 1997)

11.5.1.2 Extraccion Soxhlet

Tradicionalmente la extraccion Soxhlet ha sido utilizada para muestras sélidas. Las
principales desventajas de esta técnica son los grandes volimenes requeridos de
solventes organicos, ademas de varios procesos en los cuales se tiene el riesgo de
perder una cantidad significativa del analito (Sanz y col., 2006).

La muestra se coloca en un contenedor fabricado de material poroso; sometido a
un reflujo constante de solvente que es calentado en un matraz. La extraccion se
realiza y es estable en el punto de ebullicion de los solventes. El proceso es lento,
pero es muy barato comparado con el costo de adquisicién de un sistema de fluidos
supercriticos 0 microondas y se obtienen excelentes porcentajes de recuperaciéon
(Settle, 1997).

11.5.1.3 Sonicacién

La muestra se sumerge en un bafio ultrasénico en el cual se somete la muestra a
radiacion ultrasénica, el proceso puede ser favorecido aumentando la temperatura
del bano. Es un proceso rapido, seguro y Optimo para muestras granulares.
Ademas, varias muestras pueden ser sometidas a este proceso al mismo tiempo
(Settle, 1997). Una de las principales desventajas de esta técnica, se debe a la

formacién de burbujas en el liquido, cuando estas burbujas estallan se provoca una
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concentracion elevada de energia aculstica en un volumen muy pequeiio, dando
como resultado altas presiones y temperaturas elevadas en tiempos muy cortos.
Los radicales que se forman durante este proceso pueden reaccionar con algunos
HAPs. Esta descomposiciébn conocida como sonolitica puede tener como
consecuencia la destruccion de los HAPs, afectando su cuantificacién durante el
analisis (Leonhardt, 1998).

11.6.1.5 Extraccién por Fluidos Supercriticos

Se realiza en un recipiente fijo, donde se coloca la muestra y a través del cual se
hace pasar un fluido supercritico, como el CO,. El analito extraido es colectado por
medio de adsorciéon y posteriormente recuperado con la adicion de solvente en la
superficie adsorbente (Settle, 1997).

La extraccién por medio de fluidos supercriticos (SFE) es una técnica que se
considera poco agresiva con el medio ambiente ya que se utiliza CO,; como medio
de extraccion a comparaciéon de otras técnicas en las que se utilizan solventes
organicos, SFE ofrece una eficiencia de extraccion mejor o igual que otras técnicas
Los extractos obtenidos por medio de SFE son considerados limpios, dadas las
bajas concentraciones de compuestos que interfieran con el CO,. Esta
caracteristica permite la inyeccién directa de los extractos en sistemas de
cromatografia sin procedimientos previos de limpieza. Ademas, la posibilidad de
contaminacion, volatilizacién o degradacion de la muestra es minima (Wang y col.,
2003).

11.5.1.6 Extraccion asistida por Microondas

La muestra se coloca en un recipiente abierto o cerrado y se somete a un
calentamiento por medio de energia de microondas, por un periodo controlado de

tiempo, causando [a extraccién del analito (Settle, 1997).
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Para la extraccién asistida por microondas, el solvente es elegido de acuerdo a la
matriz que se desee tratar. El diclorometano es recomendable para el andlisis de
HAPs en pegamento, mientras que en otros estudios, el utilizar acetona brinda
mejores resultados que las mezclas de hexano:acetona para la extracciéon de
suelos contaminados y para sedimentos acuosos se obtienen mejores resultados

utilizando un medio micelar como la N-metil-2-pirrolidona (Flotron y col., 2003).

11.5.1.7 Extraccién por solventes a presion

La muestra se coloca en un contenedor sellado y calentado a una temperatura
superior al punto de ebullicion del solvente, causando un incremento en la presion
al interior del contenedor; la muestra extraida es automaticamente removida y
transferida a un vial para un tratamiento exhaustivo, es decir a presiones muy altas
y tiempos prolongados (Settle, 1997).

Es una técnica en la que se requieren volimenes muy pequefios de solventes y las
extracciones se realizan en condiciones de 50 °C hasta 200 °C, con el fin de
incrementar la velocidad de extraccién y presiones de 5 a 200 atmésferas son

utilizadas para mantener en estado liquido el solvente (Sanz y col., 2006).

11.5.2 Métodos de separacion

11.5.2.1 Cromatografia de liquidos de alta eficiencia

La Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) es una técnica de separacion, analisis y purificacién de
muestras ampliamente aceptada en diferentes areas de investigacién como la
farmacéutica, medio ambiente, biotecnologia, asi como también en la industria
alimenticia.

La cromatografia es una técnica en ia cual los analitos son separados por un
diferencial en sus velocidades de elusién cuando se hacen pasar a través de una

columna cromatografica. La separacién que se lleva a cabo en la columna se
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encuentra gobernada por la distribucién de los analitos entre la fase mévil y una
fase estacionaria. Para obtener una adecuada separacion en una muestra en
particular se requiere tener una combinacién de varios factores de operacién, como
el tipo de columna utilizada, el diametro, la longitud, la fase mévil, el flujo de la fase
movil, la temperatura y la cantidad de muestra inyectada.

El instrumento utilizado en HPLC consta de los siguientes componentes:
Contenedores para la fase movil, sistema para impulsar la fase movil, inyector,
columna, detector, contenedor de desechos, tuberia, computadora y un recolector
de los datos.

Algunas de las limitaciones que tiene esta técnica pueden referirse a la poca
resolucidon en mezclas complejas y solo se puede realizar un analisis a la vez, los
tiempos de andlisis pueden ser muy grandes y actualmente aunque ya se
encuentra este sistema acoplado con la espectrometria de masas aun no es

ampliamente utilizado por su costo (Settle, 1997).

11.5.3 Métodos de deteccidén

Es una necesidad constante la de mejorar los métodos analiticos existentes para la
determinacion de HAPs, pero no solamente limitandose a acortar el tiempo
requerido para el analisis o disminuir el costo de estos; sino también enfocarse a
obtener una mejor selectividad, limites de deteccién mas bajos y construir equipos
capaces de realizar las mediciones dentro del campo de investigacion (Yoon y col.,
2005).

Su cuantificacién nos permite comprender su comportamiento en nuestro medio

ambiente, asi como, el nivel de contaminacioén de un determinado lugar y su posible

remediacion (Sanz y col., 2006).
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11.5.3.1 Espectroscopia laser

En la espectroscopia laser de masas, no se requiere una preparacion de la muestra
y ofrece ventajas significativas, debido a su alta sensibilidad, puede ser utilizada
para diversos tipos de analisis en matrices complejas como rocas, sedimentos,

aerosoles o materiales provenientes del espacio exterior.

Su principal desventaja, es que hasta el momento los analisis cuantitativos no son
posibles, solamente se obtiene una abundancia relativa de los diferentes HAPs
(Kalberer y col., 2002).

11.6.3.2 Espectroscopia de fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia, es considerada la de mas alta sensibilidad,
evita el alto consumo de reactivos y es adaptable en las mediciones de campo, es
una técnica analitica de alto alcance para el analisis de HAPs en muestras
ambientales. Aunque la selectividad de la espectroscopia de fluorescencia esta
basada en el hecho que relativamente algunos compuestos muestran fluorescencia
intrinseca, y la intensidad de emision depende de dos variables, relacionadas con la
longitud de onda de emisi6n y excitacién, el amplio campo de aplicaciéon de las
técnicas de fluorescencia se ve limitada de igual forma por la falta de selectividad

en este tipo de espectroscopia (Yoon y col., 2005).

11.56.3.3 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) no es una espectroscopia de absorciébn como
infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear (RMN) y ultravioleta visible (UV). Es el
registro de los fragmentos que se obtienen de una molécula al ser bombardeada

con un haz de electrones.

Los principios basicos de la MS se deben a Wien, quien en 1898 demostré que ios
iones positivos pueden ser desviados por campos eléctricos y magnéticos. En 1912
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J.J. Thomson registré los primeros espectros de moléculas sencillas. En 1918
Demster y Aston crearon los primeros aparatos. En 1950-1958 Beynon, Bieman, y
Mc Lafferty demostraron Ia relacién entre grupos funcionales y las sefiales

derivadas de fragmentacién. La alta resolucién y procesamiento de datos mediante

computadoras, permitié6 aumento de la sensibilidad y alto poder de resolucion.

Algunas de las aplicaciones son la determinacion rapida de pesos moleculares
exactos con minimas cantidades de producto, recaudar informacién sobre la
estructura a partir de los fragmentos encontrados. Industrialmente la espectrometria
de masas de alta resolucion (HRMS, High resolution mass spectroscopy) es el
método idoneo para la deteccion de impurezas, contaminantes y fraudes
(Sepulveda, 2007).

i1.6 Normativa

I1.6.1 Legislacion nacional

De acuerdo a la norma oficial mexicana NOM-138-SEMARNAT/SS-2003, se
disponen los siguientes limites para los HAPs en diferentes tipos de suelos (Ver
Cuadro 1), el 20 de agosto de 2002 se publicé en el Diario Oficial de la Federacion,
la Norma Oficial Mexicana de Emergencia: Limites maximos permisibles de
contaminacién en suelos por hidrocarburos, caracterizacion del sitio y

procedimientos para la remediacion (NOM-138, 2005).
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Cuadro 1. Limites maximos permisibles de HAPs en suelo.

Uso de suelo predominante

Hidrocarburos (mg/kg base seca)
especificos
Agricola Residencial Industrial
Benceno 6 6 15
Tolueno 40 40 100
Etilbenceno 10 10 25
Xilenos 40 40 100
Benzcfa]pireno 2 2 10
Dibenzo[a,h]Jantraceno 2 2 10
Benzo[a]antraceno 2 2 10
Benzo[bjFluoranteno 2 2 10
Benzo[k]Fluoranteno 8 8 80

11.6.2 Legislacion internacional

De acuerdo al método 8310 publicado por la Agencia de Proteccion del Medio
Ambiente de los Estados Unidos de América (Environmental Protection Agency,
EPA), el cual especifica el método para la cuantificacion de HAPs en aguas
residuales, sedimentos y suelos, se utiliza exclusivamente para la deteccion de los
compuestos reportados en el Cuadro 2 y establece los limites de cuantificacion

para cada compuesto en suelo (EPA, 1986).
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Cuadro 2. Estandares de HAPs y su limite de cuantificacién en suelo.

Limite de cuantificacion
Compuesto (mg/L)
Naftaleno 18
Floureno 2.1
Fenantreno 6.4
Antraceno 6.6
Fluoranteno 2.1
Pireno 2.7
Benzofa}Antraceno 0.13
Criseno 1.5
Benzo[b]Fluoranteno 0.18
Benzolk]Fluoranteno 0.17
Benzo[a]Pireno 0.23
Dibenzo(a,h)Antraceno 0.3
Benzo(g,h,i)Perileno 0.76

11.7 Disefio de experimentos

Los modelos de disefio de experimentos son modelos estadisticos clasicos cuyo
objetivo es averiguar si determinados factores influyen en la variable de interés y, si

existe influencia de algun factor, cuantificaria.

La metodologia de estos disefios se basa en la experimentacion. Es conocido que
si se repite un experimento, en condiciones indistinguibles, los resultados presentan
variabilidad, la cual puede ser grande o pequefia. Si la experimentacion se realiza

en un laboratorio donde la mayoria de las causas de variabilidad estan muy
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controladas, el error experimental serd pequefio. El objetivo del disefio de
experimentos es estudiar si utilizar un determinado tratamiento produce una mejora

en el proceso o0 no.

Los disefios factoriales estadisticos involucran la combinacién de dos o mas
factores, cada uno a distintos niveles, lo que conduce a distintos tratamientos. Los
factores son variables independientes de las cuales nos interesa medir su efecto
sobre una variable dependiente o respuesta; los niveles son las categorias en las
cuales se puede dividir un factor. El objetivo general de los disefios factoriales es
deteminar si existe efecto de los factores estudiados y también si existe interaccién

entre ellos (Barrera, 2003).

En resumen la metodologia del disefio de experimentos estudia cédmo variar las
condiciones habituales de la realizacién de un proceso empirico para aumentar la
probabilidad de detectar cambios significativos en la respuesta, de esta forma se
obtiene un mayor conocimiento del proceso de interés (Universidad Coruria, 2005).

Para la extraccién de los HAPs asistida por microondas y sonicacdn se evaluaron
diferentes factores, para cuantificar su influencia y significancia en la recuperacién

de estos compuestos.

11.8 Toma de decisiones

El proceso de andlisis jerarquico (AHP, Analysis Hierarchic Process) fue
desarrollado por Satty en 1980 como un proceso para elegir la decisibh mas
conveniente cuando existen miltiples criterios, ademas organiza y evalGa la
influencia de los criterios u objetivos seleccionados y su importancia relativa en las
alternativas de solucién, mediante el desarrollo de la jerarquizacién del problema,
identifica la importancia relativa de los factores, se obtienen mediciones del
desempeno relativo de cada elemento en la jerarquia y se convierten estas

medidas en mediciones globales de desempenfo. El AHP trata directamente con
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pares ordenados en base a prioridades de importancia, preferencia o probabilidad
de pares de elementos en funcién de un atributo o criterio coman representado en
la jerarquia de decision. Esta técnica se aplica en la prediccién de criterios
probables, ubicar recursos, apoyar decisiones en el disefio de un proceso,

seleccionar alternativas y en el analisis de costo-beneficio (Lecona, 2005).
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Ill. HIPOTESIS

La extraccion de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) en muestras de

suelo por medio de ondas ultrasénicas y microondas es mas eficiente que por

Soxhlet.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 General

Evaluar diferentes técnicas de extraccion para Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (HAPs) en muestras de suelo.

V.2 Especificos

e Establecer los parametros cromatograficos de HPLC para el andlisis de
HAPs.

e Evaluar el limite de deteccion y cuantificacion del instrumento (HPLC)

e Evaluar la factibilidad de cada técnica en funcién del tiempo de preparacion
de la muestra, el porcentaje de recobro de cada compuesto, la inversion

econdmica.
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V. METODOLOGIA

V.1 Materiales

- Equipo HPLC Agilent 1100.

- Columna Zorbax Eclipse AAA 150 x 4.6 mm.
- Matraces aforados 10 mL.

- Matraces aforados 5 mL.

- Matraces aforados 1 mL.

- Micropipeta 10 yL — 100 L.

- Micropipeta 100 uL — 1000 pL.

- Micropipeta 1 mL — 5 mL.

- Puntas para micropipeta.

- Balanza analitica Sartorius 5450.
- Viales para Head Space Agilent 7694E.
- Pipetas Pasteur.

- Equipo Soxhlet.

- Plato caliente.

- Recirculador.

- Equipo Rotap W. S. Tyler RX-29.
- Sonicador Branson 2510.

- Horno de microondas Mars5.

- Roto evaporador.

- Campana de extraccion.

- Filtros 0.25 pm.

- Espatula.

- Jeringas 3 mL.

- Matraces Erlenmeyer 25 mL.

- Estufa Rios HS-33

- Matraces bola de fondo plano.
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V.2 Reactivos

- Acetonitrilo grado HPLC (J.T. Baker)

- Agua destilada grado HPLC

- Acetona grado HPLC (J.T. Baker).

- Hexano grado HPLC (J.T. Baker).

- Cloruro de Metileno (J.T. Baker).

- Etanol (J.T. Baker).

- Naftaleno(C1¢Hs) Supelco.

- Floureno (C13H40) Chem Service.

- Fenantreno (CsH42) Chem Service.

- Antraceno (C4oH14) Supelico.

- Fluoranteno (C1sH10) Supelco.

- Pireno (C4oH16) Chem Service.

- Criseno (C1gH12) Supelco.

- Benzo(a)Antraceno (C1sH12) Supelco.

- Benzo(b)Fluoranteno (C20H42) Supelco.
- Benzo(k)Fluoranteno (C2oH12) Supelco.
- Benzo(a)Pireno (CxoH12) Supelco.

- Dibenzo(a,h)Antraceno(C22H14) Supelco.
- Benzo(g,h,i)Perileno. (C2;H12) Supelco.

V.3 Métodos

V.3.1 Equipo HPLC

El equipo que se utiliz6 para realizar los analisis es un cromatoégrafo de liquidos de
alta eficiencia modelo Agilent 1100, equipado con un degasificador G1322A, una

bomba cuaternaria G1311A, inyector automatico G1328B, detector de arreglo de
diodos (DAD) G1315B y un detector de fluorescencia (FLD) G1313A.
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V.3.1.1 Preparacién de las soluciones madre de HAPs

Las soluciones madre de los estandares se prepararon en matraces aforados de 10
mL, en los cuales se pesaron las cantidades establecidas en el Cuadro 3 para cada
estandar y se aforaron con acetonitrilo grado HPLC, guardandolas en viales,
protegiéndolas con una tapa de teflon y manteniéndolas en refrigeracion. El
Cuadro 3 muestra la cantidad pesada de cada HAP y la concentracién de cada

solucién en ug/mL.

Cuadro 3. Preparacién de las soluciones madres para la calibracién del HPLC.

Concentracién

Compuesto Peso (mg) (ng/mL)
Naftaleno 4.4 440
Floureno 6.0 600
Fenantreno 2.1 210
Antraceno 22 220
Fluoranteno 2.2 220
Pireno 3.8 380
Benzo[a]Antraceno 14 140
Criseno 2.1 210
Benzo[b]Fluoranteno 13 130
Benzo[k]Fluoranteno 1.5 150
Benzo[a]Pireno 1.3 130
Dibenzo(a,h)Antraceno 2.6 260

Benzo(g,h,i)Perileno 0.3 30
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V.3.1.2 Determinacion del tiempo de retencién de los HAPs

A partir de cada solucién madre de los HAPs, se tomé con la micropipeta 100 uL de
la solucién y se coloco en un matraz aforado de 1 mL, se aforé con acetonitrilo y se
almacené en un vial ambar de 2 mL, cada dilucién se inyecté en el HPLC y se

determiné el tiempo de retencién individual de cada HAPs.

V.3.1.3 Condiciones del HPLC

Existen diversos factores que afectan la calidad de los resultados, por lo tanto para
optimizar el método que fue utilizado durante el analisis de los HAPs en el HPLC
fueron modificadas condiciones tales como el gradiente de elucion, la temperatura a
la cual se realiz6 la separacion de los compuestos, el volumen de inyeccién y el
flujo de solventes hasta determinar las condiciones optimas para llevar a cabo el
analisis de los HAPs. En el Cuadro 4 se citan las longitudes de onda en las que
cada compuesto es excitado y detectado durante su analisis en el HPLC mediante

deteccion de flourescencia.
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Cuadro 4. Longitudes de onda para la excitacién Yy emisién de HAPs en e detector

de fluorescencia (FLD).

[ Compuesto Excitacién (nm) Emisién (nm) ‘l
Naftaleno 280 330
Floureno 280 330

Fenantreno 246 370
Antraceno 250 406
Fluoranteno 280 450
Pireno 270 390
Benzo[a]Antraceno 265 380
Criseno 265 380
Benzo[b]Fluoranteno 290 430
Benzo[k]Fluoranteno 290 430
Benzo[a]Pireno 290 430
Dibenzo(a,h)Antraceno 290 430
Benzo(g,h,i)Perileno 290 430

V.3.1.4 Determinacién del limite de deteccion dei equipo

Al determinar los tiempos de retencién de cada HAPs, se inyectaron diluciones de

mezclas de HAPs y se determiné el iimite de deteccion para cada compuesto, es

decir conocer la minima cantidad detectable por el equipo realizando un analisis

estadistico de residuales, al mismo tiempo se obtuvo una curva de calibracién para

cada compuesto dado que se conocera la respuesta del equipo a cada HAPs a

distintos niveles de concentracién. En el Cuadro 5 se presenta un resumen de ias

diferentes concentraciones usadas para la elaboracién de la curva de calibracion.
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Cuadro 5. Concentraciones para la construccion de la curva de calibracion.

Compuesto Concentracion (ng/mL)
Naftaleno 5.5 11.0 17.3 27.5 38.8
Floureno 5.8 11.5 18.1 28.8 40.3
Fenantreno 5.3 10.5 16.5 26.3 36.8
Antraceno 5.5 11.0 17.3 27.5 38.5
Fluoranteno 5.5 11.0 17.3 27.5 38.5
Pireno 8.5 19.0 29.9 47.5 66.5
Benzo[a]Antraceno 5.3 10.5 20.0 42.0 52.5
Criseno 3.5 7.0 11.0 17.5 24.5
Benzolb]Fluoranteno 3.3 6.5 124 26.0 32.5
Benzo[k]Fluoranteno 3.8 7.5 14.3 30.0 37.5
Benzo[a]Pireno 6.5 13.0 24.8 52.0 65.0
Dibenzo(a,h)Antraceno 6.5 13.0 24.8 52.0 65.0
Benzo(g,h,i)Perileno 7.5 15.0 28.6 60.0 75.0

Para obtener las concentraciones reportadas en el cuadro anterior se hicieron las
respectivas mezclas y diluciones, a partir de las soluciones madre citadas en el

Cuadro 3. Todas las mezclas se inyectaron por triplicado.

V.3.2 Preparacion del suelo de referencia

El suelo fue tomado de las instalaciones de la facultad de Quimica en la
Universidad Autonoma de Querétaro.

Para el tratamiento del suelo, en primera instancia se realizé un tamizado en un
equipo Rotap, se seleccionaron y mezclaron las particulas de suelo que se
encontraron en las mallas 20, 30, 40, 50, 70 y 100.

Debido a la alta incidencia de los HAPs en el medio ambiente, se realizé una

extraccion a la muestra homogeneizada por medio de sonicacién utilizando una
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V.3.2.1 Fortificacion de| suelo

La fortificacion dej Suelo con los HAPs, se realizé por triplicado con 20 gramos de
suelo y con una solucién que contenia una mezcla de todos los HAPs de interés a
concentraciones conocidas y diferentes voltimenes de solvente (10, 25 y 50 mL de
acetonitrilo). Dicha mezcla Se agrego al suelo contenido en un matraz Erlenmeyer,
se colocod en una Campana de extraccion durante 1 6 horas manteniendo una
agitacion constante para evaporar todo el solvente.

extraccion Soxhlet de cada muestra de suelo y se analizo por HPLC, todo esto con
el fin de verificar que la muestra fuera homogénea.

V.3.3 Extracciones

V.3.3.1 Extraccién Soxhlet

Se pesé en un cartucho de extraccién aproximadamente 1 g de la muestra
fortificada, se montg el equipo de extraccion Soxhlet y se utilizaron 100 mL de una
mezcla acetona:hexano (1:1), este proceso de extraccion se realizo por 8 horas. Al
concluir el tiempo se dejoé enfriar la mezcla se evapor6 en un rotavapor hasta
obtener un volumen menor de 1 mL, el extracto se filtr6 con membranas de
polipropileno para eliminar toda particula que pueda dafiar el instrumento y
posteriormente se procedi6 a su analisis en el HPLC.
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V.3.3.2 Extraccién por microondas

En la extraccién por microondas se utilizé 1 g de muestra y con un disefio
experimental 2¢ se propusieron tres factores como los méas importantes durante el
proceso de extraccion: la temperatura (X;), el volumen de solvente (X,) y el tiempo
de extraccion (Xs), y de cada uno de ellos se utilizaron dos niveles, identificados
con los valores -1 para el nivel inferior y +1 para el nivel superior, el cual nos sirve
para ver la variabilidad de nuestro proceso. En el Cuadro 6 se especifican los
valores codificados para cada factor y su valor real. Al finalizar cada extraccién se
procedié a tratar la muestra como se especifica en V.2.3.1. Los valores se
establecieron a partir de notas de aplicacion para el microondas MARSX de CEM.

Cuadro 6. Valores codificados y reales de cada factor involucrado en el disefio

experimental.
|
Valor Codificado -1 +1
Temperatura (°C) 75 115
Volumen de .
Solvente (mL) 10 30
Tiempo de

Extraccion (min) 10 30

El disefio experimental aleatorizado fue generado con el software JMP 5.0.1, a
continuaciéon en el Cuadro 7 se presenta el disefio experimental utilizado para la

optimizacién del método de extraccion por microondas.



Cuadro 7. Disefio experimental aleatorizado generado con el software JMP 5.0.1.

X Xz Xs
1 1 1
1 1 K
K 1 1
A 1 1
A A A
1 1 1
1 1 1
1 1 1

V.3.3.3 Extraccion por sonicacion

En la extraccién por sonicacion se utilizé 1 g de muestra colocando en un vial de
head space y utilizando un disefio experimental 2% se propusieron dos factores
como los mas importantes durante el proceso de extraccién: el volumen de solvente
(X4) y el tiempo de extracciéon (Xz), y de cada uno de ellos se utilizaron 3 niveles,
identificados con los valores -1 para el nivel inferior y +1 para el nivel superior, el
cual nos sirve para analizar la variabilidad del proceso. En el Cuadro 8 se
especifican los valores codificados para cada factor y su valor real. Al finalizar cada
extraccion se procedié a tratar la muestra como se especifica en V.2.3.1. Los

valores se establecieron a partir de los procedimientos reportados en Miége, 2003.
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Cuadro 8. Valores codificados y reales de cada factor involucrado en el disefio

experimental.
Valor Codificado -1 +1
Volumen de
Solvente (mL) 10 20
Tiempo de
Extraccion (min.) 30 60

El disefio experimental aleatorizado fue generado con el software JMP 5.0.1, a
continuacién en el Cuadro 9 se presenta el disefio experimental utilizado para la

optimizacion del método de extraccién por sonicacion.

Cuadro 9. Disefio experimental aleatorizado generado con el software JMP 5.0.1.

X1 X2
-1 1
1 -1
-1 -1
1 1

V.4 Analisis de resultados

Los resultados obtenidos a partir del analisis en el HPLC fueron analizados para
cada extraccion y se calculé la cantidad de analito que se recobré para cada uno de
los compuestos presentes en la mezcla, los métodos de extraccién fueron
optimizados y posteriormente se hizo una comparacion final entre los tres métodos
y se realizé un proceso de analisis jerarquico en funcién del costo, tiempo de
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