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RESUMEN

Los efluentes residuales provenientes de las industrias petroleras y petroquimicas det pais
han contribuido en gran medida a la contaminacién de la biosfera. El objetivo de este
trabajo se encuemra encaminado a la determinacion v cuantificaciéon de nueve
hidrocarburos aromdticos policiclicos (polycyclic aromatic hydrocarbons. PAH, en inglés)
como naftaleno. acenafteno. fluoreno. fluoranteno, fenantreno. pireno, criseno,
berzo(ajantraceno vy dibenzo(a. hjantraceno en una muesira de sucio contaminado
proveniente del pantano de Santa Alejandrina en Minatitlar. Veracruz, México, va que los
estudios toxicelégicos de estos compuestos han revelado que pueden ser fuertes mutdgenos
y carcindgenos. En este estudio se empled espectroscopia de flucrescencia con la variante
de sincronos de excmacion para caraclerizar a estos comntaminantes poliaromaticos.
apoyados en técnicas espectroscopicas y cromatograficas para su verificacién. Antes de
proceder a la extraccidn, tanto del suelo testigo como del contarumado fueron
caracterzados mediante un analisis edafolégico y cuantificados de manera general corno
hidrocarburos totaies de petroleo (total petroleum hydrocarbons. TPH. en inglés) para
determmar la forma de separacidn de los compuestos a analizar. Los resuitados
preliminares indican que el suelo contaminado y testigo contienen 30,809 y 30 ppm,
respectivamente. de hidrocarburos totales de petroieo. Los HAP fueron extraidos en equipo
soxhlet durante 24 h. empleando una mezcia de disolventes hexano:diclorometano (1:1) ¥
concentrados en rotavapor. Fl aislamiento de los compuestos se realizd en colurmnas de
separacion cromatografica empleando disolventes de diferente polaridad. para ser
analizados por metodologias establecidas por la Agencia de Proteccion Ambiental de los
EEUUA {(Environmental Protection Agency, EPA, en inglés) v los expertos en
contaminacién del Programa de las Naciones Unidas para ¢l Ambiente (United Nations
Environment Programme UNEP, en inglés). La elucion de las fracciones fue evaluada por
espectroscopia infrarroja, fos hidrocarburos aromaticos fueron cuantificados empleando
espectroscopia de fluorescencia y la confirmacién de los compuestos obtenidos mediante la
téenica de sincronos de excitacion se Hevo a cabo empleando cromatografia de gases con
un detector de masas. Los resultados experimentales demuestran que el uso de hexano
(100%} resulté el menos eficiente para la recuperacion de los contaminantes aromdticos,
mientras que la fraccion obtenida con la mezcla de diso jventes (hexano:diciorometane 1:1),
fue la que favorecio la extraccion de los mismos al analizarse las fracciones por las técnicas
mencionadas. La cuantificacion de la fraccidn aromatica llevada a cabo empleando
espectroscopia de fluorescencia demostrd que pricticamente la cuarta parte de los 30,809
ppm son hidrocarburos aromaticos vy alquilbencenos. Con la técnica de sincromos de
excitacion establecida para 5 estandares (naftaleno, fluoreno, fenantreno, criseno v dibenzo
(a.h) antraceno) fue posible la identificacion de tres de ellos (fepantreno, benzo(a)pirenc y
dibenzofa hyantraceno). Quedé confirmada la presencia de estos tres compuestos por
cromatografia de gases-espectrometria de masas. Se encontrd una concentracién de pireno
(5.26 ppm) y de dibenzo (a, h) antraceno (2.84 ppm) relativamente alta. Los resuitados
anteriores demuestran que la muestra de suelo en estudio no contiene exclusivamente a fa
mezcla de HAP analizados, sinc una amplia variedad de compuestos aromaticos productos
del constante vertido de residuos de las empresas aledafias al area.




ABSTRACT

Effluents from petroleum and perrochemical industries in Mexico senouslv contribite to
the biosphere environmental pollution. The otjective of the presen: research is to anaiyze
and quamtify nine polycvclic aromatic hydrocarbons, PAH. likes naphthalene,
acenaphthene, fluorene, fluoranthene. phenanthrene, pyrene, benzo(a)pyrene, chrysene, and
dibenzo(a, h)anthracene in samples of contaminated soil. The samples were zken from the
Santa Alejandrina swamps in Minatitldn, Veracruz, Mexico. The reason to study those
compounds is that toxicological studies have revealed that the presence of these PAH cause
mutagenic and carcinogenic damages. This study employs fluorescence techniques
(synchronous luminescence spectrometry) for characterizing these polyaromatic pollutants,
followed by spectroscopy and chromatographic techniques for corroborating them. Non
contaminated soil fom a neighboring area was used as a blank. Both samples were
characterized bv edaphological methods. A general extraction was carried out to quantify
total petroieum hydrocarbons (TPH), and to determine the best separation techniques for
the analysis of the specific compounds in study. Preliminary results indicate that
comntaminated and test soils contain 30.809 and 30 ppm. respectively. The polluted chemical
compounds were separated from the mixture by a columa separation method using mixtures
of hexane:dichloromethane with different polarities. They were analyzed following the
techniques proposed by the Environment Protection Agency (EPA. USA) and the United
Nations Environmental Programme (UNEP). Fractions elutions were evaluated using
infrared spectroscopy. Aromatic hydrocarbons were quantified using fluorescence
spectroscopy. The corroboration of the compounds extracted using the synchronous
excitation techriove was done by gas chromatography and 2 mass sprectrometry detector.
Experimental resuits demonstrated that hexane (100%) was not as efficiemt for extracting
the aromatic chemical pollutants as the mixture of hexane:dichloromethane (1:1). The
quantification of the aromatic fraction, carried out by fluorescence demonstrated that
almost one fourth of the 30,809 ppm were aromatic hydrocarbons and alkilbenzenes. The
use of the synchronous excitation technique established for five standards (naphtalene,
fluorene, phenantiirene, crysene, and dibenzo(a,h)antracene), three of them were identified
(phenantrene, benzo(a)pyrene and dibenzo{a,h)antracene). These three compounds presenis
was confirmed by gas chromatography-mass spectrometry. Relatively high pyrene (3.26
ppm) and dibenzo(a, hlanthracene (2.84 ppm) concentrations were found. These results
demonstrate that the studied soil samples do not only contain the analyzed PAH but a wide
variety of aromatic compounds spilled during the constant release of residues from the
neighboring industries located in the area.



CAPITULO L. PROBLEMATICA
1.1 El suelp como componente def ambiente

Se considera al suelo como el tercer componente mas importante del ambienfe. su
formacién se centra en una mezcla de solidos orgdnicos e inorgdnicos. aire, agua Y
microorganismos que, en Su comjunto, interactan con el resto de los componentes
atmosféricos y contaminantes de una manera dindrmica (Bohn v McNeal, 1993; Odum,
1993). Debido a su complejidad, cs dificil caracterizar » cuantificar a todos los
componentes qué se encuentran inmiscuidos en €1, por lo que es indispensable seguir
técnicas apropladas en su determinacién. caracterizacién v cuantificacion (Jacksen v
Lesage. 1976: Bohn v McNeal 1993). La fraccidn mineral de los suelos procede de la
transformacidn de la roca madre. que sufre un doble proceso: 1} La desagregacion fisica v
mecanica. sin modificacién quimica de fos minerales y 2) La alteracidn guimica. que
provoca una transformacidn de los minerales primarios. dando lugar a minerales
secundarios (principalmente arcillas) que, en conjunto, consiituyen el complejo de
alteracion. Los restos vegetales de cualquier paturaleza que caen al suclo constituyen la
fuente principal de la materia orgdnica conocida como “hojarasca”, la cual sufre una
transformacion  biolégica lamada humificacién, dando lugar al fwmus. constituido
principaimente por un conjunto de compuestos organicos coloidales de color obscuro gue.
en general procede de neoformaciones microbianas y contraen enlaces con los elementos
minerales del suelo (arcillas. FeOH; y AIOH;). Los microorganismos representan del 1 al
2% de la materia orgamica de los suelos y su papel es determinante para la descomposicion
de los constituyentes vegetales v su transformacion (Duchaufour y Soucheier, 1984).

1.2 Problematica

El empleo de sueios como depdsitos de desechos industriales v municipales es una practica
grave que se tiene que abatir, Bl empleo de técnicas analitices encaminadas hacia ia
deteccion v cuantificacién de contaminantes en suelo, ha constitwido un reto cientifico
encaminado hacia la solucién répida y confiable de los problemas derivados de los
derrames “accidentales” sobre esta matriz ambiental. En este estudio se pretende identificar
a nueve de los hidrocarburos aromdticos policiclicos, HAP, establecidos por la Agencia de
Proteccién Ambiental de los EEUUA (EPA, en inglés) como los principales compuestos
carcinbgenos v muthgenos en el ambiente, empleando para ello espectroscopia de
fluorescencia con ia variante de sincromos de exciiacion (Synchronous excitation
spectroscopy, en inglés) debido a la gran selectividad con que cuenta al emplearse en
mezclas complejas (sin la necesidad de recurrir a métodos de separacidn y purificacion
selectivos como ocurtirfa al tener al equipo de fluorescencia acoplado a un cromatografo de
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gases), & la rapidez en la obtencidn de datos v 2 ia aita sensibilidad del equipo de observar
{razas hasta en partes por billon (ppb). Anies de emplear esta metodologia analitica. se
identifican los grupos fimcionales de las fracciones cromatograficas (previa elucion en las
columnas cromatograficas) mediante espectroscopia IR, para que posteriormente sc
cuantifiquen los compuestos por cromatografia de geses v su acoplamienio a masas. Las
muesiras de suelos (testige y contaminado) provenientes del pantano de Santa Alejandrina.
ubicado en Minatitlan, Ver., fue muestreada al azar en el mes de mavo de 1999 y donada al
Programa de Ingenieria Quimica Ambiental v Quimica Ambiental (PIQAYQA) de la
Facultad de Quimica de la UNAM para reglizar los andlisis pertinentes, ya que uno de los
problemas con que cuenta el pantano es que debido a la instalacién de la refineria de
Minatitlan, “Lézaro Cardenas”, a principios de siglo. ocasioné que se empleara una vasta
extension del pantano como depdsito de desechos v pese a que en lz década pasada se
iniciaron obras de restauracidn, la ecofisiologia del fugar se ha visto seriamente dafiada. Por
ello, en este estudio, una vez que se haya cuantificado el grado de contarninacion iniciai en
este suelo, se procederd a caracterizar los compuestos de interés por Ia téenica de sincronos
de excitacién y finalmente verificar v cuantificar Ia presencia o ausencia de HAP por medio
de técnicas analiticas establecidas por la agencia de proteccién ambiental de los EEUUA
{Eavironmental Protection Agency. EPA, en inglés) v los experios en contaminacion del
Programa de las Naciones Unidas para el Ambiente (United Nations Environment Programme,
UNEP en inglés), sirviendo de plataforma hacia owos estudics encaminades a la
descontaminacidn y recuperacion del suelo (IMP, PEMEX. IMTA. 1997).

1.3 El petrdleo y sus derivados

Entre Ios principales pafses productores de petroleo. México en 1997 ocupé el 8° lugar en el
arnbito mundial, con la produccion de 3,022.0 barriles diarios de crudo. Lo anterior generd
$7,946.00 miilones de pesos netos. colocandose como el principal producto generador de
divisas para e pais (PFEMEX, 1998). En la actualidad, Petroleos Mexicanos (PEMEX)
cuenta con 6 refinerias de crudo. 61 plantas petrogquimicas, 10 complejos petroquimicos ¥
10 centros procesadores de gas. Todas las instalaciones obtienen diversos productos a partir
del petréleo crudo y de liquidos del gas natural En la Tabla | se observan las principales
refinerias del pais, asi como los principales productos de su actividad industrial. El
petrdleo y sus derivados son considerados como Ia prineipal fuente generadora de energia
para las actividades industriales de todos los paises. Su composicidn se basa en una mezcla
de hidrocarburos que se encuentran en fase solida. ifquida y gaseosa y, en pequefias
cantidades, de elementos que no son hidrocarhuros como oxigeno, azuffe, nitrogeno,
vanadio, niquel ¥ cromo que se encuentran en el subsuelo, inmersos en los yacimientos de
hidrocarburos (Gary, 1984). Dependiendo de su densidad es clasificado en México como
dos tipos de crudo: El lgero v el pesado, considerdndose pesado cuando poses una

v
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densidad APT (la cual es un pardmetro internacional del Instinito Americano del Petroleo,
gue diferencia las calidades del crudo) igual o inferior 2 27 grados, v ligero cuando su
densidad AP es superior 2 los 27 grades. Para exporiarlo son preparadas tres variedades de
crudo: 1) Istmo. perrdleo ligero con densidzd API de 33.6 grados y con 1.3 % de azufte. 2)
Maya, petrdleo pesado y con densidad APT de 22 grados y 3.3 % de azufie y 3) Glmeca,
petréleo figero con una densidad de 39.3 zmados APT y 0.8 % de azufte en peso (Gary ¥
Handwork, 1984).

1.3.1 Clasificacion de los hidrocarburos
Se llaman hidrocarburos a los compusstes orgénicos que contienen inicamente carbong €

hidrégeno v dependiendo de la cantidad e carbono y de su conformacion espacial son
clasificados como se observa en el Esquemz 1.

Satrecos — " Alcanos

Abfaticos —
" [nsaneo08 : Ajquenos

Alquinos
Hidrocarburos Aliciclicos Cicloe canos
Cicloe quenos

Benzzro
L Aromaticos —————— Polimcicares
) .
Bifer os

Esquema 1. Clasificacign de los bidrocarbares (Albert. 1990)

Tabla 1. Principales refineriss dei pais (PEVIEX, 1982, 1983, 1986, 1990}

| Refineria Ubicacion Principales productos generados
| Caderevta Nuevo Leon Gasolina, -urbosina, kerosina. diesel,
gasdieo
Madero Tampico. Tamaulivas Aceites  crudos.  gaschna. diesed,

combustéleo, erasas, etilbenceno. estireno,
alguil-benceno, ete.

Lézaro Céardenas del|Minatitidn, Veracruz Gas licuado. gasolinas, querosina, diesel,

Rio lubricantes. disoiventes v aromaticos

Salamanca Salamanca. Guanajuato | NaRas, gasolinas de alto  octanaje,
lubricantes, amoniaco, alcohol isopropilico

Saling Cruz Salina Cruz, Oaxaca Gasolina, turbosing, kerosina, diesel,
gasoleo, plantas de destilacion de petréleo
¥ naftas

Tula Tula de Allende, Hidalgo |Gases licusdos del petrolec, gasolinas

turbosing, dafano, diesel, combustdleo,
aziifre, hexano, eic
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Hidrocarburos alifdticos.- Comprenden a los compuesios samrados v no saturados. Los
primeros son llamados comtinmente parafinas o alcanos y su formula general es: CuHageo
Commo ejemplos de estos compuestos se tienen al propano. butano, hexano y pentano, Los
compuestos no saturados se clasifican en aiquenos v alquinos dependiendo si contienen
dobles o triples ligaduras en ia cadena. Cada uno de estos a su vez es subdividido en
diversas series homdlogas, dependiendo del nimero de dobles o triples ligaduras entre los
carbonos.

Alguenos.- Son compuestos que presentan una o varias dobles ligaduras. A estos
compuestos se les conoce como olefinas y presentan una doble ligadura, su frmula es
C.Hz, Generalmente, las olefinas como el etllene. i-buteno, 3-propeno son indeseables en
los productos acabados de la refinacion del crudo debido 2 que las dobles ligaduras son
reaciivas v los compuestos tienden a oxidarse y polimerizarse mds ficilmente.

Alquinos.- Se les conoce como acetifenos, y son hidrecarbures que pueden presemtar uno o
varios triples enlaces. Coando presentan una triple ligadura su fdrmula general es CHopo.
Cuando poseen mas de una triple ligadura, son lamados diacetilenos y tracetilenos. Como
ejemplos se pueden mencionar al acetileno, al 2-butino v al etino.

Hidrocarburos  aliciclicos.- Sonm compuestos ciclicos alifaticos. Los compuestos
monociclicos se agrupan en series andlogas a las de los alcanos alifiticos. Andlogamente.
los compuestos monociclicos saturades se conrocen como cicloparafinas. cicloalcanos o
naftenos, siendo su formula general C,Hi, Entre estos compuestos se encuentran el
ciclopropano, ciclohexano, metilciclohexano. ete. La serie no saturada se conote como
ciclo-olefinas o ciclo-alquenos, siendo su formula general cuando presentan un solo doble
enlace CoHzqe Ejemplo de estos compuestos son el 1.3 ciclopentadieno y el ciclohexeno.

Hidrocarburos aromdticos.- Esta clase de compuestos contienen por lo menos una
estructura resonante de benceno, subdividiéndose esta clase en tres series: La primera es la
del benceno, que comprende a los derivados alifiticos ¥ aliciclicos, entre los que pueden
mencionarse al toluene v al estireno. La segunda serie es conocida como polifenilica y
comprende a los compuestos con dos o mas aniilos bencénicos en su molécula, come el
bifenilo v el trifenilo. La tercera serie se denomina como los compuestos arométicos
polinucieares o hidrocarburos aromaticos policiclicos, HAP (PAH, en inglés). Esios
COMPpUEstos posen en su estruchura dos o mds anillos fissionados de los cuales por lo menes
une es un anillo bencénico en su estructura, Algunos compuestos pertenecientes a este
grupo son el nafialeno, antraceno, benzantraceno v benzopireno {Gary y Handwork, 1984;
Morrison v Boyd, 1987; Albert, 1990).



1.3.2 Contaminacion por hidrocarburos aromadticos poiiciclicos

105 TIAP. son compuestos aromaticos de 2 a 7 anillos fusionados entre si que se encucntran
en la biosfera. Las concentraciones en gue s¢ han encontrado varian desde 1.0 ppm hasta
1000 ppm (Larson y Weber, 1994; Diaz y col, 1995). Estos compuestos son sintetizados a
partir de ia combustién incompleta de hidrocarburos saturados debido & las actividades
antropogénicas tales como “cracking” de polimeros organicos (celulosa. olefinas, acidos
grasos de cadenas largas y proteinas), incineracion comercial € industrial v el humo
generado por los automotores (Harrison y col, 1996; Carmichael y col., 1997). Alguncs
hidrocarburos que presentan pesos moleculares bajos como el metano. pueden actuar coma
precursores de estos compuestos a través de fenomenos como Ia pirosintesis a lemperamniras
que exceden los 300°C en donde las ligaduras entre carbono-hidrégeno y carbono-carbono
de los compuestos saturados son fracturadas induciendo a la formacién de radicales libres.
Estos radicales se desplazan en el ambiente deshidrogenandose y sufriendo reacciones de
rearregio. formando estructuras anulares aromiticas més resistentes a la degradacion
térmica. logrando una mayor estabilidad. La tendencia de formar hidrocarburos aromaticos
policiclicos por pirosintesis varia con el tipo de hidrocarburo. esio es en orden de prioridad:
Aromticos > cicloolefinas > olefinas > parafinas. Los HAP también se forman a partir de
alcanos de alto peso molecular presentes en aceites y plantas de combustién por medio de
pirdlisis o “cracking” de compuestos orgénicos. para posteriormente formar moléculas
inestables de menor peso v radicales libres. que reaccionan er el ambiente formande los
HAP (Albert. 1990: Manahan, 1992). Una vez formados pueden trasladarse por la accién
del aire de sitios urbanos a rurales, o simplemente depositarse en ¢! suelo dopde son
fuertemente retenidos y lixiviados a los mantos fredticos. La capacidad de adsorcion de
estos contaminantes en el suelo se encuentra influenciada por uniones de tipo covalente con
la materiz orgénica. la composicién mineral, el contenido de humedad v la presencia de
disolventes (Lotfzbad—Karimi y col.,, 1996; Harrison y col., 1996).

1.3.3 Reacciones que presentan este tipo de compuestos

Las reacciones en las que intervienen los HAP son generalmente reacciones de oxidacion,
reducciér y fotdlisis. La oxidacion se lleva a cabo generando radicales hidroxilo para,
posteriormente. originar una conversion de estos a quinonas o fenoies v puedan reaccionar
con éxidos de nitrégeno produciendo los nitro-HAP menos dafiinos al metabolistno. Entre
los ejemplos de oxidacién y reduccion de estos compuestos se encuentran el antraceno ¥y €l
fenantreno gue son oxidados a sus respectivas 9,10-quinonas y son reducidos a los 8,10-
dihidrocompuestos. Las reacciones fotoquimicas Hevadas a cabo en la fotdlisis radican €n
la absorcién energética de radiacion electromagnética en la region UV por ios electrones
deslocalizados de los anillos bencénicos, para et ¢l momento de ceder esta energia a otras
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moléculas aceptoras como el oxigeno, gemerar su desestabilizacion. obteniéndoss
comnpuesios con una mavor reactividad en el ambiente (Larson ¥ Weber, 1994: Voon y
Hites. 1554},

1.3.4 Reacciobes bioquimicas invelucradas en 12 eliminacion de esios compuestos

Los compuesios organicos t6%icos. o sus precursores metablicos actian en el metabolismo
de diferentes maneras. va sea absorbiéndose. metabolizdndose. almacendndose en forma
temporal o simplemente distribuyéndose y excretandose a través de diferentes rutas, La
mayorfa de las sustancias quimicas, enrcontradas en el ambiente, son de cardcter
predominantemente lipofilico. lo cual coadyuva en una resistencia hacia su excrecidn, por
lo que antes de someterse a su eliminacion deben transformarse en moléculas mas
hidrofilicas y solubles. La reaccion inicial denominada Fase 1 dei metabolismo. actia
introduciendo oxigeno al compuesto xenobidtico como un primer paso  enwre 2
desintoxicacion v la eliminacién de la sustancia extrafia. La enzima principal responsabie
de esta fase es la citocromo P-4350s. aungue otros sisternas enzimiticos tales como el grupo
flavin-monoxigenasa. alcohol-deshidrogenasa y prostaglandina  sintetasa sirven
especificamente en ia desintoxicacién sobre clertos compuestos. La hidrofobicidad del
metaboiito puede entonces promover el aumento de las reacciones en ia Fase II. Durante la
Fase 1] varios enlaces entre ias membranas v enzimas citosélicas que incluyenala epdxido
hidrolasa. la glutation-s-transferasa. fa UDP-glucuronisiliransterasa. la acetiltransferasa v la
sulfotransferasa. atacan a las moléculas que ya han sido transformadas a moléculas con una
mayor polaridad en la Fase 1. El resuitado total de la combinacién entre las reacciones de Ta
Fase I y la Fase II, es la desintoxicacion y eliminacién de los compuestos xenobidticos del
cuerpo, sin embargo. s¢ ha observado que estas mismas rutas pueden acarrear la activacion
de compuestos quimicos con una mayer toxicidad y carcinogenicidad. convirtiéndolos & sus
formas electrofilicas, que pueden reaccionar irreversiblemente con proteinas y acidos
mucleicos (Goldstein v Faleito, 1993).

Reaqcciones involucradas en la Fase I- Las reacciones de a Fase I, se conocen como
sistema monoxigenasa. la cual presenta tres sistemas: Citocrome P-450: NADPH-
citocromo-P-450 reductasa y lipidos. La funcién de la molécula citocromo P-450 es la de
actuar en la oxidacion final dentro de este sistema, ademas de catafizar la ipsercion de un
stomo de oxigeno moiecular dentro del substrato para convertirlo en un cozmpuesto con una
mayor polaridad, mientras que el otro &tomo de oxigeno reacciona convirtiéndose en agua
Lo descrito con anterioridad es posible debido a fos compuestos que donan sus electrones
como lo som los compuestos NADH via NADPH-citocromo y P-450 reductasa. Inle
reaccion general de oxidacién de citocromo P-450, primero se da la interaccion de la forma
oxidada del hierro de P-450, con un substrato especifico, para gue después ocurra la

8




ransierencia de un eiectron del compueste NADPH por medio de una reductasa.
produciéndose el compleio (hierro-P-450). el cual liga oxigene molecular. Una vez que se
leva 2 cabo la oxidacién del citocromo ferroso, dste vuelve a su forma férrica v €l oxigeno
ligado queda dispomible en su forma active. Posteriormente. otro efectron es transferido de
ia forma NADPH via reduccidn. dando como resultado una oxidacion estereoespecifica del
substrato. dando una molécula de agua v la regeneracion de Ia forma férrica del citocromo
P-450 para que finalmente vuelva a introducirse en el ciclo catalitico comenzande la
reaccidn nuevamente. Dentro de las reacciones oxidativas que se llevan a cabo con la
ayuda del sistema monoxigenasa. se cuemta con las reacciones de hidroxilacién. Las
reacciones de hidroxilacion de grupos aromiticos como el benceno (Figura 1) son de
primordial importancia ya que estos compuestos. ademss de ser hidroxilados pueden ser
epoxidados, dando como resultado productos mas 16Xicos coTRO los benzopirenos que
pueden convertirse en sus respectivas formas epoxidadas. Estos productos indudabiemente.
tienen que pasar por las reacciones involucradas en la Fase If {Goldstein y Faletio. 19593).

—
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Figura t. Ejernplo de 1a hidroziladon de compuestos aromaticas {Goldstein v Faletto, 1993)
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Reacciones involucradas de la Fase I1- Los epoxidos son metabolitos reactivos generados

principlamente por el sistema citocromo P-450 de la Fase |, por lo que tienden a ser
eliminados con la ayuda de enzimas epoxide hidrolasas que evitan la formacién de los
misrnos. transformandolos en trans-1.2-dihidrodioles. que posen una menot reactividad ¥
tienden a conjugarse con offos compuestos como son el acido glucurénico. sulfatos v
gluration. para su excrecién final. Un ejemplo de esto. se puede observar en el mecanismo
de degradacion del benceno (Figura 2). Sin embargo. la actividad de la enzima epéxido
hidrolasa puede resuitar nuevamente perjudicial en la produccion de especies mds reactivas.
para lo cual existen enzimas involucradas en la eliminacion de clorures de vinilo. epoxidos,
derivados de herbicidas e insecticidas v. posiblemente. de los hidrocarburos aromaticos
policiclicos, siendo estas enzimas la epoxide hidrolasa microsomat y la epoxido hidrolasa
citosélica. Estas enzimas se han encontrado en el higado de mamiferos superiores y, gracias
a ellas. se pueden transformar los epéxidos nocivos en sustancias menos dafiinas ¥ con una
mayor metabolizacion. Cabe mencionar que estas enzimas 1o se encuenlran en Crganismos
inferiores v, por conmsiguiente, afectan el metabolismo de los mismos. Ctra enzima
importante involucrada en las reacciones de Iz Fase I, es la glutatién-s-transferasa, que



transtiere glutation (iripéptido y-ghitamiicisteinii glicing) a compuastos electrofilicos v que
también son generados en las reacciones de Ia fase 1. siendo el papel de esta enzima el de
“oroteger” al unirse covalenterente sobre sitios especificos de sustancias xenobidticas
removiendo reaciivos electrofilicos. La glucuronidacion es la mayor rta de desintoxicacidon
de la mayoria de las sustancias Xenobidticas. siendo la enzima involucrada en esta via la
UDD-Glucuronosiltransferasa. La cual emplea al cofactor dcido uridin difosfoglucurdnico
(UDPGA), para conjugar al &cidoe glucurdnico c¢on un gran namero de compuestos
reactivos. mmcluyendo bencenos. femoles, clorofenocles. dihidrodioles. quinonas, etc. La
adicién del dcido glucurénico hace a los compuestos mas hidrofilicos y, por ende. que

aumenta su excrecion por el cuerpo (Goldstein y Faletto, 1993).
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Figara 2. Conjonto de rutes metabdlicas de Ja fase [T de! metzbelismo del bencene (Goldstein, y ¥aletto, 1993}

Como se menciond al inicio. una vez planteada la problemsdtica que presentan los
hidrocarburos arométicos policiclicos, HAP (polycyclic aromatic hidrocarbons. PAH. en
inglés) en el ambiente v especificamente en el suelo del pantano de Santa Alejandrina en
Minatitlan, Ver., se recurrird al empleo de metodologias analiticas capaces de identificar y
cuantificar a nueve de los dieciséis HAP establecidos previamente por la Agencia de
Pproteccién Aambiental de los EEUUA (Environmental Protection Agency, EPA, en inglés)
como Jos principales compuestos carcindgencs y mutagenos en el ambiente. Para llevar a cabo
este propdsito se expondran a continuacidn fos objetivos particulares de la investigacién en el
marco de un objetivo general.




* Fstablecer las mejores condiciones de analisis de nueve hidrocarburos aromaéticos
policiclicos en una muestra de suelo, por medio de la técnica de sincronos de excitacion
apoyados en icpicas espectroscopicas v cromatograficas para su cvamificacién v
confirmacion.

1.4.2 Objetivos particulares

* Realizar un analisis fisicoquimico que permita conocer las caracteristicas de la

muesira  dada.

* Determinar el contenido de hidrocarburos totales de petréleo tanto en la muestra de

suelo contaminado como del testigo.

* Cuantificar el comenido de hidrocarburos aromaticos totales provenientes delos

suelos testigo v contaminado de Minatitidn, Ver.

* Determninar las  mejores  condiciones de  extraccidn v separacion de los

hidrocarbures aromaticos policiclicos a evaluar.

* Caracterizar de manera rapida y eficiente a los compuestos separados Dot cromatografia

en columna empleando espectroscopia infrarroja

* Encontrar las mejores condicione s para la obtencidn de fos sinerones de excitecion
tanto de los compuestos estindares como de las fracciones cromatogréficas en estudio.

# Cuantificar a los compuestos identificados por la técnica de sincromos de excitacion
mediante cromatografia de gases v cromatografia de gases- espectrometria de masas.
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CAPITULO I FUNDAMENTOS ANALITICOS
2.1 Técnicas principales pare medir contaminacién ez suelo

Debido a [a complejidad que presenta el analisis de un suelo. es necesaric tener un cuidado
especial sobre la composicidn. caracterizacion y cuantificacion del mismo. para obtener
resultados confiables (Jackson v Lesage, 1976; Tapia y Rosas, 1991). Cuando se trabaja
con suelos contaminados con hidrocarburos, el proceso de extraccidn a segur es
determinante en reiacidn a las caracteristicas del suelo {coumtenido de humedad. textura.
tiempo de contaminacion de la muestra, etc) (Dwijen y Murray. 1997). Ex un experimento
realizado por Yeung v col. (1994) se determinaron varias variables (métedo de extraccion,
porcentaje de humedad. tiempo de extraccion ¥ de agitacién de la muestra) encaminadas a
aurnernzar la recuperacion de crudo en dos tipos de suelos. legando a lz conclusién de que
el comtenido de humedad en las muestras es determiname en los porcentzjes de
recuperacién, ya que como comentan. el agua puede causar emulsiones de acelte en agua lo
cual repercute en bajos readimientos. Los métodos de extraccién empieados por ellos,
fireron el de Dean v Stark v el soxhlet. obteniéndose en el primero una eficiencia mayor en
muestTas con contenidos de humedad mayores al 30%; sin embargo. 2l emplear el método
soxhlet con muestras con porcentajes menores al 30%. la recuperacion aumentd al 96%.
También se obtuvieron mejores rendimientos al aumentarse el tiempo de extraccion v de
agitacién en ambos meétodos de extraccion. siendo nuevamente determinante el comtenido
de humedad de ia muestra. En cuanto al secado por aire o estufa se observé unz mejora en
la recuperacion, pero con el inconveniente de pérdidas de compuestos volatiles. Finalmente,
no hubo diferencias significativas en cuanto al porcentaje de recuperacion de crudo en
suelos arenosos al compararlos con aquellos provenientes de la capa superficial del suelo.
Entre los métodos tradicionales para la cuantificacion de los hidrecarburos totales de
petroleo se encuentra el método EPA 418.1 (1983), el cual ha provocado controversiz en la
comunidad cientifica debido al uso del disolvente fluorocarbonado 1. 1. Z-triciorol, 2. 2-
ifluorostano, por ser considerado come dafiilne para la capa de ozono (Yeung v col.,
1994); por lo que en la actualidad se utiliza este método con la variante de ia susiitucion del
dispivente por CCl, para la extraccién. Para la obtencion y separacion de las fracciones de
hidrocarburos del crudo,” se han reportado el uso de extracciones lgquide-liquido y
cromatografiz de flnidos supercriticos, con excelentes recuperaciones, sin embargo, por
razones de costo v de eficiencia se prefiere el uso de cromatografia en colurmna empleando
adsorbentes como gel de silice, alimina ¢ mezclas de ambes. Las fracciones obtenidas son
cuantificadas comiinmente en cromatografia de gases con un detector de ionizacion de
flama (Flame Ionization Detector FID, en inglés), cromatografiz de gases/masas u otras
téenicas alternas como cromatografia de gases/extraccion térmica {Grimmer, 1984; Polard
y col, 1992; Dwijen y Murray, 1997).




2.2 Téenicas espectroscépicas ¥ cromatograficas
2.2.1 Especiroscopia infrarroja

La espectroscopia IR proporciona una vasta informacion sobre los grupos funcionales
de las tmoléculas organicas. La region empleada comtnmente se extiende desde los
0.8 hasta 1000 (12,500 — 10.em™), dividiéndose fa escala en IR cercano 0.8 - Z.5u
(12,500 - 4000 cm™). medio 2.5 -25u (4000 — 400 cm ) y lejano 25 - 400u {40023
cm ). Debido a que la radiacion del infrarrojo medio cosmresponde a las frecuencias
vibracionales de las moléculas. es ahi donde se realizan las mediciones de absorcion.
Cuando la luz infrarroia de la misma frecuencia incide en la molécula se produce absercion
de energia, aumentando la amplitud de la vibracién y cuando ia moiéeula pasa de un estado
excitado a uno basal. la energia absorbida es liberada en forma de calor. Por lo que para que
wna determinada vibracidn tesulte en absorcon de energia infrarroje debe causar una
variacién en ei momento dipolar de la moiécula. Los espectros de absorcion infrarroja son
obtenidos comidinmente, colocando ia muestra en un espectrofotémetro infrarrojo de doble
haz v midiendo la intensidad relativa de 1z energia luminosa transmitida (o absorbida) en
contra de la longitud de onda o numero de onda. Ef haz de luz empleado para obtener las
radiaciones infrarrojas proviene de una ldmpara de Nernst. la cual consta de una variila de
Gxido de circonin, éxido de ttric v éxido de erbio, calentada por medio eléctrico alrededor
de 1500°C. Para la obtencién de luz monocromatica se emplean tanto prismas &pticos como
rejillas. El vidrio v el cuarzo absorben fuertemente en la region infrarroja por lo que no se
emplean como prismas ni celdas: por el contrario, las placas de halogenuros de metales
como NaCl o KBr son muy utilizadas debido a la absorcion minima en ei IR. En un
espectro pueden determinarse muestras solidas, liquidas y gaseosas, teniéndose como tmea
condicién que las muestras deben de ser anhidras, y los disolventes empleados no deben
presentar ahsorciones en Ia region de interés. por lo que generalmente se emplean para tal
finalidad al tetracloruro de carbono y cioroforme (Dyer, 1973: Smith, 1979: Skoog, 1994).

2.2.2 Cromatografia de gases

En la cromatografiz de gases. la muestra es volatilizada ¢ inyectada al inicio de uma
columna cromatografica, La elucién se produce por el flujo de un gas inerte que circula de
manera continua a lo largo de la columna durante la corrida (fase movii), no interactuando
con las moléculas del analito. En la fase estacionaria de la columna se llevard a cabo Ia
retencion selectiva de los componentes de la mezela a separar debido a fendmencs
consecutivos de adsorcion y desorcion, si se irata de un adsorbente solido o también puede
ser un liquido depositado sobre un soporie solido, en cuyo caso los fenomenos son de
reparto. Como resultado de los procedimientos anteriores, los comporentes migran a lo
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largo de Iz columna a velocidades diferemes. por lo cual dado que tedricameme deberan
recorrer la misma distancia {longitud de la columna), se separaran. dependiendo del peso v
afinidad que presenten hacia el adsorbenie: dnalmente. serén deiectadas a la salida del

sistema. empleando para ello mecamismos llamados detectores. los cuales generaran una
sefial que serd integrada y enviada a un sistema de captura y analisis de datos (Storch,
1982: Skoog, 1994).

2.2.3 Espectrometria de masas

La espectroscopia de masas. es una técnica analitica rapida y sensibie que proporcionsa
informacion sobre la composicion. cualiftativa v cuantitativa. de aralitos organicos e
inorganicos a partir de mezclas compleias. pudiendo determinarse la estructura de una
amplia variedad de especies moleculares v dar informacién real sobre las relaciones
isotdpicas de Jos dtomos en las muestras {Siherstein. 1981: Skoog. 1994). La muestra a
analizar es introducida en una cdmara donde iz presidn es normatmente inferior a los 10°°
mbar {1.45x10” psi) y es vaporizada pasando directamente a la fuente de ionizacion donde
puede ser lonizada por diferentes fuentes. siendo el mds comun el de impacto electrénico,
{Electron Impact, en inglés) el cual bombardea la molécula con electrones de una cierta
energia, capaces de provocar la emisidn estimulada de un electron de la molécula
wnizandota. formando iones moleculares (M. asi como fagmenios de jones debide a la
descomposicion de iones moleculares con exceso de energia, Una vez ionizadas las
moléculas, son aceleradas mediante campos eiéctricos que confleren una misma energia
cinética a todos los iones formados. siendo la velocidad adquirida por cada ién dependiente
de su masa. Posteriormente, los jones seguirdn una trayecioria atravesando ¢! analizador, en
donde sufriran una mayor o menor desviacion. para un mismo valor de la fuerza aphicada,
en funcion de su masa o velocidad, por lo que variando ei valor del campo apiicado entre
determinados limites, es posible dirigir de modo consecutivo los iones de diferentes masas.
en orden creciente o decreciente, hacia el sistema colector, La deteccion consecutiva de los
iones formados a partir de las moléculas de la muestra. produce el espectro de masas de esa
sustancia y la coleccion de los lones en el detector producira una sefial eléetrica que.
convenientermente ampiificada, es registrada v representada graficamente, a través de una
panialla de “ordenador™ (compuiadora) v una impresora. E] espectro de masas asi obtenido
puede almacenarse en ia memoria del ordenador. puede compararse con los espectros de
una coleccion de espectros para su identificacion o puede estudiarse para averiguar la
naturaleza de Ia molécula que ie dio origen (Esteban, 1993).




2.2.3.1 Cromatografia de gasss — espectrometria de masas

An de estas herramientas analiticas permite Ia separacion ¢ identificacion de
mezelas complejas. A continuacion se expondrd brevemente su funcionamiento. Los
compuestos invectados en el cromatdgrafo de gases son separados en la columna
cromatografica obteniendo la elucion sucesiva de los componentes individuales aislados
que pasan inmediatamente al espectrometro de masas. Cada uno de estos componentes es
registrado en forma de pico cromatografico ¢ identificado por el espectrometro mediante
sus respectivos espectros de masas. En este proceso, el espectrémetro de masas, ademds de
proporcionar los espectros. actia como detector cromatografico al registrar la corriente
ionica total generada en la fuente i6mica. cuya representacion grafica constituye el
cromatograma o corriente del i6n total (Total lon Current. TIC, en inglés). Cuando una
sustancia separada llega a la fuepte. ésta comienza 2 producir abundantes iones que son
inmediatamente expulsados y dirigidos hacia la zona dei analizador. La corriente ionica asi
gererada producird un pico de altura proporcional a la concentracién mdxima alcanzada.
cuva drea serd una medida de la canridad total del compuesto detectado (Esteban. 1993).

2.2.4 Espectroscopia de fluorescencia
2.2.4.1 Importancia de esia {écnica

La espectroscopiz de fluorescencia es una técnica sensible y selectiva que permite la
deteccién de trazas en diversos compuestos organicos (Rutén y Tood, 1990). Dada la
importancia de esta técnica se han realizado numerosas investigaciones encaminadas hacia
ia deteccién de compuestos que posean propiedades fluorescentes. Como ejemplo del vasto
campo de apiicacidn tenemos a las caracterizaciones y cuantificaciones en sistermnas
bioldgicos como son las protenas. lectinas. acidos nucleicos y contaminantes acheridos al
DNA. Otro empleo de esta técnica es en fa caracterizacion y cuantificacién de
hidrocarburos aromaticos policiciicos (HAP) v en la determinacion de los coeficientes de
umién entre comtaminantes hidrofdbicos orgénicos y compuestos himicos del suelo
(MeGown y Warner, 1990; Tiller v Jones. 1997).

2.2.4.2 Fundamento y obtencion de espectros de fluorescencia

Cuando una molécula absorbe una cantidad especifica de energia electromagnética, ocurren
cambios energéticos caracteristicos en la conformacién estructural de la misma, Jos que se
reflejan en la intensidad y forma de la emisién. Se dice que estos cambios energéticos de
bajo nivel, son los que se observan cotidianamente en las moléculas gue absorben en el
espectro visible y ultravioleta. Un claro ejemplo de ello se puede encontrar en la coloracion
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azul de la gasolina debida 2 la fluorescencia emutida por el antraceno v perileno
encontrados en ella. La flucrescencia es una herramienta analitica que. a diferencia de las
técnicas especiroscopicas descritas con anterioridad. cuamtifica lz emisién de caergla
electromagnética que pierde una molécula en forma de luz cuando ésta absorbe enmergia
(estado excitado) pasando, posteriormente. a su estado basal. Por esto. la energia emitida o
fluorescencia serd de una mayor longinud de onda (menor energia) que la energia absorbida.
De manera general, puede resumirse su fundamento: La energia absorbida (energia de
excitacion) por la muestra, y proporcionada por una limpara de xenén (cuyo intervaio de
generacién de energia es de 270 a 700 nm). pasa a través de un primer monocromador
donde es seleccionada la longitud de onda de excitacién para que, posteriormente, la
muesira disipe esta energia en forma de luz {erergia de emisidn) la cual es de menor
longitud de onda y pase hacia un segundo monocromador donde serd seleccionada la
longitud de onda de emision. para que finalmente dicha energia sea cuantificada con la
ayuda de un detector de akta sensibilidad (fotomultipticador), el cual envia una sefial
eléctrica a un registrador. Cabe mencionar que la sefial de fluorescencia es leida a 90° con
respecto al dnguio de excitacién. La diferencia Dasica entre esta técnica ¥ otras, como Ja
fosforescencia. son los diferentes niveles energéticos por los que pasan los electrones antes
de Hlegar a su estado basal En Ja Figura 3 se aprecia que ambos fendmenos absorben
energia a2 una determinada longitud de onda. Sin embargo, la emision de ambas es mury
diferente, va que en la fluorescencia el paso de un nivel energético excitado a uno basai es
efectuado en una soia etapa (los electrones pasan del estado excitado al basal con su
correspondiente emisién de energia). Por ei contrario. en la fosforescencia ocurre la
transicién del estado excitado ai basal en varias etapas. esto es, de un estado singuiete
(cuando ambos electrones se encuentran apareados y la multipiicidad es igual a 1) a uno
triplete {cuando ambos electrones se encuentran desapareados y la multiplicidad es igual a
tres). Los espectros de fluorescencia se obtienen al relacionar la intensidad presentada por
el analito (previa A de excitacién. la cual es proporcional a su concentracién). con el
intervalo de A establecido (Guilbauit, 1973; Lakowicz, 1994).

2.2.4.3 Requisitos que deben de cumplir los compuestos para analizarse por ests
técnica

Uno de los requisitos que deben cumplir los compuestos para que produzean et fendmeno
de fluorescencia es que deben poseer electrones deslocalizados los cuales son comipmente
encontrados en las ligaduras conjugadas. La fluorescencia més intensa €s obtenida en los
compuestos Tigidos que contienen grupos funcionales aromaticos con transiciones n— ©*
de baja energiz y una fluorescencia menos intensa se presenta en CcOIOpuestos CoD
estructuras alifaticas v aliciclicas con grupos carbonilo o estructuras con dobles enlaces
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muy conjugados. La intensidad de la fluorescencia en los compuestos a ser anaiizados se
encuentra alterada por los siguientes factores:

a)Sustancias 6 compuestos adheridos sobre el analito de estudio.- La unién de sustancias
organicas con compuestos hiimicos vy fiilvicos aumentan hidrofobicidad hacia los solutos.
creando sistemas micelares o microambientes. Autores como Rutdn y Tood (1990} y Tiller
y Jones (1997) han coincidido en que el oxigeno y ia presencia de haluros disminuyen la
intensidad de la Suorescencia en los compuestos aromaticos, sugiriendo realizar mds
estudios sobre lz obtencign de los coeficientes de union en el momento de someter
especificamente a los HAP conlaluz UV

b)Efectos de disolventes.- Las diversas polaridades de los disolventes pueden causar el
fenémeno denominado “efecto eiecurostatico det disolvente” en donde hay uma gran
influencia ertre las interacclopes del disolvente con ios solutos causando distorsiones
espectrales. Los autores mencionados anterormente tambicn coinciden en que durante la
extraccion de HAP con disolventes polares. la energia de estabilizacién causada por el
proceso de relajacion dei disolvente es mas grande que la estabilizacidn encontrada para
solventes no polares, dando como resuitado una intensidad “falsa™ en la fluorescencia de
los HAP. Otra factor de importancia es el empleo de disoiventes con coeficientes de
solubilidades elevados o muy bajos lo cual repercute en las variaciones de lecturas
espectrales (Guilbault. 1973: Rutan v Tood. 1990: Tiller y Jones 1597).

¢)Temperatura.- Temperaturas altas (300K) producen picos anchos dificilmente
reconocibles en el espectro. mientras que a bajas temperaturas (20K) los picos se toman
maés delgados logrando obtener un espectro mas fino. A este fendémeno se fe conoce como
efecto Shpolskil (Guilbauit, 1573, Wehry, 1981).

¢/ Ligantes.- Con este término se describe & los compuestos de menor estado cnergético que
son introducidos en una mezcla o que forman parte de algin sisterma, en donde puede
ocurtir una transferencia electronica entre ellos dando como resultado una intensidad menor
a la esperada. Entre los compuestos que pueden actuar COmo ligantes se tiene al oxigeno.
algunos iones metalicos e impurezas del disolvente (Guilbault. 1973; Wehry, 1981; Chen v
col., 1994., Puchalski y col. 1992).
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Figura 3. Diagrama de los niveles energenicos de ana melécula diatomicss y las distintas emisiones que se
presesitan en fluorescencia v fosforescencia (Guilbautt, 1973}

2.2.3.4 Variantes en la obtencién de espectros de fluorescencia

En un espectrometro convencional de fluorescencia. pueden obtenerse espectros de emision
realizando barridos (o “scanning”. en inglés) de la longitud de onda de emision (Jem)
mientras el compuesto luminescente es excitado a una longitud de onda de excitacion fija
{hexc). También es posible obtener especiros de excitacién realizardo barridos de la
longitud de onda de excitacion (A ) mientras que la longitud de onda de emision es
evalada a una {hem) determinada. Se ha sugerido una tercera posibilidad de obtencion de
espectros, a la cual se le denoruna espectroscopia de sincrontzacion (“Synchronous
excitation spectroscopy”, en inglés). donde se varia simultineamente o en forma sincronica
ambas longitudes de onda. mientras se mantiene constante ¢l intervalo de A entre elias
(Vo-Dinh, 1978). La ventaja de esta variante con respecto a las otras mencionadas. es gue
ofrece una gran selectividad. lo cual permite el analisis de muestras complejas o de
numerosos componentes. permitiendo minimizar la superposicidn de numerosas bandas y
confrriendo una simplificacion espectral al observar dnicamente una o dos bandas
caracteristicas para cada compuesto. El imervalo espectral de una sustancia se puede
modificar en un experimento sincrono con ia AA, basado en los cambios de Stokes 83, los
cuales son una constante fisica de las moléculas que presentan fluorescencia y es indicativa
de Ia pérdida de energia ocurrida entre la excitacion y la emision de la misma. En general,
estos cambios son mayores en cationes que presentan estados de ionizacion elevados que
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aqueilos que presentan especies iGnicas neutras o suifen poca ionizacion. Debido a que los
cambios de Stokes son la consecuencia de la diferencia entre las configuraciones ¢n la
molécula de los estados basales v excitados en un medio dado, una variacion en la
polaridad del disolvente puede provocar cambios en el 8k y, por lo tanto, cambios
espectrales de suma importancia La determinacién de Ak por lo general es empirica v debe
ser determinada para cada aplicacién. Las moléculas que poseen pot o general de 2 a 5
anitlos, como es el caso de los HAP. exhiben {luorescencia en la region de los 300-500 nm
y tienen valores de 54, entre 3 a 5 nm. por lo que experimentalmente se ha sugerido que la
AR para estos compuestos sea de 3 nm, debido a las excelentes definiciones espectrales que
han sido obtenidas. Cabe mencionar que cuando se requiere realizar un analisis de vanos
componentes en una mezela, hay diferencias entre el par A} v 84, de cada compuesto, por
fo que los espectros sincrénicos para este tipo de compuestos son, de manera general. un
doblete. Entre las limitaciones que presenta esta técnica con respecto a las otras :a
mencionadas, se encuertran las ocasionadas por el fendmeno de post-filiro. en donde con
un incremento en cuanto al nttmero de componentes en la mezcla, ocurTe una sobreposicion
de las sefiales ocasionando que se obtengan valores aitos de fluorescencia. pérdida de
linearidad en la curva de catibracion y una notable disminucion de la intensidad de bandas:
Por eilo, es recomendable para este tipo de analisis. que se empleen concentraciones bajas,
debido a que, conforme se aumernta ésta. ocurren fendmenos a los que se denominan de
“lizamiento” y de transferencia energética. lo cual conlleva a distorsiones espectrales. Los
procesos de transferencia energética producen la migracién enerpética de los compuestos
que poseen un mayor nivel energético a otro de un nivel energético menor. observandose
un cambio det perfil espectral af aumentarse las longitudes de onda. En lo concerniente a
estos procesos de intercambio energético el empleo de una AA pequefa entre Ia excitacién y
las longitudes de onda observadas pueden disminuir este efecto empleando sincronos de
excitacion (Wehry, 1981).

" 3.3 Analisis de los hidrocarburos arométicos policiclicos
2.3.1 Propiedzdes fisicoqnimicas y toxicolégicas de estos compuestos

Los nueve compuestos a evaluar fueron seleccionados sobre la base de su persistencia v
toxicidad en el ambiente, al nimero de casos reportados referente a la carcinogenicidad,
a los cambios en cuamto a sus propiedades fisicas con respecto al incremento de anillos en
st estructura ¥ & que la mayoria de eilos se ercuentran copsiderados por la Agencia de
Proteccién Ambientai de los EEUUA (Environmental Protection Agency, EPA. en inplés)
como los principales compuestos carcinbgenos y mutigenos en el ambiente. En la tabla 2 se
mencionan las propiedades fisicas méas representativas de estos compuesios.

9



Tabla 2. Solubilidad de algunos HAP mds persistentes en el ambiente {Harriscn v col. 1996;
Wise y Tarantolo, 1996}

T HAP CAS* | Numerode | Solubilidad en agua Cantidades de HAP
anillos | {eag/L} encontrados o suelos
: contaminados {(ppm)
! Naflaieno ' 91-20-3 2 30.00 202.0
Acenafteno i 83-329 3 3.47 i 267.0
Fenantreno 85-01-8 3 1.28 774.0
Fluoreno 86-73-7 3 1.98 243.0
Flueranteno 06-44-0 4 ! 0.26 406.0
Pireno 129-G0-0 4 0.14 298.0
Criseno 218-01-9 | 4 0.002 67.0
" Benzolapreno___* 50-32-8 | 3 3.004 i 30.0
T dibenzo(ah)antraceno |, 53-70-3 | 3 0.0605 : 240 ]

*(hemical Abstracts Service

A comtinuacién se describen las propiedades fisicoquimicas ¥ foxicologicas de ios nueve
hidrocarburos aromaticos policiclicos a evaluar, asi como fampién, 10s sintomas
acasionados por su ingestién, inhalacién y absorcion cutdnea.

@ Naftaleno. C,oHz P. M. = 128.17. P. eb. = 145.5°C. P. £. = 79°C. Insoluble en
agua. Un gramo se disuelve en 15 mL de metanol ¢ etanol. en 3.5 mi. de tolueno. en 2 mL
de cloroformo o tetracloruro de carbono. Muy soluble en éter. El envenenamiento ocurre
por ingestion de grandes dosis, por inhalacién y por absorcién cutanca. Entre los sintomas
que se suscitan por la ingestion de este compuesto se encuentran: Nauseas, vémito, dolor de
cabeza. hematuria, anemia hemolitica. fiebre, necrosis. convulsiones, coma y muerte
(Budavarg, 1996).

&j Acenafteno. CioHg P. M. = 15421, P. eb. 279, P. £ = 93 - 95°C, cristales
blancos. Se encuentra catalogado como un hidrocarburo aromético poiwciclico. Este
compuesto es producido en Ia combustién dei alquitrdn dei carbon. La concentracion
méxima permisible en agua es de 0.03 pg/l. Soluble en ctanol. Irritamte en piel y en
membranas, puede causar vomito si se ingiere en grandes cantidades. Es mutdgeno. Ataca
directamente al rifién, higado y piel (Marshall, 1991).
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" Fisoreno. Ci; Hip P. M. = 166.22. P. eb. = 295°C, P. £ = 116 - 117°C.
Producido en la combustion del alguitrdn de carbén. Soluble en 4cido acético glacial
soluble en disulfure de carbon. éter. benceno, aicohol caliente. Es considerado como un

potente carcindgeno (Budavarg, 1996).

O Q Fepantrenmo. C;: Hig P. M. = 17823, P. eb. = 340°C. P. £ = 100°C.

Procedente del alquitran de carbon. Précticamente insoiuble en agua, soluble en solventes
organicos. especiatmente en hidrocarburos aromaticos, Un gramo se disuelve en 10 mL de
alcohol del 95% hirviente. 25 mL en aicohol absoluto. 2.4 mL en tolueno. 2 mL en
benceno. 3.3 mL en éter anhidrido. Soluble en 4cido acético glacial. Al solubilizarse exhibe
un azul fluorescente. Su LDso en ratas es de 700 mg/kg. Causa fotosensibilizacion en piet y
en membranas. Es considerado como mutagénico (Budavarg. 1996).

S &
i : ! p
\/\/\'/'

.
~ Flugramteno. C, Hip P. M. = 20226, P. eb. = 367°C, P. f = 120°C.

Catalogado como un hidrocarburo aromético policiclico producido de la pirolisis del
carbdn. Se encuentra formando parte en el humo del tabaco practicamente siendo ubicuo en
el ambiente. Soluble en etanol v hexano. Fs un potente carcindgeno. venenoso en ruta
intravenosa. Su concentracion maxima permitida en agua va de 44 - 0.29 ug/L. variando en
la region en que se encuentre (Reinhold, 1992; Marshali, 1991).

Pireno. Crellip P. M. = 202.26, P. eb. = 404°C. P. £=136°C. Es soduble
en disolventes organicos e insoluble en inorgémicos. Este compuesto es
producido durante la elaboracion del alquitrdn dei carbon. También  se
e encuentra en ei humo del tabaco. Es considerado como un potente

cancerigeno (Budavarg, 1996).
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A Criseno. CisHy; P. M = 228. P. £ = 254°C. Es considerado como un
Hidrocarbure Aromidtico Policiclico que forma cristales fluorescentes de color rojo y azul.
Se encuentra en gasolina. alquitrén del carbon, humo de cigarros v es usado en sintesis
organicas. Soluble en tolueno y ligeramente en etanol y hexano. Los limites médximos
permisibles en aire varfan en cada estado de los Estados Unidos de Norte América,
variando de 0 - 3.0 ug/m?’ y en agua 0.029 pg/L. En contacto con la piel, causa irritacion y
quemaduras. Se han reportado casos de cancer de pulmon (Marshall, 1991).

PV AN

A Benzo(a)pireno. Cooblip P. M. =252, P. £ = 179°C. Es catalogado como un
hidrocarburo aromdtico policiclice, producido en la combustion de hidrocarburos. Su
produccion quimica es lnicamente para fines de investigacién. por lo gue no se produce
comercialmente. Las exposiciones humanas son debido a la exposicion en aereopuertos o
en lugares muy transitados. Soluble en etanol caliente. Los limites maximos permisibles en
aire son variables de cada estado v en cada lugar siendo de (.0-0.0007 .ug/mE v en agua €s
de 0.01 - 0.10 pg/L. Este compuesto produce fumores. Es un carcindgeno en rafas y
probablemerte en humanos. Provoca coloracion en piel y verrugas (Marshall, 1991).

S

o

u pibenzo(a, k)antracens. CpHyy P. M. =278.33, P. £ = 266°C. También se
le conoce como 1,2.3.56-dibenzoantraceno. Se forma durante la combustién incompieta de
hidrocarturos fosiles. basura, materia orgdnica vy humo. Es un componente de la creosota
empieado para conservar la madera. Es soluble en éter. benceno, tolueno, xileno, aceites y
otros disolventes organicos, es ligeramente soluble en alcohol y éter. EL limite maximo
permisibie en i estado de Kansas es de 0.029 1:g/m’ Esta sustancia es considerada como un
potente carcindgeno (Marshall 19911
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CAPITULO HI METODOLOGIA

los materiales vy equipos empieados durante el desarrollo experimemai fuercn los
siguientes:

Reactivos: Placas para cromatografia en capa fina de silica gel (“Kiesel DC-alufolien™ con
indicador fluorescente) (Merck). hexano, diclorometano. metanol. acetona {Sigma-Aldrich).
Estandares comerciales importados: Naftaleno 99% (ICN) acenafieno 99%, fluoreno 99%,
fenanirenc 99.5%. benzo{a)pirenc 99%. fluoranteno 99%. pireno 99%, criseno 98%
dibenzo(a. h)antraceno 99% (Aldrich).

Equipos: Cromatografo de gases GC-9000. (Perkin Elmer); Espectrometro de infrarrojo
con tranformadas de Fourier-710 (Nicolet): Espectrometro de gases-masas cop lonizacion
de impacto electronico (EL en inglés) ¥ analizador cuadrupolar (HP-5971): Espectrometro
de luminiscencia LS-50B (Perkin Elmer).

3.1 Obtencién v caracterizacion del suelo

Una fraccion dei suelo proveniente del pantano de Santa Alejandrina ubicado en Minatitldn
(Ver.) fue donado por personal del IMP al Programa de Ingenieria Quimica y Quimica
Ambiental (PIQA v QA) de la Faculad de Quirmica de la UNAM para realizar los anilisis
pertinentes. Cabe mencionar que también se doné suelo testigo adquirido de una zona
dentro del mismo sitio, donde no existian indicios de derrame petrolero v que pudiera servir
como un patrén de comparacion del mismo sitio. No se tiene informacién sobre la forma de
mucstreo ni sabre su represematividad de las caracteristicas de la zona. Los suelos fueron
homogeneizados, tamizados con malla No. 40 (tamafio de particula de 0.042 mm) ¥
deposuados en frascos color ambar de 1.0 L con la finalidad de evitar reacciones de
fotoxidacion. La temperatura a la que s¢ mantuvieron las muestras aimacenadas fue de 4°C.

3.1.1 Analisis fisicoguimico del suelo

£l objetivo de este andiisis se realiza con la finalidad de determinar los parametros
fisicoguimicos del suelo testigo y contaminado de Minatitlan, Ver., y de esta forma. poder
evaluar el grado de contaminacién de dicho suelo. Las determinaciones que se realizaron
fueron las de humedad, densidad, textura. pH y porcentajes de materia organica, carbono,
fosforo y nitrégeno, para lo cual, se emplearon téenicas establecidas en el Instinnio
Mexicano del Petréleo v en manuales de calidad del suclo las cuales se aprecian en el
Anexo 1.
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3.2 Andlisis del contenido de hidrocarburos totales de peirdleo ( total petroleurn
hydrocarboms, TPH, en imglés) en suelos por espestroseopia infrarroja

T.a determinacion del contenido de hidrocarburos totales de petrdlec es realizada con la
metodologia IMP-QA—620. (Ruiz e 1ris.1997).. establecida y montada en el Departamento
de Fspectrometrias del Laboratorio Central del Instituto Mexicano del Petréleo. La
sensibilidad del método es de 10 mgkg de suelo. La curva de calibracion se realiza
empleando un estandar preparado con 15.0 mi de n-hexadecano, 13.0 mL de isooctanc ¥
10.0 ml. de clorobencenc. con lo cual se prepara una solucion esténdar de 13.600 mg/keg.
Se realizan diluciones del estandar para tener por lo menos cuatro COnCentraciones €n ia
curva de calibracién. se corren los espectros de los estindares wtilizados usando como
referencia tetracloruro puro. Los caleulos son realizados aplicando ia ley de Lambert-Beer
empleando 1a absorbancia a 2930 cm 1 conwra ka concentracién.

3.2.1 Preparacidn de la muestra

A 10.0 g de suelo homogéneo y seco a 110°C. se e adicionan 1.0 g de sulfato de sodio
anhidro. 1.0 g de gel de silice y 50 mL de tetracloruro de carbono. La mezcla es agitada
durante 30 min a 150 rpm. El sobrenadante (fase organica) s separado y filtrado a través
de papel filtro Whatman No. 1 realizando varios lavados con CCL Elexiracto se lleva a un
volumen de 100.0 mL. La concentracién total de hidrocarburos totales de petroleo se
determina empleando la sigmente ecuacion:
C*rzVxF

PM
C* = Concentracién, en caso de ser determinada la absorbancia se calcula ésta como
absorbancia entre la pendiente (m)

Hidrocarburos totales de  petrélec (ppm) =

V = Volumen del aforo
PM = Peso de la muestra en gramos
F = Factor de dilucién obtenido al dividir el volumer de dilucion entre la alicuota.

3.3. Determinacién de hidrocarburos aromiticos policiclices por espectroscopia
de fuorescencia

La determinacién de ios compuestos arométicos del contenido de hidrocarburos totales de
petroleo en los suelos, se lieva a cabo con ayuda de un espectrometro de luminiscencia LS -
508 (Perkin Eimer) y empleando la técnica IMP - QA -610 (Ruiz ¢ ris,1997)., montada en
el laboratorio de espectrometrias del IMP. La sensibilidad del método es de 0.002 mg/L o
mg/kg v el limite maximo de medicién es de 1000 me/L. Dicha técnica se encuentra basada
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en la extraccion con CClL del material orgénico. el cual es evaporade y el exiracto €s
mievamente suspendido en hexano. La cantidad de hidrocarburos aroimAticos se da como
una medida proporcional a la fluorescencia en un intervalo de longitud de onda de 300 a

400 nm con fuente de exciracion a 310 nm.
3.3.1 Anslisis de Ia muestra

Preparacion de la curva de calibracién.- La curva de calibracion se prepara con estindares
del mismo material que se va a analizar, o si lo que se pretende es analizar una
concentracion de hidrocarburos del petroteo se puede emplear algin crudo que se consdere
como esiandar internacional como es el criseno. Para el caso de interés. la curva estandar es
preparada con el estandar de nueve hidrocarburos aromaticos policiclicos pesando 0.025 g
de cada compuesto en matraces volumetricos de 10.0 mL. hasta su aforo con tolueno. Este
procedimiento se realiza para cada uno de los nueve estandares obteniendocse una
concentracién final de 2500 mg/L de cada uno. Posteriormente se toma 1.0 ml de cluyse
trasvasa en un matraz de 25 ml, para conter con una solucion final de 100 ppm de c/u (900
ppm en total). De esta solucion final se toma 1.0 mL v es evaporado el disolvente con Ny
hasta llevar a sequedad. Por Gltimo la muestra es resuspendida en hexano realizando las
diluciones pertinentes para obtener el intervalo adecuado en la escaia de fuorescencia. Los
espectros de cada uno de los estandares son obtenidos ajustando a cero con hexano y la
curva de calibracion es obtenida graficando la fluorescencia contra la congentracion en
mg/L, calculdndose Ia pendiente con la siguiente ecuacion.

m= ¥2- ¥
Xq - Xy

Anglisis de las muestras.- Una vez obtenida la curva de calibracion se procede a la
cuantificacion de los compuestos aromaticos provementes de  las fracciones
cromatograficas. previa evaporacion det disoivenie con N, v resuspendidos con hexano
grado HPLC. La fluorescencia es cuantificada por medio de un espectro de emisién en un
intervalo de 200 2 500 nm. Cabe afiadir que, tanto para la curva de calibracién como para
las muestras. la excitacion se llevo a cabo a 310 nm tomandoe ia lectura a una longitud de
onda de emision de 400 nm La concentracion final es calculada empicando la férmuta
indicada a continuacion.

mprkg de hidrocarburos areméticos = M
M le




F =Fluorescencia de la muestra

Y =Volumen de hexano

f = Factor de dilucidn

M = Pendiente

V1= Volumen del agua ¢ pese de suelo

3.4 Exsiraccion de los hidrocarburos aromaticos policiclicos

1.a extraccion de los compuestos de interés se lleva a cabo empleando et método No. 20 del
UNEP (UNEP/IOCAAEA, 1992) v el 3540 de la EPA (USEPA, 1986), realizando algunas
modificaciones. Como primer paso. la muestra es secada a 40-50°C, macerada en un
morteso de porcelana y tamizada en una maila de 230 um. La extraccion se lleva a cabo
tomando una muestra de 5.0 g en base seca del sedimento tamizado y es colocada en equipo
soxhiet. empleando papel Whatman No 2, previamente iavado con hexano. Se agregan 250
mi. de una mezcla de hexano:diclorometano (1:1) al matraz de balén de 500 mL. La
muestra es extraida durante 12 / 24 b, con ciclos de sifon de 10 min. y el extracto obtenido
se concentra en un rotavapor hasta un volumen de 3 - 10 mL, evitando que la temperatura
del bafio de agua exceda los 40°C y la presion del vacio no sobrepase los 2.75 bar (40 psi).
Cabe sefizlar que si queda mucho sedimemto en el matraz de balon de 500 mi., &s
recomendabie centrifugar a 2500 rpm durante 5 min para. posteriormente, trasvasar a un
matraz de balon de 50 mL, donde la muestra es concentrada hasta obtener un volumen entre
2.0 - 5.0 mL. El sobrenadante se fracciona en cojumnas de vidrio de 2 cm de diametro
interno X 30 c¢m de longitud. Ei orden de acomodo de los adsorbentes en himedo es el
siguiente: Hexano, fibra de vidrio. 5.0 g de silice {en hexaro), 5.0 g de alimina (en hexano)
y 1.0 g de suifato de sodio anhidro. Cabe mencionar que durante Iz separacion es
recomendable no dejar secar la columna y activar los adsorbentes previamente a 200°C
durante 4 h, para posteriormente desactivarse al 5% en peso/peso con agua tridestilada. La
muestra se afiade con ayuda de una pipeta Pasteur a la columna y se realizan varios
enjuagues al matraz de bola (3 - 5 enjuagues con hexano). Las fracciones con distintas
polaridades se obtienen empleando un gradiente de polaridad como es indicado en las
Tablas 3 y 4. Cabe afiadir que la informacion de Iz Tabla 4 se realiz6 con el objetivo de
efectuar una extraccién mas selectiva empleando disolventes adicionales a los establecidos
en la técnica descrita por el UNEP (UNEP/IOC/IAEA, 1992) v que son mencionados en la
Tabia 3. Cada una de las fracciones obtenidas es concerntrada en rotavapor hasta obtener un
volumen de 2.0 - 5.0 mL, secadas por medio de burbujeo con nitrogenc, conservadas en
frascos viales color ambar de 5.0 mL y finaimene almacenadas a 4°C para realizar los
analisis subsigunientes.
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Tabia 3. Fracciones que deben obtenerse segiin UNEF (UNERADC/AAEA, 1550)
-

Fraccion | Disoiventes empleades | Cantidad |
: cinpleada (mL) |
1 hexano (100 %) 20 :
2 ‘ hexano diclorometano (9:1) 30 ‘
| hexano:diclorometano (5:5) 20

Tablz 4. Fracciones obtenidas empleando diferentes polaridades

Fraceion | Disofventes empieados |  Cantidad !
: | empieada (mL) \

T I |hexano (100 %) 20 ;
' |

\ 2 hexano-diclorometano (9:1) 20 l
| ! l
3 ' hexano:diclorometano (5:5) R :

|

4 -metanohacetona (5:5) 40 !

| |

5  ,metanol (100 %) 20 '

L | B

Identificacion del extracto.- La identificacion rapida de cada fraccion cromatogrifica se

realiza con la finalidad de conocer el orden de elucion que presentan los compuestos frente
a cada disofvente. Las fracciones fueron nuevamente suspendidas con 1.0 mi de metanoi
para aplicar 0.3 uL. de las fracciones a evaluar. sobre placas de gel de silice ("Kiesel PC-
alufolien” con indicador fluorescente) en cdmara sobresaturada (hexano:diclorometano
7:3). La identificacion se realizz empleando una Jampara UV con una A de 234 v 366 nm.
Posteriormente. cada fraccion obtenida es analizada en un equipo de IR, colocando el
extracto en una pastilla de NaCl y observando la intensidad de las bandas de vibracion de
cada compuesto. En el Esquerna 2 se resume ia técnica empieada en la extraccion de suelos
contaminados con hidrocarburos del petroleo.

3.5 Anslisis de los hidrocarburos aromaticcs policiclicos
3.5.1 Determinacién de los compuestos empleando sincronos de excitacion

| empleo de esta nueva variante en la obtencién de espectros de fluorescencia. se realizd
con el propdsito de identificar, tanto a los estandares de los nueve hidrocarburos aromiéticos
policiclicos, como a las fracciones cromatograficas obtenidas previa columna de
separacion. ya que gracias a las caracteristicas estructurales de estos compuesios, e
favorece su identificacion en una region de longitud de onda de 300 - 500 nm determinada
para cada compuesto © para cada grupo de compuestos estructuralmeme similares.
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Un sincrono de exciracion es una modalidad en la obtencidn de espectros por
espectroscopia de fluorescencia orientada a mezchas QUE DOSEEn Varios COmponentes y que
serian imposibles de identificar si solamente se contara con espectros de excitacién o de
emisién, debido al gran mimero de bandas obtenidas al emplear estas téenicas (capitulo 11
seccién 2.2.3.4). Un requisito para obtener sincronos de excitacion es sincronizar a ambos
monocromadores a unz determinada longrud de onda ¥ con una sensibilidad caracteristica
a la cual se i denomina ranura (slits). Cabe mencionarse que ¢l intervalo espectral
seleccionado se encuentra definido por el intervalo de diferencias de longitudes de onda AML
y los cambios de Stokes Shs del compuesto, por lo que algunas de ellas ya han sido
obtenidas de manmera experimental (Vo-Dinh. 1978} La obtencién de sincronos de
fluorescencia se realiza conforme lo establecido por Vo-Dinh (1978), en donde en un
experimento similar. se identificaron por esta técnica a cinco hidrocarburos aromaticos
policiclicos (naftaleno. fenantreno. antraceno, perileno v tetraceno). tanto de manera
individual. como en una mezcla entre elios. manejando tres diferentes intervalos de Ak (3
nm, 30 nm, v 15 nm). con los cuales se concluyd que en un intervato de iongitud de onda
de 3nm se obtuvieron buenas definiciones espectrales; ademnas, se correlacionaron las
sefiales cincrénicas obtenidas con las estructuras de estos compuestos e la literatura. Por lo
que, sobre la base de este experimento. s¢ empled la misma metodologia, efectuando las
siguientes modificaciones: a) Para la obtencién de lo sincronos de excitacién de los
estindares se preperan por separado nueve estandares de hidrocarburos aromaticos
policiclicos en una concentracion de 2500 ppm, pesando 0.025 g de cada uno de ellos en
matraces volumétricos de 10.0 mL y aforando a 7 de ellos con etznol, y los 2 restantes
{criseno y dibenzo(a. h)antraceno) con tolueno, ya que estos Nitimos compuestos son
insolubles en disolventes polares. b) Se establecen las mejores condiciones encaminadas
hacia [a obtencion de los compuestos a analizar en el equipo de fluorescencia, en este caso
se comprobé que a una A = 3 nm y con ranura {“slits”) = 5. se obtienen buenas sefiales
espectrales especificamente para los compuestos de interés. ¢) Dependiendo de la
fluorescencia o intensidad que presente cada umo de los estindares frente a su
concentracion se reaiizan las diluciones pertinentes hasta obtener la concentracion ideal que
permita visualizar la intensidad en una relacién proporcional entre ellos. Cabe sefialar que,
en todas los casos, debe introducirse a la par un blanco del disolvente en el que fueron
disueltas las muestras pare restar la absorcion del disclvente. d) Una vez obtenidos los
sincronos de excitacion de cada uno de los nueve estindares de manera proporcional a su
fluorescencia se realizan mezclas entre ellos mediante prucbas de ensayo y ermor
(dependiendo del nimero de anillos en su estructura) para visualizar si el comportamiento
presentado en la mezcla es similar al que presentaron de maners individual ¢) Se
seleccionan las mezclas de compuestos en donde se hayan observado un nimero definido
de sincronos dependiendo de la regién de compuesios que s€ deseen abarcar
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( monoaromaticos. diaromaticos. triaromaticos. etc). f} Para descartar si el disolvente
sugerido en fa literatura era el indicado se procedié a realizar un experimenso similar pero
con cambio del disolvente (etanol). de los siete estdndares empleados. por hexano v
procediendo como lo descrito en el inciso (b} de esta seccion. g) Una vez que es conocida v
determinada la mezcla Optima encaminada hacia la identificacion de ios estandares de
interés se procede a evaporar ¢} disolvente de cada fraccidn cromatografica previa
separacion en columna. para ser suspendida en etanol v. posteriormente. proceder a la
identificacion de los hidrocarburos arométicos policiclicos encontrados en el suelo de
estudio. La identificacion cualitativa de cada fraccion se da por comparacion espectral entre
los sincronos obtenidos de cada uno de los estindares tanto individualmenie como en las
mezelas entre ellos v tomando en consideracion los intervalos de longitud de onda en que
aparecieron.

3.5.2 Angiisis empieando cromatografia de gases

Para la identificacién v cuantificacion de los hidrocarburcs aromaticos policiclicos en las
muestras de suelo. se emplea un cromatografo de gases. con detector de iomzacidn de
flama ( Flame lonization Detector. FID en inglés). en columna capilar recubierta con 5%
fenil metil silicon v 93% de silice fundida. con una longitud de 30 m x 230 mm de
dizmetro interno v con un espesor ce capa de 0.25 mm. fa idemificacién v
cuantificacion de los cormpuestos se tealiza con la ayuda de una curva de calibracion con
cada uno de los nueve estandares comerciales (cuyas especificaciones fueron mencionadas
en la seccion de equipos y reactivos) v bajo 5 concentraciones diferentes (10. 20. 30, 40 v
50 ppm). determinandose el limite de deteccion para FID de 5.0 ppm. Las condiciones y
parametros cromatograficos encammados hacia la deteccién v cuantificacidn de estos
hidrocarburos aromaticos son mencionados en la Tabla 5. Una vez obtenida la curva de
calibraciém. la concentracién de la muestra problema se calcula interpolando <! drea baio Ia
curva de los compuestos sospechosos contra la concentracién obtenida en la curva de
calibracién. La concentracién se obtiene despejando la concentracion (x) de la ecuacion de

larecta y=a + bx, quedando como sigue:

-12
X b

v = Area bajo la curva
Ordenada

b = Pendiente

X = Concentracidn
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Tabla 5. Parametros empieados en cromatografia de gases

PErameiros Valores .
Temperatura 1: a0 °C j
Tiempo: 0.5 min :
Gradientel 8.0 °C/min :
Temperatura 2: 180°C i
Tiempo: .0 min
Gradiente 2 5.0 °C/min.
Temperatura 3: 245°C
Tiempo: 0.0 min
CGradiente 3 2.0 °C/min.
Temperatura final 300°C
Tiempo: 6.0 min

Tiempo total de corrida: | 58.3 min

Posteriormente. una vez obtenida la curva de calibracidn, son realizadas pruebas de
recuperacion del procesc de separacion con los adsorbentes empleados v en el suelo testigo,
como a continuacion se describe I; Porcentaje de recuperacion en  columnas
cromatogrdficas.- Para conocer el porcentaje de retencion en columnas cromatograficas se
preparan columnas de vidrio como se menciona en el inciso 3.4, para io cual se adiciona 1.0
mL de la mezcla de los nueve hidrocarburos aromaticos policiclicos en una concentracion
conocida, sobre las patedes de la columna cromatografica, para quedar retenidas por ios
adsorbentes; posteriormente, se realizan varios lavados con los disolventes establecidos y
se procede a su cuantificacién por cromatogratia de gases conforme lo indicado
anteriormente. El propésito de esta prueba fue la de establecer el porcentaje de pérdida de
producto al quedar retenidos los compuestos en los adsorbentes. 2)Porceniaje de retencion
de los hidrocarburos en el suglo.- Para conocer una Aproximacion acerca de cuantos
compuestos se quedaban retenidos en el suelo testigo. se preparan columnas
cromatograficas como se menciona en el inciso 3.4 de este misme capftulo y se adiciona
1.0 mL de la mezela de estandares de los nueve hidrocarburos aromaticos policiclicos, en
una concentracién conocida directamente sobre sueio testigo previamente caracterizado y
mantenido a temperatura ambiente durante 24 h. con la finalidad de favorecer la adsorcion
de los compuestos en el suelo. Al término de este tiempo, el suelo es sometido conforme
jos pasos de extraccion, separacion y cuantificacion de las secciones 3.4 y 352



3.5.3. Anslisis de los compuestos por cromatografiz de gases—espectrometria de masas

Tanto Iz mezcla de estandares como las fracciones separadas en cromatografia en columna,
fueron analizadas y caracterizadas emplieando un cromatografo de gases acoplado 2 un
espectrometro de masas. ubicado en el laboratorio de espectrometrias de masas del
Laboratorio Central del IMP, en donde se obtuvieron, por un lado, las SepAraciones
cromatograficas y, por el otro. las fragmentaciones correspondientes a cada fraccion. La
técnica encaminada hacia el andlisis de estos compuestos fue la de impacto electronico
(electromic impact, EL en inglés) ¥ la bisqueda de los compuestos se realizé mediante la
técnica de barrido compieto (full scan, en inglés). en donde el equipo realiza varios barridos
completos de manera simuitdnea, abarcando un amplic intervaio de pesos moleculares (de
33 3 650 UMA). Fn el Esquema 3 se resumen las metedologias encaminadas hacia la
caracterizacién v cuantificacién de los hidrocarburos aromaticos policiclicos. HAP.

| Homogeneizacién y caracterizacion dei sueio testigoy T Manuales de
contaminado i calidad del

\1/ spelo

{ Secar 40 - 56°C/3 h, macerar y tamizar en maila de 356 yum 1
vk

Ay
i Extraccién soxhiet con hexano:diclorometano (3:5)/8h UNEP, 1992

1

A

i Concentrar em rotavapor a 40°C / 2.75 bar (40 psi) hastz 5.0 mL [

Extraccion en columnas de separacion; (4.0 g de silica + 4.0 g
de alamina + suifato de sodio anhidro) todo esto en hesano
l
!
]_ Obtencion de las fracciones cromatograficas |

N
Llevar a sequedad e hidratar con i disolvente adecuado |
y
Apalisis por técnicas espectrométricas ¥ i
cromatogrificas

Esquema 2. Caracterizacién ¥y exiraccién de HAP proveniemtes de suelos contaminsdos eca
nifrocarboros del  petrdleo (EPA, 1986; UNEP/IOC/TARA, 1992). J
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Determinacion de hidrocarburos totales de
petroleo (HEP) | DMP- Q. A- 62{)41

|
b

Identificacién y caracterizacion de la fraccior aromatica | [MP- G, A, — 618
empleando espectroscopia de flugrescencia }

Extraccitn de los contaminantes del suelo empieando el i
Método (UNEP/TOC/TAEA, 1992) y EPA 3540 (1986)

Identificacion ripida de las fracciones empleando Espectroscopia IR i

Obtencién de sineronos de excitacion de cada hidrocarburo |
arpmatice policiclico emplezndo espectroscopia de
fluorescencia

i
\IJ
Obtencion de sincronoes de excitacién de las muesiras de
suelo contaminado de Minatitlin, Ver, ;

l

dentificacién v carscterizacion de las fracciones cromatograficas
or medio de métodos anaiiticos alfernos

) Crematograiia de gases

} Cromatografia de gases - Espectrometria de masas

Esguema 3. Resumen de las metodologizs empleadas en iz earacterizacion v cuantification de HAP
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Analisis fisicoguimico del suelo en estudio

fste analisis se realizd con la fimalidad de comocer las caracteristicas mas
representativas del suelo testigo y contaminado procedentes de Minatitlin, Ver. En la
Tabla 6 se aprecian los resultados obtenidos por triplicado del andlisis. Dichos valores
comesponden al contenide de materia organica. carbono. nitrégeno. humedad
(expresados en porcentaje). ai pH. densidad aparente y textura. Fn cuanto al contenido
de materia orgamica en el suelo testigo vy et contaminado (8.55% v 14.39%.
respectivamente) se observa un aumento del 5.84% en el ultimo valor, debido a la
presencia de compuestos perogénicos. Dichos valores son comparzables con los valores
obteridos en el estudio realizado por Diaz v col {1995). en donde se estudid la
contaminacion de suelos hidromorficos con 16 hidrocarburos aromaticos policiciicos de
tres regiones cercanas a los panmtanos de Centla, en Tabasco. Fstos suelos fueron
muestreados. caracterizados v cuantificades apovades en metodologias analiticas ya
establecidas, por lo que respecto a los valores de materia organica de estos suclos. el
valor minimo reportado correspondié a un 4%. lograndose encontrar valores maximos
hasta de 17% v la cusntficacion promedio de hidrocarburos aromaticos policiclices
encontrados en ese estudio fue de 2.15 pe/g. 1.84 ug/g, y 1.64 pg/gen las tres regiones.
predominando los compuestos de mayor recalcitrancia. Fn el estudio de interés al
observar los valores de carbomo y nitrégeno en el suelo testigo (4.97 + 0.08%
respectivamente) y compararlos con tos valores del suelo contamunado (9.06 v 0.06%)
se observa un incremento del 4% sobre el contenido de carbono: no obstante. al apalizar
el porcentaje de nitrogenc se nota que. 20 ambos casos. los suelos posen un bajo
porcentaje de este nutrimento y que. posiblemente. se trate de suelos que nunca fueron
empleados con finalidades agricolas. La densidad real que mostro el suelo contaminado
de 1.06 g/mi comparada con el 2.05 g/mi. mostrada en el testigo da pruebas de que el
suelo contaminado posee hidrocarburos mds ligeros que el agua vy, por comsiguniente.
presentan una densidad menor. Cabe mencionar que en la mayoria de los suelos
minerales. el valor no debe sobrepasar los 2.65 ¢/mL (Ortiz y Ortiz, 1984). El valor del
pH del suelo es predomirarte en sucles 4cidos provenientes del eje neovolcanico
(andoscles); sin embargo. los resultados de pH se encuentran por debajo del intervalo
normal de 6.0-6.5. lo cual podria repercutir en el empobrecimiento del suelo y enel tipo
de vegetacion regional. Santelises y col. {1987) han reportado factores imirinsecos que
influyen en la disminucién de pH de un sitio. entre Jos cuales se encuentran: Una alta
concentracion de aluminio intercambiable © en solucion, la retencion de fosforo, el
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exceso de manganeso en Ia solucion. las deficiencias de calcio, magnesio o molibdeno,
reducida actividad microbiolégica y reducida capacidad de intercambio catidnico. En
cuanto al porcentaje de humedad del suelo testigo ¥ contaminado se encontraron
valores de 9.0 v 36.7 respectivamente. indicativo del grado de humedad existente en
este suelo contaminado de tipo pantanoso en el posiblemente se haya formado una
pelicula. quedando en su interior micelas de agua. evitando asi su evaporacion; sin
embargo, en el sueio festigo el porcentaje de humedaé se encuentra dentro de los
vajores reportados por Yeung y col (1994), en donde de manera experimental se
determiné que el porcentaje minimo de humedad que debian de contener fos suelos
contaminados cort crudo para lograr un rendimiento de extraccion del $5% o mas, debia
ser menor al 30%. ya que a porcentajes mayores de humedad se nota una disminucion
en los porcentajes de recuperacion de crudo. En cuanto a los valores de textura,
observamos un porcentaje mayor de arepas que de arcilias {(31.84 v 15.16%,
respectivamnente) lo cual indica. que e! suelo en estudio posee una escasa retencion de
material orgénico.

Tabia 6. Parsmetros fsicequimicos de los suelos del drea de Minatitidn

| PARAMETRO i SUELO TESTIGO® SUELO™
1 CONTAMINADO® |

Humedad relativa (%) | 990 0¥ 36.77 0%

Valor de pH {activo) sppe=ot 420 o0

Densidad real (g/mL) 20507 0% 1.06 o 2%

Materia organica (%) .55 0% 14.39 % 0%

Carbono (%) L 19792 ¢% g.06 =%

Nitrégeno (%) 0.08°= °® 0.06 °t°®

Fésforo {me/L) g.51%°0 i 048 "9

Textura 81.84% de arena, 15.14% de arcillz, 3.0% de limo

(2) Promedio de tres determinzcionss; o = Desviacitn estandar

43 Determinacion de hidrocarbures totales de petrdleo en suelos HTP (Total
Peiroleum hydrocarbons, TPH, en inglés)

La determinacién de HTP en suelos es un pardmetro empleado por los paises dei primer
mundo, con la finalidad de cuantificar el grado general de contaminacion que presentan
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los suelos antes y después de remediar la zona contaminada con productos petroleros.
T os limites de descontaminacion permitidos se encuentran establecidos por cada estado,
abarcando intervalos que van de 10.0 hasta 10, 000 ppm de HTP dependiendo del grado
de contaminacion inicial que se haya cuantificado (Calabrese y Kostecki. 1991). En este
astudio se tealizd esta determinacidn con el objetivo de comar con un intervalo
indicativo sobre el contenido de hidrocarburos totales de petréleo en ¢l drea de estudio,
y de esta forma determinar fa técmica de extraccion a segur. El método de
determinacion fue mencionado previamente en la seccion 3.2 de Materiales y Métodos.
Para cuantificar el contenido de HTP, fue necesario realizar dos curvas de calibracidon

debido 2 la visible presencia y ausencia de contaminantes {diferencias entre las

concentraciones que se manejaron) cn los  suelos contaminade v testigo.
respectivamente ( Tabla 7). La lectura se realizé en un [R-TF a una absorbancia de 2930
cm ' para. posteriormente. proceder a realizar fos cdlculos y conocer la concentracidn
real de HTP en ambos suelos. Los resuitados obtenidos presentaron valores de
30,809.15 v 30.00 miligramos de hidrocarburos totales de petroleo / kg de suelo.
respectivamente. por lo que fue evidente el comenido de comtaminanies totales de
origen petrogénico en el drea de estudio, lo cual sirvio de plataforma para realizar la
extraccion. separacién y cuantificacion de los contaminantes buscados.

Tabla 7. Curvas de calibracion de esthndares para hidrocarbuvos tetales de petroles,

HTP
| Ewpleande un ancho de celda de 5.0 em ! Empleands un ancho de celda de 1.0 cm
Cencentracién (ppm) Ahsorbapcia Coneentracion Absorbancia
11.52 0.127 1} 867.24 | 0.186
2312 029 | 17450 | 0.365
46.25 0487 | 26017 0.548
69.37 0.728 3468.9 0.727
62.50 0.969 4336.2 0.919

Para la celda de 5 cm: a = 0.006%0, b = 0.01044. 1 = 0.9995; para Iz celda de t cma =0 00097, b =
0.00021, 1 = 09998, donde de la ecuacién ¥y = a tbx , 8 < Ordenada, b = Pendiente, r = Coef. de
correlacion




4.3 Espectros de IR de las fracciones cromatograficas

Dada ia necesidad de conocer en forma general el grupe funcional gue se encontraba
eluvendo en cada fraccion cromatogrifica y para evaluar el grado de polaridad del
disolvente ernpleado se procedit a caracterizar parte de estas fracciones en IR, por lo
que 0.5 mL de eada fraccion fue extendida sobre placas de KBr. formando una pelicula,
para posteriormente proceder a realizar la lectura en el equipo. En la Figurz 4 se
aprecian los espectros de IR de las 3 fracciones obtenidas previa extraccion y separacion
en columnas. Se aprecia de manera general que conforme se incrementd la polaridad del
disolvente, empezaron a denotarse bandas caracteristicas de hidrocarburos aromaticos, y
es asl. que en las fracciones 1 y 2 (extraidas principaimente con hexanc), se presentaron
bandas correspondientes ai streching C - H de compuestos alifiticos. v bandas medianag
y débiles caracteristicas de metilos v metilenos de hidrocarburos lineales o parafinas en
la regiones de 2940 - 2980 cm. ' v en 1450 - 1380 cm ! respectivamente, También se
aprecia que en la fraccidn 3 (extraida con una mezcia de hiexano - diclorometano (1:1),
eluyd una banda débil en la region de 3020 y se observaron varias bandas de mediana
intensidad en 1600 — 1610 cm™ correspondientes al bending de cornpuestos aromaticos,
acompafiados de algunos sebretonos caracteristicos de estos compuestos en la region de
600cm’. En las fracciones 4 y 5 (obtenidas con iz mavor poiaridad), no se observaron
las bandas caracteristicas de los hidrocarburos aromadticos. sino que sobresalieron
muevamente las regiones de 2940 - 2980 cm 'y 1450 - 1380 cm. v una banda en
1700 - 1750 cm correspondiente a los compuestos con grupos carbonilos, como
¢steres. cetonas, aldehidos, dcidos carboxilicos, ete, por io que se supone que el sitio en
estudio es ocupado como depésito de residuos petroquimices los cuales conllevan
compuestos alquilados empleados para la obtencidn de diversos petroquimicos. En el
Anexp 2 es posible apreciar les diferencias entre las bandas caracteristicas existentes
entre los espectros de IR de cada uno de los estindares analizados individualmente
obtemidos en fase gaseosa al acoplar el IR al cromatdgrafo de gases, y en fase
condensada. Es posible distinguir que las bandas correspondientes al “streching” C - H
se tornan mas finas v fuertes en fase gaseosa que en la condensada, donde escasamente
se aprecia la banda de 2940 — 2980. Una posibie explicacién de esto son los grados de
libertad de los enfaces de las moléculas que se encuentran absorbiendo energia en la
fase gaseosa, mientras que en la condensada se presenia el “efecto de red” en donde
existe una mavor friccion entre los compuestos.
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4.4 Realizaciér de curvas de calibracién de los hidrocarburos azromdtices
pelicielieos empleznde eromatografia de gases

La curva de calibracién bajo 4 concentraciones diferentes del estandar {10.0, 20.0, 3G.0,
¥ 40.0 mg/L) se aprecia en la Figura 5. Los datos obtenidos para generarla se aprecian
en ¢l ANEXO 3, Dicha curva se realizd extrapolando el drea determinada para cada
compuesto contra su conceniracién en ppmL En ella se aprecia que todos los estandares
presentaron diferentes dreas y conceniraciones, por lo que compuesios gue
presumiblemente tienen el mismo peso molecular de 202 UMA como ¢l fluoranteno y el
pireno, presentan arcas muy semejantes. Quizds, la pequedia diferencia observada entre
cllos se atribuya a sus diferencias estructurales. Lo misme parece ocutrir con el
acenafieno v el fluoreno en donde la conjugacién existente entre sus enlaces y la
interposicidn del anillo de 3 carbomos entre ambos bencenos conflere una mayor
aromaticidad en Iz molécula. También se observa gue, en el caso del erisenc,
benzo{a)pireno y dibenzo(a, Mantraceno, las dreas bajo ta curva son diferentes debido a
un incremento en su peso molecular y & una conformacién estructural distinia 2 los
compuestos anteriormente sefialados, io cual genera una mayor permanencia en la
columna v un mayor tiempo de retencién. Cabe sefialar que en todos los casos fue
posible notar una buena linealidad entre ellos.
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4.5 Determinacién de la nrecisién de las inyecciones realizadas en el eromatografo
de gases

En la Tabla 8 se muestra la reproducibilidad del método establecido para la
deterntinacién de nueve hidrocarburos aromdticos policiclicos (polycyclic aromatic
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hydtocarbons. PAH, en inglés) por cromatografia de gases referentes a la inyeccion del
operario. Esta prueba se realizé inyectando 3 veces un estandar de nueve hidrocarburos
aromaticos policiciicos en una concentracidon de 30.0 ppm ¥ comparando. tanto los
tiermnpos de retencién de las diferentes inyecciones como de las medias entre elios.
Tarobién se aprecia que las principales diferencias entre las reveticiones fueron debidas
a Ia imprecisién del operario v a las condiciones no controladas por el mismo; sin
embargo, puede observarse que el coeficiente de variacion de todos los compuestos fie
menor & 0.15. Solo el naflaleno fue el compuesto gue presemd un coeficiente de
variacion mavor de 0.25. Por owo lado, &l reauzar una comparaciOn emire los 9
compuestos se observa que ias desviaciones estandar de los tiempos de retencion fueron
menores a 0.049. mientras que para las dreas se observaron valores menores a 1.22, 1o
cual indica gue los valores no se encueniran muy alejados de la media v que el equipo
com que se trabaja presenta una excelente precision.

Tabla 8. Reprodnccién de inyeceion empleando una mezeia de estandares a 30 ppm cadz uno

Compuesto b t.r: ; t.r.; , trg ' m : V. %
(ires) | (dres) | (irea) | (dres) | {m) ‘
nafiateno 8.615 858 8.602 ‘l .63 3.596°7 0.012 0.145
(14580} | (114584) | (114579) | 5143823 (114581.2S0) (1923 | (000L)
acenaftenc 14018 14,006 15007 ! 14033 140303 <0012 f 0.087
(1403800 | (140375) | (140388} | 1403771 | (140380.001)(% 4545 | §0.003)
flaoreno 15.837 15818 15.808 15.826 I 15.523 = 0.018 0.070
(162444) | (162438 | (162429) | (362438) | (162436751) (7' 5.408) | (0.003)
femantreno 19.684 19.665 19.632 19651 . 19.650°50.0180 0.0%
(159780) | (159770) | (159764 | 1139769 I (159770.752) (°7 5.809) ©  (0.003)
flmoranteno 25.158 25.159 25.105 25036 1 15.132°0.020 0 054
a7ierny | miessy L a7iesey | (171979 (I71979012) (F2.549) 1 (0.00D)
pirenc 26.25 26.20 2625 2523 . 26.233 7% 0.020 0.078
(192978) | (192084) | (192983) | (192087 (192983.021)(* 324031, (0003)
criseno 34.005 33.934 34 003 33005 ¢ 33.967°°0032 0.096
(201944) | (201957 | 1201936) | (201930) I (201947.532) (56.7268) | (0.003)
heuroiz)pirena | 44.707 44758 44,556 | “7s | HT00T005 0.079
(1613370 | (161335) | (161342} | (151338 0 (161338020 (T 2.449) | (0.001)
dibenzo (a, b) 54.405 54.456 54393 | §4.378 i 54.40 950,029 0.954
2ntracens | agrarsy | 151422y | (161431) ‘ 14250 | (161423.255) ¢ 5.766) | (0.003)

¢ r= Repeticiones de! “tiempo de refencién” que peesemd cada componene bajo las mismas condiciones de oorTida,
C. V. = coeficiente de varianza., m = media., o = desviacion estandar. Los valores del paréntesis representan fas

areas de cada compuesto



4.6 Evaluacién de la recaperacién de la mezcia de estdndares de hidrocarburos
aromaticos poiiciclicos

El porcentaje de recuperacion de la mezcla de nueve estindares se aprecia en ta Tabla 9.
El objetivo de esta determinacien fue el de cuantificar los contaminantes de imfterés
retenidos tanto en los adsorbentes empieados en las colummas cromatograficas {gel de
silice ¢ hidréxide de aluminic) como en la matriz del suelo testigo. Para fines practicos
se realizaron 2 pruebas: 1a primera consistié en cuantificar los contaminantes retenidos
en ios adsorbentes empleados en la columna cromatogrifica de separacion. segin lo
establecido en la metodologia de la UNEPAOCIAEA (1992). La segunda prueba
consistid en adicionar una concentraciéa conocida de la mezcla de estindares sobre ei
suelo previamente seco y mantenido a una humedad del 18% para. posteriormente,
rezlizar su extraccion v cuantificacion como se menciona en la seecién 3.4 v 3.5.2, Les
resultados visualizados en dicha tabla determinaron una mayor retencion de los
contaminantes en el suelo teshigo gue en los adsorbentes de la columna empacada (81.01
y 25.46 ppm, respectivamente). debido a que el suelo como matriz natural compleja
contiene en su estructuras NUMErcs0s compuesios polares tales como dcidos filvicos v
hiimicos en donde se ha comprobado la generacién de microambientes micelares entre
estos v los compuestos organicos. quedando practicamente atrapados en su interior.
repercutiendo en una separacion entre ellos casi imposible. atn recurriendo 2 métodos
de extraccién mas drasticos y con un mavor costo (Puchalski y col.. 1992). También es
posible apreciar que los compuestos que mostraron ur mayor peso moiecular. como el
benzo(a)pireno y el dibenzo(a. hlantraceno fueron retenidos con una menor proporcion
en ambas matrices que el resto de ellos. Esto podria deberse 2l tamafio. estabilidad v
tacilidad de oxidacion e interaccién con los diferentes enlaces de tipo covaleme polar o
de atracciones electrostdticas e interacciones de menor polaridad como los pusntes de
hidrégeno. Cabe mencicnar que compuestos como el naftaleno y el acenafteno no se
lograron identificar usando el detector de fonizacién de flama (FID, en inglés). por su
posible volatilizacion, mientras que compuestos como el benzo(a)pireno y el dibenzo(a.
h)antraeno se recuperaron casi en su totalidad en adsorbentes (95 y 96%
respectivamente). Este Gitimo compuesto también presenté una recuperacion del 90%
en el suelo. Por elio. con base en estos resultades puede suponerse que la recuperacion
global de los hidrocarburos aromatico policiclicos en ambas matrices fue del 80%. sin
tomar en cuemta a los compuestos voldtiles, debido 2 los factores anteriormerite
expuestos.




Tabla 5. Recuperacion de la mezcla de hidrocarburos aromaticos policiclices

Comgpaests .. Coneentracdn 4‘ Refeacion en | Retencion en | Somatons dei Totad de
imeial de iz i adsorbentzg \ sueto testigo % de retercibn | recuperacidn
mezcka de 9 } de coiumne 1 {ppmy} en columna y (%)

HAP (ppm) " empacads | ¢n snelo

' {ppm
nafialeno 818 3283 !ln d 0 dy 1ad {nd} ad od
acenzfteno 13 40 3039 ! dicd [nd ma) 2 d nd

T

| i
fluorzoo 1518 3263 ;85024 43} | 12 27(20 66} 2077 7473

T
fenanireng 1890 3133 Y1 4329821 |3 15(182M 1458 8542 o

] 1
flupranieso 24 26 1912 532238 | 1636(1236) 3138 7903 :

pireno 2530 1518 : 5452273 i 122501693y 18 7¢ 813

criseno 32 65 2918 1 352780 l 14 98 (14 20) 1633 33 67

i
1 benzo aypireno 4285 3145 C14343000 < 23602209 1279 3921
dibenzo{ah)zntracene | 5230 3006 098 (29 08) ; 244127 623 342 96 58
Cantidsdes totales n.d 276.49 25.46 @ 31.01(132.26) 106.47 61.49%
b
(187.79r ! | 79.72% |

tr = tiempo ce retencién; nd = Cantdad no detecizble por FID: ppm = mg de contaminante por kg de suelo seco. EL
valor de} parénresis es 1a camidad gue pasa por 12 columna, ya sea por 105 adsorbentes en la columna o por <l suelo
testigo. (a) Es el % totat de recuperacién considerando todos fos compuesios v (b} Es el % de recuperacion sin tomar
en cuenta los 2 primeros compuestos

4.7 Hidrocarburos aromdticos policiclicos encontrades em las fracciones
cromatograficas

En la Tabla 10 se observa a los compuestos identificados por FID correspondientes a las
fracciones 2, 3, 4 v 5 logradas bajo distintas mezclas de disolventes y polaridades. Cabe
mencionar que en la fraccion | (la cual es la es la fraccidn obtenida con 100% de
hexano) y Iz 2 obtenida con hexano-diclorometano (90:10). no se lograron identificar a
ningiin compuesto aromatico de interés. Al comparar las fracciones obtenidas en cada
columna de extraccifn, s¢ observa que conforme la polaridad se fue incrementando, el
mamere de compuestos identificados ascendié a 4 en la fraccion 3 {extraida con una
mezela de hexano-diclorometano (50:50) v con una concentracién de 8.22 ppmy; a 2
compuestos en la fraccién 4 con 4.07 ppm y a | compuesto en Ia fraceién 5 con 0.717
ppm Puede observarse que lz fraccion 3 gue fue la que presentd la mayor afinidad
hacia los compuestos de interés ya que presenté la mayor cantidad de contaminantes, 1o
cual corrobora que la mezcla de disolventes empleados fue la mas eficiente en la
extraceion y cuantificacion. Cabe afiadir que esta fraccion es comparable con la fraccidn
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2 de la téenica UNEP/AOCTATEA (1992), Iz cual emplea los disolventes de la fraccidn 3.
Esto indica que Iz extraccion con los disolventes adecuados es un factor crucial parz la

separacion v recuperacion de los hidrocarburos en estudio. El cormpuesto que se

Sncontrd gue contenia la mavor concentracion de todos fue el pireno con 4.43 ppm, o

cual es indicative del tipo de productos vertidos en este sitio, como son los elabotades a

partir del alquitrin del carbono o. en su defecto, de diversos productos petroquimicos
vertidos intencionalmente en el drea de estudio.

Tabla 10. Fracciones cbtenidas com diferentes disoiventes de muestras de suelo de

Minaiitlin

Fracciones en miligramos del compuesto/kg de suelo seco

I

Fracciones 2 ! 3 4 } 3 j
COMPUESTO hexano:dicioremetano | hexano:diclorometano | metanolzcetons ! metanol (100}
(1) (5:5) (5:3) |

naftalens n.d nd nd nd E
acenafteno nd nd n.d n.d 1
flworeno nd \ nd 1.02 (1.236) 039(0.717)
fenantreno nd ‘ nd nd nd
fluorantenc nd 0.043 {0.053) n.d nd
pireno n.d 443 (5.260) nd n.d
crisenc n.d 163 (1.850) nd n.d
benzo(a)pirenc nd nd nd nd
dibenzn{gh)aniracenc nd 0,99 (1.023) 2.75 (2.840) nd
Cantidad total en mg de ] 7.09 (8.22) 3.77¢4.07) 8.59 (6.71)
Lcontaminamm / kg de suele

1

“E1 valor en paréntesss ¢s fomando ¢ coenta of porcentaje de pérdidas en adsorbentes y en el suelo restigo de

iz Tabie 9
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4.8 Cromatogramas obtenidos de las pruebas realizadas ai suelo de MMinatitlin
{Veracruz)

Los cromatogramas obtenidos del suelo testigo v contaminado se visualizan en la Figura 6
(delaa laf). La figura (a) muestra que el suelo ~limpio™ no contuvo ninguno contaminante
policiclico, ya que los tiempos de retencion obtenidos no coincidieron con los del estandar.
Quizas los picos apreciados sean diversos compuestos organicos, productos de la difici
separacion de los componentes existentes en ¢ Las figuras () v (¢) corresponden a las
pruebas de retencién en los adsorbentes de lz columna de separacion v en los adsorbentes
naturales del svelo testigo. Se aprecia que de la mezclz de 9 estdndares solo 7 de elios
pudieron ser detectados por FID. debido a que 2 de ellos (nafialeno y acenafteno) pudieron
volatilizarse durante la etapa de extraccidn. Las (d), {e), (/) v (2) son los cromatogramas de
las 5 fracciones cbteridas durame la extraccién en columna de separacion empleando
diferentes polaridades en los disolvemes. En la (d) {(comrespondiente a la fraccién 2 ) no se
obtuve ningtn compuesto comparable al estindar externo, sin embargo en la (e)
{correspondiente 2 la fraccion 3. extraida con una mezcla 1:} de hexano-diclorometano) se
aprecian numerosos pices, los cuales fueron comparables con el fluoranteno, pireno,
criseno y dibenzo{a. h)antraceno del estandar. En las figuras (f} y {g) correspondientes a las
fracciones 4 y 5, respectivamente. se nota que. a pesar de que el equipo logra una excelente
separacion de numerosos compuesios. solo se lograron identificar en la fraccién 4 al
fluoranteno y al pireno v en una concentracién menor en la fraccién 5 al fluoranteno. Las
conceniraciones en gue se encontraron dichos compuestos pueden observarse en fa Tabla
10. Para verificar si estos compuestos se encontraban en el suelo, fue necesario realizar
pruebas confirmatorias con técnicas analiticas alternas como cromatografia de gases-masas
para, de esta forma. commoborar la existencia de estos contaminantes. Cabe mencionar que,
paralelamente, se analizaron estas 3 fracciones obtenidas durante la extraccién en columna
de separacién por espectroscopia de fluorescencia.

=

— i - i L

Figurs ¢ (@) Suelo hmpio del drea de Minatfilan
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4.% Espectros de gases-masas del estandar de hidrocarbures aromaticos peliciclicos

La obtencidn de estos espectros se realizd con Ia finalidad de comprobar e identificar a los
HAP presentes en las fracciones cromatogéficas. previe analisis por las dos téenicas
descritas anteriormente. La identificacion de cada compuesio se realizd identificando
principalmente al ton molecular mas intenso de cada compuesto estdndar (Arexo 4), para
posteriormente recurrir 4 la identificacion de los HAP v comparar si los patrones de
fragmentacidn en las muestras correspondian a los del estindar (Tabla 11). Los espectros de
masas fueron realizados en ef Laboratorio de Espectroscopia de Masas del Instituto
Mexicano del Petréleo. segin lo sefialado en la seccion 3.5.3 en el capitulo 3 de Matetiales
v Métodos. Al comparar los pesos moleculares de cada une de los estandares calculados
mediante su formula molecular y compararlos con las fragmentaciones obtenidas
experimentalmente, se observa que los iones moleculares intensos de todos los compuestos
aromiticos correspondieron a los picos base del espectro de masas, lo cual ocurre
normalmente en compuestos que presentan aromaticidad en sus estructuras v, por ende,
tlende a conferir estabilidad a la molécula por resonancia (Silverstein, 1981). Analizando el
Anexo 4, se observa que los compuestos de menor pesp molecular, como el naftalenc,
acenafieno, fluoreno y fluoranteno, tienden a preseptar patones de fragmentacion
caracteristicos de los compuestos aromaticos, lo cual se constata al observar picos de peso
molecular de 13, 14, 39, 52%1 64%1, 78+1, 91+l y pérdidas de -25, -26, -77
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correspondientes a Iz eliminacion de fragmentos de 2 carbonos (etilenos} y del bencenc
estabilizado como ion iropilio {compuests ciclico de siete carbonos y elecirones en
resorancia) dando estructuras quimicas con una mayor estabilidad. Las fragmentaciones
ohservadas, son debidas a reacciones de deshidratacion y. en el caso de los compuestes
alquii-bencénicos a las del rearregio de tipo McLafferty. en donde ocurre una migracion del
doble eniace H: en iz posicién ¥ con ruptura en 8. Por otro lado. conforme ias estructuras
aumentan su complejidad estructural, los patrones de fragmentacion varian.

Tabla 11, Tones moleculares encontrados en el estindar de los hidrocarbaros aromaticos

policiciicos
[ Nombre del compuests i6n molecular i Peso moiecniar calenlado f
Naftaleno 128 23 |
Acenafteno 154 ‘54 |
Fluareao 146, 1566, ;
Fenagtreno | 178 8
Flneranteno L 202 202
Pireno 1 202 R
Criseno S 228 28
| benzofalgirens i 252 252
| dibezzo(zh)antraceao ] 278 ] 278

4.9.1 Espectros de gases-masas del suelo testigo y contaminado

La confirmacién de los compuestos obienidos de las fracciones cromatograficas del sitio en
estudio se realizd basdndose en los pesos moleculares y tiempos de rerencién obtenidos de
la mezcla estandar, En el Anexo 4 es posible apreciar los espectros de gases-masas dei
estindar y de la fraccion 3 ya que en fas otras fracciones se visualizaron algunos
compuestos pero a nivel del ruido del equipo y seria dudoso confirmar su existencia.
Ademds. se encontraron algunos picos identificados por espectrometria de masas como
parafinas lineales v falatos. los cuales son comaminantes provemientes de materiales
plasticos. Fn la Figura 7 se aprecia el cromatograma de gases y el espectro de masas de la
fraccién 3. en donde los tiempos de retencion de 14.75, 19.15. 25.39 v 32.35 concordaron
con los iones 178. 202. 228 v 252. correspondientes a los picos bases del estandar del
fenantreno. fhuoranteno, criseno. v benzo{a)pireno. respectivaniente. v coll una abundancia
mayor de 500. Cabe mencionar que dos de los compuestos (fluoranteno ¥ Ccriseno)
identificados tinicamente por cromatografia de gases (Tabla 10) fueron confirmados por
espectrometria de masas; sin embargo, se identificaron dos compuestos adicionales por esta
{iltima técnica mencionada, el fenantreno y el benzo(a) pireno. con una abundancia menor 2
500, lo cual es indicativo de la baja concentracién en que s¢ encuemtran estos
comaminantes en el suelo, Los resultados tanto de los estandares como de la fraccién 3
obtenidos por gases—masas se resumen en la Tabla 12.
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Tabiz 12. Iones moleculzres encontrados en las fracciones cromatograficas

—_—

Frascignes

L {  Fracién2 | Freemdmd | Fraceidn 4 Fraceion 5
Nombre delcompueste | A | B | A | B A s A B

! Acenerieno {nd | na nd e nd | nd 7. d. nd

1 Fluoreno T n.d. n. d. 1. d. n g nd. | nd n. d. nd |

| Fenanureno . d. n. d. 178 | 20 a.d n. d. n. d. nd |
Fluoreno nd | nd 202 | 38 n. d. o d. nd nd

. Pireno nd | nd 202, 45 | nd i, d. nd . n.d

! Crisena md ! md_, 228 ' 60 nd nd ; nd | nd

: Benzo{a) pireno nd | nd ¢+ 252 39 nd . nd . nd 1 nd

| Dibenzo (z.n)antraceno | n.d. | md. | 278 33 T & . d. nd | nd

A = I6n molecular; B = Pardmetro de abundancia

4,10 Espectros de fluorescencia

Debido a la importancia de contar con metodologias analiticas capaces de cuanrificar de
manera rapida v eficiente el tipo de hidrocarburos aromaticos con los cuales se encuentra
contarninado el suelo. se recurrid al apoyo de la espectroscopia de fluorescencia. Para
cuantificar el contenido total de ios compuestos aromaticos y poliaromaticos provenientes
de las fracciones cromatograficas, fue necesaria la generacion de una curva de calibracidn
con la mezcla de 9 estandares (Figura 8). procediendo a la lectura de las muestras. La
metodologia utilizada para tal finalidad. fue mencionada en la seccién 3.3 de Materiales y
Métodos. Los espectros de emision de las 5 fracciones cromatograficas leidos a una
longitud de onda de 400 mm son resumides en la Figura 9. En ella se visualiza que ia
intensidad de cada muestra fue proporcional a su concentracion. enconirdndose una menor
intensidad en las fracciones 2 (a} y 4 (d), lo cuat se corrobord con las concentraciones
obtenidas de 0.3 y 14.91 ppm respectivamente. Las fracciones 3 (¢} y 5 {b) correspondieron
a las mayores concentraciones. En la fraccion 3 (c) fue en donde se cuantifico a la mayoria
de los compuestos aromdticos (7,587.4 ppm). muentras que en la 5 {b) solo fue posible
cuantificar 114.31 ppm; Estas ditimas fracciones fueron exiraidas con las mezclas de
disolventes hexano-diciorometano (1:1) v metanol-acetona (1:1) respectivamente. Los
resultados expuestos con anterioridad hacen deducir que de las 30.809.15 ppm
cuantificadas por IR como hidrocarburos totales de petroleo, aproximadamenie la cuarta
parte (7.716.92 ppm), correspondieron a fa fraceidn aromatica. Cabe mencionar que en esta
prueba soloc se cuantificaron al total de compuestos aromaticos de las fracciones
cromatograficas, obteniéndose ademas de los compuestos de interés otros compuestos
aromaticos con diferentes estructuras unides a fracciones alifaticas (alquil-bencenos). Lo
anterior concuerda con los resultados expuestos en la seccion 3.2 en donde, al comparase el
perfil general de los compuestos obtenidos por esta técnica con los de las fracciones (3) y
(4) de IR (Figura 4) y con la fraccion 3, inciso (&), obtenida por cromatografia de gases
(Figura 6), s¢ comprueba que los compuestos obtenidos en dicha fraccién son
predominantemente de naturaleza arorpdtica. mientras que los de las fracciones | v 2 son de
indole alifitica. Por otro lado, en las fracciones 4 v 5 se noté upa fuerte tendencia de
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coelucién de cormpuestos alquil- bencénicos, comlinmente encontradios en ¢l pewrdieo. Hn &l
Ansxo § se presentan los especiros de {luotescencia de cade unmo de log estdndares
empieados, lefdos bajo diferentes longitudes de onda de excitacién, tomando como
referencia las longituGes de onda de excitacion propuestas por Parrison v col. (1996).

100 .

B2

Figura 8. FEspectros de emisién con los cuales se realizs Ia curva de caiibraciée de la mezcia de mueve
HAP 2 diferemtes conmceztracieaes (2) 8.72 ppm (b) L44 ppm () 2.16 ppm (&) 2.88 ppm (<) 3.60 ppm
1 barride especiral se realizé de 350 a 450 nm , 2xitando 2 he=3i%mm ¥ torpando 1a lecturs @ hepy=41%
fiex: 11
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4.10.1 Obtencidn dz sincronos de excltaciin de los estdndares ¥ del suels comtaminade

Gracias al niimere de anillos ciclicos en resonancia v al nimero de enfaces conjugades
presentes entre las estructuras de los hidrocarburos aromdticos policiclicos, fue posible
identificar, tanto a los nueve estandares como a algunos de los compuestos presentes en ias
fracciones cromatograficas. Astas fueron obtenidas mediante una columna de separacion,
apoyados en la espectroscopia de fluorescencia v empleando la variante de sincronos de
excitacion. La metodologia empieada es mencionada en el incigo 3.5.1, y los sincronos de
excitacion de cada compuesto estandar individual, como de la mezcla realizada entre ellos,
se aprecian en el Anexo 6. Los primercs sincronos de cada esténdar fiueron obtenidos en
metanol, sincronizando ambos monocromadores en una diferencia de longitud de onda de
(A}~ 3 nm) con aberturas (“slits”) de 5 y segtn lo reportado por Vo-Dinh (1978), en donde
en un experimento similar, se realizé un analisis de cinco componentes poliarométicos
empieando la técnica de sincronos de excitacién, con lo cual se logrd la identificacién de
estos compuestos de diferente peso molecular a partic de una mezcla entre ellos, sin
embargo, se observaron bajes resolciones espectrales entre ellos. De mapera similar al
experimente de Vo-Dinh (1878) se manejaron caracteristicas experimentales similares, pero
variando lag concentraciones, (de 1ma mayor de 400 ppm hasta 0.004 ppm), dependiendo
del factor de respuesta que presenizba cada componente frente a su deteccion.
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De manera general. se observa gue compuestos como naftaleno. acenafteno, flucreno y
flugranteno presentaron una scla banda o sefial. miemtras gue el resto de elios se
identificaron individualmente con dos bandas jumias o dobietes. Esos resuliados
concuerdan con lo reportado por Wehry (1981). en donde se ve que. una diferencia entre la
configuracidon de las moléculas debido a un cambio de disolvenie o un aumento en ia
complejidad o en la conformacion estructural de cada compuesto. puede aiterar la relacion
en la que los compuestos absorben energia y, por consiguiente. dan su salto energéiico.
Esto repercute en la pérdida de emisién de Stokes {8As) v en su relacién espectral, dando
come resuitado espectros con dos o mias sefiales espectrales. Adicionalmente, se observd
que conforme se aumentaban ei nimero de conjugaciones y/o estructuras en resonancia,
ocurria un desplazamiento mayor de longitud de onda. lo cual hizo posible su identificacion
y caracierizacidn de manera individual, Ademds. como cada compuesto presenta una
absoreldn v emision diferentes, fue necesario encontrar la concentracion adecuada entre
cada uno de elios para visualizerios en la misma proporcion (Anexo 6). Este
comportamiento de desplazamiento estructural es similar al reportado en el experimento de
Vo-Dinh (1978). En éste, adicionalmente, se realizd una representacion teorica de los
intervalos de longitudes de onda en que aparecen estos compuestos, dependiendo del
nimero de anillos en sus estructuras. La obtencidn de los sincronos de excitacién de las
mezcias de estandares se realizaron guardando la misma intensidad entre ellos y abarcando
el intervalo de estructuras en que pueden aparecer en un crudo. En la Tabia 13 se resumen
los principales esténdares identificados individualmente. asi como el intervalo de
longitudes de onda de cada compuesto v el nimero de bandas identificadas. En el Anexo 6
se aprecian las mezclas mds representativas en cuanto al numere de compuestos
identificados. También se aprecia que la mezcla de compuestos (maftaleno, fluoreno,
fenantreno. criseno, dibenzo(a, hjantraceno o, en su defecto, la sustinicidn de este ultimo
compuesto por benzota)pireno), fue la que mejor apreciacion v resolucion espectral
presentd. Por otro lado, en el experimento donde se manejaren los mismos compuestos
pero con diferente disotvente (hexano), se notd una mayor complejidad especiral, traducida
en un mayor nimero de bandas, por lo que se descarté el empleo de este disoivente. En
cuamo a lo que se refiere a los sincronos obtenidos de las fracciones dei suelo contaminado
(Figura 10). se observa nuevamente una complejidad espectral similar a la observada al
obtener los espectros de emisién de las fracciones cromatograficas de la Figura 9. Sin
embargo, fue posible efectuar la lectura en la facelén 3, en donde sobresalieron 3 bandas,
una en la regidén de 345 nm, correspondiente a los compuestos de 3 aniflos aromaticos
como el femantreno y dos bandas en la regidn de 395 y 400 nm correpondiente a
compuestos con 5 anillos como es el caso del benzo(a)pireno, o dibenzo(a, h) antraceno, los
cuales fueron identificados previamente con téenicas alternas como cromatografia de gases
(seccién 3.5.2.) y por cromatografia de gases-espectrometria de masas (seccion 3.5.3),
quedando confirmada !a presencia de contaminantes de 3 a 5 aniflos en el suelo en estudio.

33



Gracias 2 Iz sincromizacién en la obtencién de especuros de fimorescencia es posible
seieccionar en cads region espectral, cada estructura anmlar en une mezcla de varios
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4.11 Resumen de los méiodos anajiticos empieados en ia muesira de suelo de
Minatitidn, Yer.

Ep la Tabla 14 se visualizan los métodos analiticos empleados en la idemtificacion
cualitativa v cuantitativa de iz muestra de sucio de Minatitldn. (Ver.). Se observa que cada
téenica por separado brinda una informacion Gnica y valiosa acerca de la identificacion y
cuantificacion de 12 muestra de sueio anatizada, ayudando de manera conjunta a determinar
la existencia o ausencia de los contaminantes de interés y la concentracion en que se
encuentran. Mediante ia técnica de sincronos de excitacion fue posibie la identificacion de
tres commpuestos (Fenantreno. benzo(z)pireno y dibenzo{ahantraceno) de un estdndar de 3
compuestos con una conflanza det 99.8%. por lo que se recomienda, realizar curvas de
calibractén para cuantificar por medio de esta técnica a los HAP en estudio, va que por
cromatograiia de gases y su confirmacion por espectromeuria de masas fue posible ia

identificacion de 6 HAP en concentraciones que oscilaron entre los .71 ppm hasta 8.22

Ppm.
Tabla 14. Restmen de los métodos analiticos empleados en la muestra de sueio de Minatitlin.
Ver.
o Equipo analitico Identificacion cualitativa y cuantitativa |
: empleado 1 i
" Infrarrojo  Frageion 2.- Hidroearburos alifaticos, metiios y metijenos
' Fraccion 3.- Compuestos aromaticos
| Braccion 4 y 5 .- ldentificacién de grupos funcionales (aldehidos. ésteres. |
: | cetonas. dcidos carboxilicos y alquibencenos
| : Suelo contaminado con 30,809.00mg de hidrocarburos totales ae peroien kg .
| de suelo seco
| Fluorescencia [ Bandas compiejas de diferente mtensidad
i s Fracaion 2 (0.3 mg/L)
i ! Fraccion 3 (7587.4 mg/L) ;
: | Fracewon 4 (14.9img/L)) 1
! . Fraceién 5 (114.31 mg/L)
| Flnorescentiz | Fraceion 2 (Ningim compuesto del estandar ae 5 HAPR)
_ {Sincrones de ! Fraccion 5 (Fenantreno, benzo{alpirenc y dibenzol a.njanmaceno)
excitacion) | Fraccion 4 (Ningin compuesto del estandar de 5 HAP)

. ! Fraccion 5 (Ningim compuesto del estandar de 3 HAP) !
‘ Cromatografia de gases | Bandas caracteristicas correspondienies 2 los tempos de retenczon del estandar
. i Fraceion 2 (. d.) A
! Fraccion 3 (8.22 mg/kg de suelo seco) i

Fraccion 4 (4.07mg/kg de suelo seco) i

! Praceion 3 (0.71 megrkg de suglo seco) |

Cromatografiz de gases | Fraccion2(n.d) !
- masas Fraccion 3 Confirmacién de fenantreno fluoreno, pireno, criseno. benzo{a) i
pirenc y dibenzo (a,h) aniraceno |
E

i

|

i
L
I
!
|

{ Fraccién 4 n. d.
i Fraccidn Sa. 4.
L

n. d. = no detectable
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]

CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Ta caracterizacion fisicoguimica del suelo provenienze del pamano de Santa
Alejandrina, en Minatitién, Ver., sirvié como un pardmetro indicativo del tipo de suelo
con que se estaba trabajando. Los valores altos de humedad (36.7%), materia organica
(14.39%), pH (5.0) vy escaso contenida de nitrdgeno {0.08%), marcaron la pauta para
conocer el nivel de contaminacién de dichos suelos y poder evaluar los porcentajes de
recuperacion durante la extraccién de los mismos.

Fl contenido de hidrocarburos totales de petréleo (total petrolenm hydrocarbons. TPH
en inglés) del suclo contaminado fue de 30.809.00 ppm y de 30.00 ppm para ¢l control,
ios cuales sirvieron como base para decidir el tipo de extraccidn y separacidn que se
realizaria para los hidrocarburos de interés. Por otro Izdo. empieando la técnica IMP-
QA-610 montada en e Instituto Mexicano del Petréleo. fue posible determinar que la
cuarta parte (7.716.92) de las 30,809 ppm cuantificadas como hidrocarburos totales de
perrdleo correspondiercn a los hidrocarburos aromdticos. Cabe mencionar. que por
medio de esta Ghima técnica, se cuantifica el total de los compuestos aromaticos
analizados en su conjunto. por lo que este valor alto es indicativo de la existencia de
otros contaminantes arorzaticos en el suelo.

Fl método No. 20 de Iz UNEP (UNEP/AOC/IAEA, 1692) fue el empleado en la
extraccion vy separacién de los HAP, sin embargo. debido a ia gran cantidad de
hidrocarburos en las mmuestras v conforme se tornd la extraccion mas selectiva, se
aumentd el comenido de los adsorbentes empleados para empacar las columnas
cromatograficas para, de esta forma, obtener una mejor separacion de los compuestos
de interds; sin embargo, si bien este método tieme buenos rendimientos. es poco
selectivo, ya que junto con los compuestos de interés coeuyeron un gran mimero de
compuestos interferentes. por lo gue se recomienda buscar otras alternativas que
aumenten la selectividad hacia dichos compuestos y mejoren los porcentajes de
recuperacion.

Con la ayuda de espectroscopiz IR se iogré Ia idemtificacion rapida de los grupos
funcionales de las diferentes fracciones cromatogrificas. lograndose observar en la
fraccién 3 obtenida con hexano:diclorometano (1:1) bandas caracteristicas de
compuestos aromdticos en las regiones de 3020 cmy !, 1600-1610 cm” v sobretonos
caracteristicos en la regién de 600 cm™, ademds de encontrarse en las fracciones 2, 4 y
5 grupos funcionales caracteristicos y dependientes de la afinidad del disolvente

v

empleado en las colurmnas de separacion.
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Empleando iz variame de sincronos de excitacion fue posibie ia identificacién en ia
region de 345 nm de compuesios de 3 amilos como es el fenantreno. v 1z aparicién de 2
bandas en 395 v 400 nm. correspondientes a compuestos aromaticos de 5 anilios como
el benzo (a)pireno v el dibenzota, hlantraceno. Lo anterior fue posible al sincromizar
ambos monocromadores a una diferencia de longitud de onda de AA=3 rmy con
aberturas (“slis™ de 3 v segun lo reporrado por Vo-Dinh (1978). De esta manera se
identificaron compuestos aromaticos de 3 a 5 anilios, con una confiabilidad del 99.8%
sirviendo como parametro ae vtilidad en la caracterizacion rapida y selectiva de estos
compuestos fluorescentes. Debido a que la técnica presenté diferentes factores de
respuesta para cada estdndar. se recomenda verificar la sensibilidad de la zécnmica y

-

poder cuantificar esios compuestos mediante una curva de calibracion.

Por medio de la técnica de cromatografia de gases. fue posible evaluar el wrado ae
recuperacion de los HAP. siendo ésta de 79.72%. sin tomar en cuenta los compuestos
voldtiles. ademas de identificarse ia presencia de 4 HAP en la fraceién 3. mientras que
en la fraccion 4. se identificaron dos y en la fraccién 5. un compuesto. La
concentracién mds alta encontrada fue para el pireno (5.26 ppm) y la més baja
cotrespondid al fluorens (0.71ppm).

De la misma manera. empleando espectrometria de masas fue posible identificar los
hidrocarburos aromaticos de 3 a 5 anillos (fenanireno. fluoreno. pireno. Cnseno
benzo(a)pireno v Dibenzo(a.h)antraceno), los cuales son derivados representatives del
procese de combustion incompieta de hidrocarburos fosiles (pirdlisis) de las actividades
industriales. Los hidrocarburos de 2 anillos como el naftaleno v el acenafteno tendieron
a perderse. va que como el suelo analizado era un suelo intemperizado, era poco
probable la existencia de compuestos aroméaticos de bajo peso molecular por ser
compuestos volatiles.

De acuerdo a los resultados obtenidos en Jos analisis, se puede suponer que ta muestra
del suelo procedente del pantano de Santa Alejandrina 1o contienen Unicamente los
contamminantes buscados, sino que se encuentran Otros COMPDUESLOS. COMO los
alquilbencenos, los cuales son parte de la materia prima empicada en la elaboracion de
productos guimicos.



Los angiisis del suelo en estudio. apovades en 4 técnicas analiticas, determinaror,

3 H . S s
de los nueve hidrocarburds arcmalicos

[{]

caracterizaron y cuantificaron a cl
policiclicos establecidos inicialmente. por o que se espera que esta {esis sirva como
plataforma de estudios postetiores haciz la deteccion de contaminantes en suelo y en
otras matrices ambientales.

Dado e} grado de contammnacion de la muesira de suelo analizada, se recomienda
realizar un estudio detaliado de impacto ambiental en el 4rea de estudio para que
posteriormente, se empleen téenicas encaminadas a la remediacion del sitio. tanto por
métodos quimicos como por procescs biofecnoldgices, una vez eliminados los

compuestos recalcitrantes v t0Xicos.

L
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A.1.1 Determinacién de humedad {Ruiz e Iris, 1997}

Meétodo de secado en la estufa. Pesar una cdpsula de porcelana e introducirla en una estufa
de aire seco durante 1.0 b a 130°C: posteriormente. cuando se encuenire a peso constante
pesar 70.0 g de suelo homogeneizado y ponerio durante 3.0 ha 110°C. Transcurrido este
tiempo sacarlo v dejar enfriar en desecador para proceder a pesario. El contenido de
humedad se da por diferencia de peso entre la muestra de sueio himedo v la pérdida de éste
con la siguieme férmula:

(A -B)

% de Humedad = i

X100

A = Peso de la capsula + muestra htmeda
B = Peso de Iz cépsula + muestra seca
M = Peso de la muestra hiimeda en gramos

A.1.2 Determinacion del pH dei sueio {Santelises y col.. 1987}

Fundamento: La acidez deb suelo puede dividirse en dos tipos: La acidez activa que
comprende la concentracion de H™ en la solucion det suelo y la acidez potencial que
comprende a los H™ que pueden ser liberados por diversos iipos de materiales del suelo
como cuando se remueven cationes de la solucién ¢ cuando el equilibrio entre ef sistema
suelo - solucion es alierado por la adicidn ¢ sustraccion de agua. sales. acidos o bases. Para
fines practicos se determind el pH activo.

Procedimiento: Para determinar el pH activo se empiea el métode potenciomeétrico.
stilizando un electrodo de vidrio. como electrodo indicador. La determinacidn  puede
realizarse en agua o en soluciones salinas. las cuales presentan varias ventajas desde el
punte de vista analitico. Para realizar la de erminacion se pesan 5.0 g de suelo seco en vaso
de precipitado v s agregan 10.0 mL de aguz destilada con la pipeta o bureta automatica.
Agitar durante 10 min. Colocar los electrodos para medir et pH y agitar la suspension del
suelo. Leer inmediatarnente el pH.




£.1.3 Determinacién de densidad (Ortiz v Ortiz, 1984)

Fundamento: La densidad de las particulas del suelo, conocida también como densidad real.
se define como la masa de los solidos del suelo por unidad de volumen (g/cm’). Los valores
de densidad encontrados son variables y dependen de la composicion del suelo. En la
mayoria de los suelos minerales. el valor no sobrepasa ios 2.65 g/cnr’. mientras que en
suelos con grandes cantidades de minerales pesados come magnetita, epidota, zircdnm,
turmzlina v hoblenda puede sobrepasar a este valor. La materia orgdnica, asi como algunos
vidrios volcanicos, repercuten en los valores de densidad. originando valores variabies
entre 1.2- 1.3 g/ o,

Procedimiento

i - Lavar con agua destonizada v secar los picndmetros a 105°C/1 h. Transcurrido este
tiempo. son colocados en desecador para proceder a pesarlos hasta obtener fracciones de
diezmilésimas de gramo.

2 - Pesar 5.0 g de suelo v se calcula la diferencia de peso entre ambos para obtener la
muestra real de suelo {S).

3 - Llenar con agua destilada un tercio del volumen del picnometro desalojando el aire que
se pudiera formar de la suspension suelo - agua. Se reposa 5 min ¥ se llena con agua a
su totahidad (incluyendo el capilar del tapdn) teniéndose especial cuidado de no derramar
nada.

3 - Pesar nuevamente el picndmetro. con lo cual se obtendré el peso del suelo més el peso
del agua (S + a) incluyendo 2l peso del picnémetro.

4 - Eliminar el contenido del picnémetro v enjuagario. Posteriormente se procede a ilenarlo
con agua hasta que cubra al capilar y se pesa.

3 - La densidad de Ias particulas se calcula mediante la siguiente fdrmula

S

TP = ~em———mcrm———inme
S+A-(S+a)

S = Peso de 12 muestra de suelo
A = Peso del agua sin el picnémetro
S + a == Peso del suelo + Peso del agua (sin el peso del picndrmetro).



4.1.4 Determinacitn de nitrégeno total (Sanielises y col., 1987}
El método Kjeldahl es el mas usado en la determinacion de nitrégeno en suelos y plantas.

Fundamento: EI N, jumio con toda la deméas materia organica se oxida por el H,504. EIN:
que se encuenira en forma orgdnica se fija como sulfato de amonio. Al reaccionar esta sal
con unz base fuerte se desprende amoniaco, et cual es recibido en un volumen conocido de
acido valorado. Titulando el acido neutralizado, se calculz la cantidad de amoniaco
desprendido y asi la cantidad de niwdgeno en la muestra.

Reactivos.
1 H:S504 conentrado
2. Solucién de acido borico con indicador. Colocar 80.0 g de 4cido bérico (H;BOs) en un

Fasco de 4.0 litros. adicionar 3.8 litros de agua destilada y calentar hasta la disclucién
dei acido, enfriar v agrepar 80.0 ml. de 0.099 g de verde de bromocresol y 0.066 g de
roio de metilo disueltos en 100.0 mL de etanol al 95 %. ajustar a pH de 5.0 con NaOH
0.1 N, vy completar a 4.0 litros con agua destilada mezclando vigorosamente

L

Mezcla de catalizadores K80, Mezelar 1.0 kg de K380, 160.0 g de CuS0,. 5SHEx0 v

10.0 g de selenic metalico. mezclar hasta su homogeneizacion

4. NaOH 10.0 N. Colocar 4.2 kg de NaOH en un votelién de vidrio de 10.0 L. Adicionar
4.0 L de agua destilada hasta su disolucién. Dejar que la solucion se enfrie. y decante
durante toda la noche protegiéndolo det CO;

5. Acido sulfiirico 0.05N estandarizado. Diluir 1.4 mlL de acido sulfirico concentrado a un

litto con agua destilada. Estandarizar con NayCOs seco. Pesar 0.230 g de sal y disolver

en 50.0 mL de 2gua. Agregar de 5.0 2 6.0 gotas de anaranjado de metilo o titular con el

acido. Caleular la normalidad segin la formula siguiente

peso NaCOs ¥ g i
N{H,S0,1= X
5% VH,S50, X1

Procedimiento: Colocar una muestra que contenga 10.0 mg de nimogeno (10.0 g para suelo
con 2% de materia organica, 5.0 g con un 4% v 2.5 con un 8% a 1.0 g para plantas) en un
matraz Kjeldahi de 800.0 mL y llevar un blanco sin muestra. Adicionar 11.1 ml. de Ia
mezcla catalizadora v 30.0 mL de 4,80, con. Iniciar el calentamiento del matraz en forma
lenta. Cuando cesen los vapores de agua y la espuma que se forman, aumentar la
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temperatura de digestién hasta aproximadamente 390°C y esperar que la mezcia aclare.
Deiar digerir a ebuilicién lenta por 5 h. Concluida esta fase enfriar el producto digerido.
Adicionar cuidadosamente al matraz de digestion 100.0 mL de agua destilada v agitar.
Enfiiar en el frasco Kjeldahl colocando bajo un chorro de agua fria. Transferir el liquido
sobrenadante a otro frasco Kjeldahl, teniendo cuidado de evitar el paso del residuo arenoso:
va que esto causa que el matraz salte duranie la ebullicién a que se somete el producto
digerido para destilar el amoniaco. Lavar el residuo solido det matraz de digestidn con
cuatro porciones de 50.0 mL de agua destilada. Colocar el frasco Kjeldahl con ei producto
digerido en el aparato de destilacién. En el wbo de salida de éste colocar un Matraz
Erlenmeyer de 500.0 mL provisto de 50.0 mL de la mezcla HysBOs - indicador, teniendo
cuidado que ef tubo quede sumergido en el liquido. Adicionar cuidadosamente al matraz de
destilacion colocado en un 4ngulo de 43¢ 130.0 mL de NaOH 10.0 N. de modo que Ja sosa
escurra por ¢l cuelio del matraz v se acumuie en el fondo de éste sin mezclarse. Conectar el
tubo con el tapon de goma. Previamente 2 la adicion de sosa es conveniente agregar perias
de ebullicién. Mezelar el contenido del frasco mediante un giro y comenzar la destilacion
comectando lz placa de calentamiento. Cerciorese que el agua del condensador esté
fluyendo y que el destilado salga a una temperatura inferior a 353°C. Destilar
aproximadamente 150.0 mL. Enjuagar el tubo de salida del condensador para la destilacion.
Titular el destilado con H;SOs empleando una bureta de 25.0 mi.. El indicador debe virar
de verde a rosa en su punto final de titulacion. E1 porcentaje de nitrdgeno se calcula
empleando la sigutente formula:

(Vm-VB] X NX 14
P X 10

N =

donde:

Vm = Volumen del dcido sulfitrico empleado en titular Ja muestra
Vb = Volumen de acido subfiirico empleado en titular i blanco

N = Normalidad exacta del dcido sulfiirico

14 = Peso equivalente del Nz

P = Peso de la muestra, expresadoc en gramos

10 = Factor para convertir en porcentaje
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A.1.5 Determinacién de carbono orgdnico fotal (Ortizy Ortiz, 1984)

Fupdamento: Este método se basa en la oxidacion hiimeda del carbon orgénico con
dicromato de potasio:

Co /0 + CelipO¢ ———» GC0, + 6e + 24H"

CrO,% + 14H 6= 20" + TH0

v la determinacion espectrofotométrica de la extincion de ios iones Cr'*. El caiculo del
contenide de carbono organico se realiza 2 wavés de una curva patrén elaborada con
glicosa.

Procedimiento: Se pesan entre 0.1 y 1.0 g de suels seco. ramizado ((2.0 mm) vy molido en
un mortero, se trasvasa a un matraz Erlenmeyer de 250.0 ml. Se agregan 10.0 mL de
disolucién de dicromato de potasio 2.0 Ny 10.0 mL de 1,504 con. Se colocan los
matraces en estufas a 120°C durante 90 mun. Se retiran las muestras de la estufa y se dejap
enfriar a temperatura ambiente. Después de este tiempo. se trasvasa la solucién con el suelo
a matraces aforados de 100.0 mL por medio de un embudo de separacion. se realizan
varios lavados con agua destilada y se afora. Se homogeneiza la muestra agitindola v se
vacia una alfcuota en los tubos de centrifuga. Se centrifuga durame 10 min a 2500 rpm
vaciando el sobrenadante en las celdas del fotémetro leyendo a una absorbancia de 578 nm
conira el blanco. Paralelamente a las muestras se elabora una curva patron pipeteando 0.5,
1.0, 2.0, 5.0, 10.0 y 20.0 mL de la dilucién 1:10 de una solucién patrén de glucosa en
matraces Erlenmeyer de 250.0 mL (equivalentes a 0.72. 1.44, 2.88.7.2, 144,y 28.8 mg de
C/100 mL) y se procede con ellos igual que con las muestras.

Calculos: La curva patron es graficada ( mg de C/100 mL en la abscisa y la absorbancia en
la ordenada) y las concentraciones equivalentes son leidas a las extinciones medidas.

mg de C/g de sueio = (mg de C/100 mL leidas en la curva) X % en peso de la muestia en
gramos

% de C orgénice = mg de C/g de suelo/10

% de materia organica = % de C organico X 1.724

El factor 1,724 resuita de que, en promedio, la materia organica contiene 58% de C
organico (100/58 = 1.724)
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A.1.6 Determinacién de textura (Método de Bouvoucos) (Ortiz ¥ Ortiz, 1984)

Procedimiento: Se pesan 35.0 g de suelo en vaso Berzelius de 400 ¢ 500 mL. Se agregan
10,0 mL de H,05 at 8% (previamente humedecido el suelo con agua destitada) mezelandoio
con un agitador de vidrio. La materia orgdnica es climinada en bafio Maria a no mas de
60°C hasta la eliminacion de la efervescencia. La muestra es secada agregando acetona.
Posteriormente. se pesan 50.0 g de suelo colocandoios en un vaso de batidora, agregando
10.0 mL det dispersante vy Henando el restc con agua destilada hasta la segunda ranura.
Agitar 10 min en batidora ( si es arcilloso 15. si es arenoso 5) y pasar a una probeta de 1.0
1. aforando con agua destilada. Agitar durante un mumuto con el agrtador manual para
homogeneizaric v dejar reposar 40 segundos. Tomar toma la primera lectura con el
hidrometro v anotar la temperatura. Dejar reposar la muestra durante 2 horas y proceder a
realizar l2 segunda lectura anotande la temperatura. Se realizan los célculos tornando en
cuenta la correccidn por temperatura para las iecturas

Formulas.

a) % de limos —% de arcillas = Primera lecrurai40™)X 100/g de suelo
b) % de arena = 100 - (% de limos ~ % de arcillas)

¢} % de arcilias = Za lectura (120™) X 100/ g de sueio

d} % de limos = (% limos + % de arciilas) - % de arciilas

Nota: Se calcula e} triangulo de texturas (% de arema. % de limo y % de arcilla) para
conocer la clasificacion.

A.1.7 Determinacién de fosforo disponible (Ortiz v Ortiz, 1984)

Fundamento: Este método se ha empleado como un indice de disponibilidad de fosforo en
suelos. La combinacion de HCl y NH,F esta disefiada para remover formas de P faciimente
solubles en acidos. fosfatos de calcio y una porcién de fosfatos de aluminio y de hierro. Ei
NH,TF disueive fosfatos de hierro y aluminio por la formacién de complejos con esto iones
metalicos en solucién 4cida. En general este meétodo ha sido mis adecuado en suelos
écidos.

Soluciones necesarias para esta determinacion
1, Fluoruro de amonic (NH;F), 1.0 N. Disolver 37.0 g de fluoruro de amonio en agua

destilada v diluir la sohicion a 1.0 L. Almacenar esta solucién en un envase de
polietilenc.
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("2

Acido clorhidrico (HCD, 0.5 N. Diluir 20.2 mL de HCl 2 un volumen de 500.0 mL con
agua destilada

Solucién extractora: Agregar 15.0 mL de NI F 1.0 Ny 25.0 mL de HCI 0.5 N 2 460
mlL de agua destilada. Esto da una solucion 0.03 N en NFLF y 0.025N en HCL Puede
mantenerse en vidrio por mas de un afio.

Cloruro estafioso (S8Ch 2Hz0), solucitn stock. Disolver 10.0 g de S$nCl; ZH,0 en 25.0
mL de HCI concentrado. Mantener Ja solucion en un envase de vidrio oseuro v preparar
una soluciéi. de preferencia, cada 6 semanas, Almacenar la solucion en el refrigerador
en una botella de poletileno para alargar la efectividad de reactivo.

Molibdato de amonic (NH3)6 MoNH, 4110. Disolver 15.0 g de moiibdato de amonic
en 350.0 mL de agua destilada. Agregar 350.0 mL de HCl 10.0 N al frasce lentamente,
con movimientos rotatorios. Enfriar el contenido a temperatura ambiente v agregar agua
para obtener un voiummen de 1 L. Almsacenar solucidn en botella de vidrio oscuro,
Preparar una solucion cada 2 meses.

Cloruro estandar de fosforo. Dilair 0.4393 g de KH;POsen 1.0 L de agua destilada. 1.0
mL de esta solucion contiene 100 microgramos de P. Preparar soluciones que
contengan de 1.0 a 10.0 microgramos de fésforo por mL. diluyendo alicuctas adecuadas
de ia solucion con agua destilada.

Procedimiento: Pesar 1.0 g de sueio en un tubo de ensaye de 16 X 175 cm, agregar 7 mL de

solucién extractora. Agitar durante | min. Filtrar el contenido en papel filtro Whatman No.

42. Si el filtrado no esta claro, volver a filtrar. Posteriormente, a 2.0 mi del filtrado.
agregar 5.0 mL de agua destilada y 2.0 mL de lz sohucién de molibdato de amonio
mezclando bien. Agregar 1.0 mL de la solucion diluida de cloruro estanoso y mezcle otra

vez. Después de 5 ¢ 6 minutos y antes de los 20 minutos. medir en un espectrofoidmetro a
660 mm .

Se prepara una curva estandar incluyendo 2 mi de solucion extractora en un intervalo de
0.1 2 1.0 pg de fosforo/ mL.

Calculos

ppm de P en sueio = ppm de P en solucion X 35

Notas: Los valores de esta prueba son interpretados en general como sigue:
(3ppm. muy bajo; 3 a 7 ppm, bajo: 7 a 20 ppm, medio; }20 ppm. alto,
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Tabla A. Resnltados del anslisis fisicoquimico del snelo testigo y contaminado de
Minatitian, Ver.

T

Determinacion | Suelo testige | Promedio {(a) | Suelo Promedio {a} I
i | contaminade | |
i 1y5.82 o 1 D360 o os |
iHumedad 210,86 9.90 L 2)36.93 | 36.77 l
irelativa { %) 310,30 3)37.28 ! ‘
. |
‘ 5 2 1)503 5 - 0912 ‘1)440 o= 52!
' Valor de pH 2} 4.90 | 5.00% 2)3.93 420 i
"{activo) 3)5.20 ‘ 311434 ‘ ai
] : . 18T R
' Densidad real j [2))22.105 | 2.059%°% 2% 0.98 1.06 =7 |
i !
; . 1)8.77 coat 043 | 1) 14.34 o oz 004
Materiz ! 2765 | 835 M0 14.39
orgdnica (%) - 31893 \ | 31445
: i ‘ | *
. 17493 | ezooe | 139.04 o= 001
.Carbono {%) 2)4.89 V497 ![ 2)9.06 9.06
| 3)5.00 ll L 3)9.08
‘ |
e 1008 | coox | 1)0.05 ox 008
- Nitrdgeno (%) 210.06 t 0.08= | 2)0.07 0.06
‘ 3001 L 3006
i * i
- H 170.48 o= 003 1}048 ; g+ GODL
Fosforo 2)0.55 0.51 2)0.49 b 0.48
H(mg/L) 3)0.50 3049
: i
| i | . !
i Text %o de arena % de arena ‘
 Lextara 1)81.80 81.84°= 0%
2)81.84
} 3)81.90
| \ % dearcilia | %de arcilla ]
; nisid 1516 0% |
\ D152 |
31515 |
% de limo ’ % de limo
281 | 3007
2)2.93 :
| 1333 |
i |

() Promedio de tres determinaciones; o = Desviacifn estindar
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Tabla B. Parametros regueridos para ia obtencién de espectros de IR en fase gaseosa

Compuesto | Cantidad | Conceniracién | Temperatura | Temperaiura ﬂ

3inyectada§ ‘ppm1} del horne de Is interfase |

| | {ub) | | cromatografice del IR “

i nafialeno L2000 2500 { 150°C 200°C E

1 : d

i acenafteno 20 | 2500 | 150°C 200°C i

I _!_ | i

fluoreno 20 2500 ’r 200°C 230°C |

. ! _‘

 fenantreno 49 2500 ‘ 200°C 230°C l

“fuoranteno l A, W0 | 20C 60°C |

“pireno (a0 kw0 | 20 | 260°C |

! ; | :

. criseno \ 40 2500 I T=100°C < 260°C

1 { ‘r | 3=50min |
i i & P H
| ! b Tp=300°C l
I | ] t,=20°C/min |

| benzo(a) antraceno P40 2500 | Ti=[00°C | 260°C f

] | t=s5.0min | |

‘ | T,=300°C | |

, : =30°C/min__| B

dibenzo(, hjantraceno | 4.0 2500 T=100°C | 260°C I
| i £;=3.0 min \
| 1 { T,=300°C |
. | } ;=50 min |

donde: T\=Temperatura inicial, t;=tie
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Continuacion del ANEXO 2
Espectros de IR de los hidrocarburos arowmaticos policiclicos en fase vapor v condensada
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Continuacion del ANEXG 2
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ANEXO 3

Datos para obtener Iz curva de ealibracién de 9 hidrocarbures arométicos policiclicos

naftaleno
Comcentracion | 4rea | Ordepads: Pendiente | Coeficiente
(ppm) de
correlacidén
10 43999 -2282 4028.96 | 0.99233276
20 71439
30 114449
40 163561
| |
acenafteno
Concertracion | 4srea | ordenada | pemdiente | Coeficiente
{ppm) de
correfacién
i 52262 342 5013.95 10.59479547
20 99345
Elt] ;140267
40 | 205753
fluoreno
Concentracion | érea | ordenzda | pendiente | Ceeficiente
de
correfacion
10 59634 -5297 57493 | 0.99285833
20 97901
30 162444
40 220763
fenantreno
Concentracidn | 4rea | ordepada | pendiente | Coeficiente
(ppm) de
correlacion
i0 60701 -i608.5 | 5773.66 | 0.99317506
20 112934
30 159744
40 237353
fiuorantenc
Coneentracion | 4dres | ordemads | pendiente | Coeficiente
(ppm) de
correlacicn
10 62393 4781 6143.58 | 0.99584997
20 113264
30 171965
40 247612
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pirgno
Coucentracion | 4rea | ordenada i pendiente [ Coeficiente
(ppm) | de
|- correlacion
1 65567 { -3698 ( £543.07 | 099880376
20 121333 § |
30 | 152932 |
40| 259743 | ]
lériseuo
Concentracién | 4rea ; ordepada | pendiente | Coeficiente |
(ppm) ; de
| i correlacion
19 | 60252 | 17520 | 587424 |0.97401142
20 1 159960 | T
30 191904 | |
40 243415 | |
ibenzo(a)pireno
Concentracién | arez | ordenada | pendiente | Coeficiente
(ppm) f de
! ; corretacién
I 10 55700 | §909.5 | 5077.64 | 099786447
i 20 116393 | i ]
D 161335 | i |
40 | 209974 | | 1
dibenzo{s, i} aptracene
Conceniracién | #rea | ordenads | pendiente | Coeficiente
{(ppm) L de
| correlgcion
10 50640 | -832.3 | 5377.08 | 0.59938882
20 109658 |
30 161477 | |
10 212603 |} ]
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ANEXO 4

Espectros de masas de ios estandares empleados v de gases-masas de lag cinco
fracciones cromatoprdficas de Minatitidn, Ver.

Los espectros de masas de los nueve estandares empleados se obtuvieron & partir de la
base de datos NB575KL de la biblioteca interna del programa (“software™) del equipo de
gases-masas, con la finalidad de observar los patrones caracteristicos de fragmentacion
presentes en estos compuestos. Por otro lado, las condiciones que se manejaron para &
obtencion de los espectros de gases-masas tanto de los estandares de manera individual,
como de las cinco fracciones cromatograficas de Minatitlin son mencionados a
continuacion.

a) Pardmetros empleados en el cromatograjo de gases

1[Pm-éimnetms Valores
leongitud de columna: 30m

!

E Didmetro de columna: 0.250 mm

(Gas acarreador: He

iPresién: 4.89 bar (7.1 psi)
!‘Flujoz 1.0 ml/min
Velocidad: 36 cnys
Temperatura del inyector: 270°C
Temperatura dei detector: 280°C
i%Ll‘empera‘tura méxima del horno: 270°C
Temperanzra de equilibrio del homo: 0.50 mint i
i}arﬁcién (split): 25

E Volumen de inyeccion: 0.2 ul ]




“Rampa” de Temperatura

Parametros Valores
| Temperatira | 130°C
Tiempo, 0 min ﬁ
Gradiente | 8°C ]
Temperaturay 245°C l
Tiempos 0 min |
Gradiente 2 s°C }
Temperaturas 270°C {
Tiempos 20 min _IE
| Gradiente 3 2°C ;

b} Parametros de operacion empieados en el espectrometro de masag

Modo de operacion: | Barrido completo (Full scan)

N S

fModo de fonizacién: | Electroimpacto. (ED)

| Multiplicador- 1450 volts
L

Il
I Retardo de disoivente: | 4.0 min

1
SMasa imicial: 15 UMA
iMasa final: 350 UMA

i Fuente de inveccion: Manual

Los espectros de gases-masas de los nueve estandares empleados durante la
investigacion presentaron buenas abundancias v definiciones espectrales. con lo cual se
procedié a realizar la idemtificacion de los compuestos de interés en las fracciones
cromatograficas. En la fraccion uno ne se logro idemtificar a ningin HAP, debido a que
las abundancias presentadas se encontraban a nivel def rnudo (sbundancia menor a 200),
ademis de que de antemano se sabia que en ella era muy probable encontrar compuestos
no polares. En Ia fraceidn dos, se identificé con ia ayuda de una comparacion especiral
de Ia biblioteca (especiroteca) interna del programa por regiones de intercs a parafinas
lineales v 2 un HAP sustituido como es el 2,3,5-trifenilfenantreno identificado. La
fraccidn tres fue en donde se encontraron 4 HAP, fenantreno, fluoraateno, criseno y
benzo(a)pireno, con buenas abundancias y, finalmente, en las fracciopes 4y 5 aparecié
el patron de fragmentacion caracteristico de los fialatos. los cuales son contaminantes
presentes en materiales plasticos.
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Continuacion del ANEXO 4
Kspectros de masas de los estandares empieados

| Advumiccon radiniae @ 1% ] scomatiies. &) 4
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Espectros de mavas de ln mezcla de 9 estindares de hidrocarbures oromatices policicicos: {2} maftaleno, {b)
acenafiens, (¢} Suorens (&) fepantrene, {¢) fmorantens, (f) pircne
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perator "
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ample Name: 2
1isc Info

/ial Number: 1

N
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LTCHEMAZ L CATANGENERALNZS0S8S\ESTANDAR . O
a

Yay $%  12:17 pm using EcgMethod PACTC.M
FAM'S & 200 ppm 25/111/99
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sbundance Ton 128.00 [(127.50 vto 128.50): ESTANDAR.D
| 5_55
. t MNafialeno
50000 -
kil
i
| . e ———
Tipe--» £.27 8 00 -n.00 12.00  1£.00 16,80 12.40
~burdance Ton G84.C0 {153.50 to 154.5G): ZSTANTAR C
: 1G,43
I 21200 -
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: )
‘ I
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!
5
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200G “
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i ié
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File C:A\EPCHEM\ 2\CATA\GEKFRAL\Z605%5\M1.D
Operator JASA
Acguired 26 May 99 11:00 am using AcgMethod PACO.M
Tnstrument 5871 - In
Sample Name: Fraccidn 3 21/%/c8
Misc Info
Vial Number: 1
Arbundance Ton -£6.00 (165.50 to 166.50): M1I.D
| | N | |
1 100 A i k | | i
) , . | .

| : | ; o ;
! 0 ! 14 |M i ! 1 :
Time-~»10.00 is. 20.00 25.00 30.0C 35.20 i
',»«.Dunclance 178.00 (177.%0 to 178.80): M1.D

1 , “l ‘ Fenantreno Q (25) “

200 I AT, g it
I!' * Hb i
\] E! m ! | ;“E'T I ‘g‘ i

o .- ;____uL‘.:, LRIE a0 ﬁ:lﬁlf A N
Mime-->10.00 15.00 20.00 25.00 30.C0 5.C2
Louncance Ion 202.00 :201.%0 to 202.506): M1.D

1000 1F058122,98
o). .58
z 3433 2L-1 d Fluoranteno {1998) Q (38)
‘ L gm 9 .

[o RS 1l *j F‘i rf Nl’“ﬁ‘ﬁ'ﬁﬁ{’m.l oo
Time-->10.00 15.00 20.00 25.00 30.C0 35,702
REundance Ton Z28.00 1227.50 to 228.50): ML.D ‘,

2000 25135 !
L Criseno Q (60) i

SV S S A._AML‘LM ﬁ.\ﬁfhaMA-Lulx Lo P e — !
LLme--»10.00 15.00 23.00 25.00 20.00 3500
~bundance Ion 252.00 :251.%0 to 252.858): M1.D

) 321'(}4 ,
BenZO(a}plrenoQ (59) !
500

o T Auﬁl’.ﬁiﬁ i.iﬁﬂliukﬂll-- ioai hu LHLuJﬂJ I A —
Time~->10.00 15.00 20,00 25.00 30.00 35.02
Rbundance Ion 278,00 (277.50 teo 278.50): M1.D -

200 -
i
! T } SR g
. i ,.

o IR TINEE | |
Time-->10.00 15.00 20,00 25.00 30.00 35 .03
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File
Cperator
Acqguired
Instrument
Sample Name:
Misc Info
Vial Wumber: 1

in

C:\EDCHEM\ 2\DATA\GENERAL\260595\M1.D
JASE
26 May 99
S371 -
Fraccion 3

11:00 am using AcgMethod PACO.M

Bbhundance

3001

4

200

alexir w o Lo

Ion

128.00 (127.50 to 128.,50): M1.D

4
0 -

Time--> 6.

~
e

8.00

. ) . : 1
10.0C 12.00 14.00 16.00

Abundance

1 100 -

E
?

Ion 154.00

(153.50 to 154.50C):

|
]

] .
L O <
ime--»> G .

10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 27

.60 22.00

&y B.00
nblundance Ton 166.00 (165.50 to 166.50): M1.D
<50 - l .
7 ‘ v ;
100 - !}} ?}.{ h; Iﬁﬂ
: i U
5Q 4 w[ .
1 Al
. | - i b
Time--> 6.00  8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18. |
rhundance Ion 178.00 (177.50 to 178.50): M1,
300 - i !
2004 ) J P JQAJ,
; A R A ﬂ‘#‘i
100 ] IREER Y i
: l -i 'w ! g R
ot~ - B IR | O 1 S R 4L 15 R L
Time--> 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 25.00 22.00
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File
Cperator
Acgquired
Instrument
Sample Name:
Misc Info
Vial Number: 1

: JASA

5571 - In
Fraccion 3

C: \EPCHEM\2\DATA\GENERAL\260599\M1.D

26 May 59 11:00 am using AcgMethod PACO.M

Rbundance

1

36000 -
:

34000{
32000@
300005
28000%

26000 -

24000
22000 -
20000 -

18000

16000 -
14000 -
12000 -

10000 -

' {
8000 - I
{

6000l L

4000 mﬁﬁw #

2000

.
Bl

0--————————

5.00 20.00

Time--> 15.00

TIC: M1.D

20.62B.00

v
-
.

20.00

25.00

e ———

30.00

- y—— ——

35.00

J

£0.20 e
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Obtencidn de espectros de emisidn por {lnorescencia

Los espectros de emision de los nueve HAP observados de manera cualitativa. fueron
obtenidos con la finalidad de comparar el nimero de bandas observadas y la complejidad
espectral presentada al realizar tinicamente Ia técnica de emision, en vez de la de sincronos
de excitacién. Para obtener los espectros de emision de cada estdndar se ajustd tanto ia
longitud de onda de excitacion, como la de emisién conforme lo indicado en el método
IMP-QA-610 empleado para la estimacion de la concentracién total de hidrocarburos
aromaticos disucltos en agua, sedimentos v suelos, establecido en el IMP. Cabe mencionar
que la sensibilidad, rapidez y facilidad de manejo de muestras hacen que la técnica de
espectrometria de fluorescencia sea reconocida como una excelente opeién para determinar
compuestos fluorescentes en las matrices ambientales mencionadas. La sensibilidad del
método es de 0.002 ppm, v el limite mAximo de medicion es de 1000 ppm. Las aberturas
(“skits™) que se manejaron fueron de 5. Los estandares previamente disueltos en etanol y
tolueno se evaporan z sequedad con N y, posteriormente, todos los estdndares son
resuspendidos en hexano. Se realizan diluciones hasta obtener concentraciones pertinentes
que entren dentro de ia escala de intensidad de 0 a 1000 y se¢ procede a dar lectura a las
muestras en el espectrémetro de luminescencia LS-S0B (Perkin Elmer). Las 5 fracciones
cromatograficas se cuantifican por medio de una curva de calibracion realizada bajo cinco
concentraciones conocidas de mezclas de los nueve estandares (0.72, 1.44. 2.16, 2.88 y
3.60 ppm), con una longitud de onda de excitacion de 310 nm y una longitud de onda de
emision de 400 nm.
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Continuacidén def ANEXD 5
Espectros de emision de naeve hidrocarburos arométicos peliciclicos

1
-G 3 ‘/

3500 350 fei=1s } 400 420 440 480 4B SC0.5

758 b)

7o |

3sp0 380 280 400 20 qaC 450 480 S00.5

<

InT 15 |

3500 380 &0 430 420 480 4580 L= SL0.S
<]

Espectros de emision en hexano del (2) nafialeno , {b) acenafteno, (<) fluorenc. La longitud
de onda de excitacidn en todos los casos fue de 310 nm y ¢l intervalo de emisién espectral
fue de 350-550 nm



Continuacion del Anexo 3

s7ag a4y
350
a0g |
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1mJ
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35060 350 350 A00 420 420 460 150 s00,5
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1
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3=0,0 380 380 400 520 440 450 ag0 500.5
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Cont. de los espectros de emision en hexano del (d) fenantreno, (¢) fluoranteno, (f) pirero.
La longitud de onda de excitacion en todos los casos fue de 310 nm y y ¢l intervalo de
=mision espectral fue de 350-550 nm
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Contintacién del Anexo §

243 _ Ex

{‘m
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Cont. de los espectros de emision en hexano del {g) criseno, (h) benzo(a) antraceno, (1)
dibenzo(a, h)antraceno. La iongitud de onda de excitacion en todos los casos fue de 310 nm
vy el intervalo de emisién espectral fue de 350-550 nm
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Fi Concentration resuits
Generated on 07-30-1959
at time 12:57:01

Cileglos para conocer la concentracign de caga una

P P

uc }m

fracciones cromatogrificas def sueio de minatitidm, Ver.

nnnnnn A AR A AR IR RN IS

Measurement conditions

RrREEI R

Method:C:\FLWINLABWETHODS\CRISENO.MTH

User name: RGG
Comments: METODO PAH

Ex. wavelength {(nm): 310
Em. wavelength {nm}: 400
Ex. siit (nmy): 5
Em. slit (nm); 5
integration fime (s): 1
Em. filter: 390 cut_off

B LA s L T L e a2l e s e e 2 e bt )

Reference sampie results

St

(megf)  Intensity
phat 720 89,015
oha3 1440 169,137
phab 2180 234,847
pha? 2880 300
phad 3800 366,883
Fit equation Y=MX+C
Siope 3,095
Intercept 26,087
Correlation 0,9981
Unknown sample restitts
Concentration range limits
Low level:
High level:
SAMPLE {megh Intensity
SUE MIN TPH's 933,06 115,02
Fracc 2. mina (31-3) 1.595,00 178,11
fracc.2sus min(264)  1.517,48 170,72
fracc 2.sue IMP 3/10  1.167.68 137,38
FRACC 3 mina 745,71 9717
frace.5 minz vigj 1.143,06 135,04
fracc.B mina viej 2.174,82 233,37
Estandar 1440mg/l 142711 162,108

mi nex.
30
10
10
30
10
10
5

1
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af.

25
25
25
25
10
25
25
1

alic.

0,1
0,1
0,1
0.1

G5
0,1
1

af. aiic. g.suelo conc.ppm

O S R N R N O

10
5

-h NPT OY N

17.484,80
265834
7.587,47
5.838,30

14,81
114,31
543,71
1,43



ANEXQ 6

Espectros de sincronos de excitacién de nueve hidrocarbures aromaticos policielicos ¥
de las fracciones cromatograficas

Los espectros de los sincronos de excitacion de los estindares se obtienen preparando los
estandares a unz concentracién conocida de 2300 ppm en etanol, (Unicamente ¢l criseno y
el dibenzo(a, h)antraceno son disueltos ent toluemo) ¥ realizando diluciones pertmentes
hasta que cada uno de ellos entre en el intervalo de intensidad de 0 a 1000. Los
monocromadores del espectrometro de luminiscencia LS-50B  (Perkin Elmer) se
sincronizan a una diferencia de longitud de onda de excitacion de Ah= 3 nm y con aberturas
(“slits™) de 5. Los compuestos son excitados a una longitud de onda de excitacién de
230 nm. iz lectura de emisidn es tomada 2 600 nm. Para las mezelas de compuestos se
realizan pruebas de acierto y error realizando mezcias entre ellos. basta Ia obtencion de
mezclas “ideales” en donde se observen de manera cualitativa las regiones en que aparece
cada uno de los estandares de manera constante para contar com un margen de
confiabilidad. Una vez identificados los intervalos de longitudes de onda en que los
estandares aparecen. s¢ realizé un experimento adicional, (respetando los pardmetros de
operacion establecidos previamente en el equipo} donde Unicamente se cambio el
disoiverte (de etanol a hexano) observandose un ensanchamiento de las bandas y un
aumento de elfas, por o que se optd irabajar los experimentos uiteriores en etanol. Para
CONOCET 2 {0 cOmpuestos que se encontraban en las cinco fracciones cromatograficas el
disolvente de origen es evaporado ¥ las fracciones son resuspendidas en etanol. Para la
identificacion espectroscopica de las mismas se empiean los mismos parametros  que los
estabjecidos para la obtencion de los estindares de manera individual. A continuacidn se
exponen los sincronos de excitacion tanto de los nueve estandares de manera individual,
empieados durante el desarrolio experimental, como las mezelas ideales obtenidas en etanol
durante pruebas de ensayo y error ademds de las mezclas obtenidas realizando ¢ cambio
del disolveme.

83



Contrnacion del ANEXG 6
meroncs oe excltacion de nueve hﬂdmwmwm aﬁ"@méﬁms poticiclicos
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Continuacion dei ANEXCQ 6
Sineronos de exciacion de mezelas de estandares ea etanol

Mezca de & HAP ineftalens, fluorens, fenanweno, dibenzofa,hjantracens)

1
: i AOMBRE ol LONGTED W CONCpmi FLUGRE
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) / v \x 7 &7
Gl f! %
N DIBENZCia RANTRACEND : wom o8
st0 10 0 w0 a0 oo LITE 1}
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