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RESUMEN

RESUMEN
Los hidrocarburos aromaéticos policiclicos (HAP) son compuestos organicos hidrofébicos,
clasificados como contaminantes prioritarios del medio ambiente. Los HAP se encuentran en el
petroleo crudo, por lo que pueden contaminar el suelo por derrames de 6leo en sitios con actividad
petrolera. Por esta razén, es importante contar con metodologias analiticas sensibles, selectivas,
reproducibles y robustas, que permitan realizar estudios sobre la permanencia y destino de estos
compuestos en el medio ambiente. En el presente trabajo de investigacion, se desarrolld, optimiz6 y
valid6 una metodologia por cromatografia de gases con temperatura de vaporizacidén programada e
inyeccion de volimenes grandes (GC-PTV-LVI, por sus siglas en inglés), para realizar un estudio
de la cinética de sorcion de HAP de diferente peso molecular sobre cuatro tipos de suelo del sureste
de la Republica Mexicana, con diferente contenido de materia orgnica (MO). A partir de la
aplicacion de la metodologia desarrollada se logro la correcta identificacion y cuantificacion de los
compuestos de interés en las diferentes muestras de suelo estudiadas, lo cual permitié generar
informacion acerca de la sorcion de los HAP en esta matriz. Se obtuvieron limites de deteccion
entre 9y 12 ng g de suelo para los seis HAP en estudio, asi como una adecuada precision con C.V.
menores al 19 % y recuperaciones entre 61 y 96 %. El estudio cinético mostr6 que la sorcion de
HAP en suelos con alto contenido de materia organica (MO), se lleva a cabo en dos etapas, las
cuales se ajustaron a un modelo cinético de primer orden. En la primera etapa ocurre una cinética de
sorcion rapida, seguida de una segunda sorcion mas lenta, como lo demostraron las constantes de
velocidad calculadas a partir de los resultados experimentales obtenidos. Ambas etapas de sorcion
presentaron una correlacion aceptable (R?> 0.90) con el modelo cinético de primer orden propuesto.
Por otra parte, por medio de las constantes de velocidad y de los coeficientes de reparto Ky
obtenidos a partir de los datos experimentales, se demostr6 que la MO acelera e incrementa la
sorcién de estos compuestos en el suelo, lo cual disminuye su movilidad y en consecuencia su

capacidad de migracion y su biodisponibilidad hacia los seres vivos.



ABSTRACT

ABSTRACT

The polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) are hydrophobic organic compounds classified as
priority pollutants of the environment. The PAHs are found in crude oil, which can contaminate soil
from oil spills at oil industry sites. For this reason, it is important to have analytical methodologies
sensitive, selective, reproducible and robust that allow to study the persistence and fate of these
compounds in the environment. In the present research work a methodology by gas chromatography
with programmed temperature vaporization and injection of large volumes (PTV-LVI-GC) was
developed, optimized and validated, to study the sorption kinetics of PAHs of different molecular
weight on four soils of southeastern Mexico, with different content of organic matter (OM). A
correct identification and quantification of the compounds of interest in the different soil samples
was achieved by application of the developed methodology, which allowed to generate information
about the sorption of PAHs in the soil samples. Detection limits between 9 and 12 ng g™ soil were
obtained for the six PAHs under study as well as adequate precision, below 19 % and recoveries
between 61 and 96 %. The kinetic studies showed that HAP sorption in soil is carried out in two
stages, which were fitted to a kinetic model of pseudo-first order. In the first stage fast sorption
kinetics occurs followed by a second slower sorption, as demonstrated by the calculated rate
constants from experimental results. Both sorption stages showed a good correlation (R*> 0.90)
with the proposed model of pseudo-first order. Moreover, the rate constants and K partition
coefficients obtained from experimental data showed that the OM accelerates and increases the
sorption of these compounds in soil, while their mobility decreases and consequently their

migration ability and bioavailability to organisms.
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INTRODUCCION

En México, la Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al Ambiente en su
articulo tercero, define como residuos peligrosos a todos aquellos residuos en cualquier estado
fisico que por sus caracteristicas corrosivas, toxicas, venenosas, reactivas, explosivas, inflamables,
biolégicas infecciosas o irritantes representen un peligro para el equilibrio ecolégico o para el
medio ambiente, de manera anéaloga, a nivel internacional, la Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos (USEPA, por sus siglas en inglés), la Comunidad Econémica Europea (CEE), la
Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo (OCDE), entre otros organismos, regulan la
presencia de sustancias toxicas en el medio ambiente.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), son considerados contaminantes
persistentes y prioritarios para el medio ambiente (agua, suelo y aire) debido a su elevada toxicidad
y a sus comprobados efectos mutagénicos en seres humanos y animales, ocasionados entre otras
causas por su elevada estabilidad quimica y, por tanto, su capacidad de bioacumularse en
organismos vivos, de tal forma que es importante conocer su movilidad y destino en los diferentes
compartimentos ambientales. Los HAP se encuentran en el petréleo crudo en concentraciones entre
20 y 2000 mg Kg™* [1]. La contaminacién del suelo con estos compuestos puede ocurrir por
deposicion atmosférica asociados a las particulas suspendidas totales en aire (PST), o bien por
derrames de petréleo en sitios con actividad industrial y del sector petrolero [2]. Cuando ocurren
derrames de petrdleo crudo sobre grandes extensiones de suelo, parte del producto derramado pasa
a la atmosfera rdpidamente por evaporacion (fraccion voldtil); sin embargo, los compuestos
semivolatiles y de alto peso molecular permanecen en el suelo por mayores periodos de tiempo, por
lo que establecen mas interacciones con la materia organica (MO) nativa del suelo. La magnitud de
dichas interacciones define su movilidad, biodisponibilidad y destino en el medio ambiente [3,4]. El
término sorcion se utiliza cominmente para referirse a la retencion de un compuesto especifico en
una matriz ambiental compleja (suelo, sedimento, lodo, etc), donde es practicamente imposible

diferenciar los fenémenos de absorcion (inclusion al interior de la matriz) y adsorcién
2



INTRODUCCION

(interaccién superficial con la matriz), asi, por convencién, dicho término abarca ambos aspectos
(sorcién = adsorcion + absorcion). Por otra parte, en casos de contaminacién por hidrocarburos de
la fraccion media y pesada del petréleo (donde se encuentran presentes los HAP) sobre areas de
suelo cercanas a cuerpos de agua, la retencion o movilidad de estos compuestos toma un papel ain
mas importante, ya que si los compuestos no son sorbidos (retenidos) por la MO, las posibilidades
de migracion vertical u horizontal (distribucion espacial), o bien procesos de lixiviacién hacia
cuerpos de agua naturales es elevada, aumentando asi el impacto negativo al ecosistema y el riesgo
al medio ambiente e incluso a la salud de la poblacién que pudiera consumir agua u organismos
acuéticos contaminados con estos compuestos [4-9].

Por lo tanto, el objetivo general de la presente investigacion fue el desarrollo, la
optimizacién y la validacion de una metodologia analitica por cromatografia de gases con
temperatura de vaporizacion programada para la inyeccion de grandes volimenes de muestra (GC-
PTV-LVI, por sus siglas en inglés), que permitiera realizar un estudio de la cinética de sorcién de
los HAP en cuatro diferentes suelos del sureste de la Republica Mexicana; evaluando el efecto del
contenido de MO y la adicion de carbonilla sobre el proceso de sorcion de HAP en los suelos, y de
esta manera, generar informacion acerca de su movilidad y posible destino en el medio ambiente.
Para el desarrollo experimental se eligieron compuestos representativos del grupo de los HAP
(HAP-nativos y Alquil-HAP), asi como compuestos aromaticos policiclicos azufrados vy
nitrogenados (S-PAC y N-PAC respectivamente, por sus siglas en inglés), los cuales también son
componentes del petrdleo crudo. Los compuestos elegidos abarcaron estructuras pericondensadas y
catacondensadas, asi como un intervalo amplio en cuanto a peso molecular y nimero de anillos
aromaticos (de 2 a 6). Las diferencias estructurales y fisicoquimicas de los compuestos aromaticos
policiclicos utilizados, asi como el diferente contenido de MO de los suelos y la adicion de
carbonilla, permitieron evaluar y concluir sobre la influencia que tiene el carbono organico en la

sorcién de éstos compuestos en los suelos estudiados desde un enfoque cinético y termodinamico.
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HIPOTESIS

1.- Dada la baja concentracion de contaminantes en matrices ambientales complejas como lo es el
suelo, mediante el desarrollo y optimizacion de una metodologia analitica de alta sensibilidad y
especificidad utilizando la inyeccion de grandes volimenes por cromatografia de gases con
temeperatura de vaporizacion programada (LVI-GC-PTV, por sus siglas en inglés), sera posible la
cuantificacion de compuestos aromaticos policiclicos en suelos a niveles de trazas y de esta manera

realizar un estudio de sorcidn de este tipo de compuestos persistentes en el medio ambiente.

2.- Debido a la elevada afinidad de los compuestos aromaticos policiclicos por la materia organica
nativa de los suelos, la cinética de sorcion de estos compuestos asi como sus coeficientes de
distribucion Kd y Log Koc, se veran modificados en funcién del contenido de materia organica de
cada suelo y podréa evaluarse la influencia del carbén negro mediante la adicion de carbonilla a los

suelos.

3.- Un mayor contenido de materia orgénica, asi como la adicion de carbonilla a los suelos
estudiados, debera favorecer la no linealidad del proceso de sorcion de los compuestos aromaticos
policiclicos en los suelos, al aumentar la heterogeneidad del los sitios activos para la sorcién de los

compuestos estudiados y de esta manera aumentar posiblemente su retencion.



OBJETIVOS

1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una metodologia analitica por cromatografia de gases con temperatura de
vaporizacion programada para la inyeccién de grandes volimenes de muestra (GC-PTV-LVI, por
sus siglas en inglés), para realizar un estudio de la cinética de sorcion de HAP en suelos de la
Republica Mexicana con diferente contenido de materia organica y evaluar la influencia del carbon
negro mediante la adicion de carbonilla, con lo cual se podra obtener informacion acerca de su

movilidad y posible destino en el medio ambiente.

1.2 OBJETIVOS PARTICULARES

» Obtener muestras de diferentes suelos no perturbados susceptibles a ser contaminadas por
derrames de petroleo crudo en zonas con actividad petrolera.

» Caracterizar las muestras obtenidas, determinar textura y contenido de materia organica.

» Diseflar los experimentos necesarios para la fortificacion de las muestras con
compuestos representativos del grupo de los HAP (condiciones experimentales, tiempo
de contacto para los experimentos cinéticos, niveles de fortificacion, etc)

» Desarrollar, optimizar y validar una metodologia analitica por cromatografia de gases con
inyector PTV, para la cuantificacion de los HAP en las muestras de suelo, utilizando la
inyeccion de grandes volimenes (LVI por sus siglas en inglés).

» Realizar la validacion de una metodologia por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas para la cuantificacion de los HAP en las muestras de suelo.

» Realizar un estudio cinético de sorcion de HAP, S-PAC y N-PAC en los diferentes tipos

de suelo estudiados, con el objeto de conocer la velocidad de la sorcion de estos
5
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compuestos en funcion del contenido de materia organica y la adicion de carbonilla a
dichos suelos.

Determinar los coeficientes de distribucion Ky y K, para los compuestos de interés en
cada tipo de suelo estudiado, en funcion de su contenido de materia organica y mediante
la adicion de carbonilla, y asi conocer la intensidad de la sorcidén de estos compuestos

una vez alcanzado el equilibrio.



ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES

2.1 Composicion del petréleo

La industria petrolera genera mezclas de hidrocarburos con una gran variedad de
caracteristicas quimicas. Los combustibles provenientes del petréleo pueden contener miles de
hidrocarburos de diferente naturaleza quimica. La proporcién y composicion varian de acuerdo a su
origen, almacenamiento, refinacién y alteracién por condiciones ambientales. Los compuestos que
se obtienen al fraccionar el petrdleo crudo pueden clasificarse en tres principales grupos, de acuerdo
a su solubilidad en disolventes organicos: hidrocarburos saturados, hidrocarburos aromaticos y
resinas o asfaltenos [1]. Los hidrocarburos saturados estdn compuestos por alcanos lineales, alcanos
ramificados, cicloalcanos y compuestos nafténicos, son los compuestos predominantes (40- 60%)
en el petréleo. Los hidrocarburos aromaticos incluyen los aromaticos simples, los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP), naftenoaromaticos y normalmente, los compuestos ciclicos de
azufre (tiofenos) y nitrogeno (carbazoles), los cuales representan entre el 20 y el 45% del total de
los hidrocarburos. Por lo regular, en los aceites crudos, los compuestos aromaticos formados por
uno y dos anillos predominan por encima de los compuestos policiclicos de mayor nimero de
anillos aromaticos. Las resinas y asfaltenos, formados entre otros componentes por la fraccion de
hidrocarburos policiclicos de alto peso molecular, entre los que se incluyen atomos de N, Sy O,
constituyen los extremos pesados del petréleo y deben considerarse como los miembros naturales
de alto peso molecular de las series aromaticas y naftenoaromaticas; este grupo representa del 10 al

30% de los hidrocarburos [1,4,10,11].

2.2 Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP)

Los HAP son contaminantes importantes del aire, agua y suelo, se generan en cantidades
considerables en la produccion de derivados de alquitran de carbon, asi como en la combustion

incompleta de madera, combustibles fdsiles y materiales organicos en general [4,12-14]. Los HAP
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son parte de la fraccion aromatica del petréleo crudo y pueden contaminar el agua y/o el suelo como
consecuencia de derrames durante la explotacién de pozos petroleros, almacenamiento, transporte y
refinacién del petroleo [10]. En varias zonas de México con actividad petrolera, principalmente en
el sureste (Veracruz, Tabasco, Campeche), se han suscitado derrames de petréleo crudo sobre
extensas areas de suelo y cuerpos de agua, vertiéndose en consecuencia una importante cantidad de
estos contaminantes a los diferentes compartimentos ambientales (suelo, agua y aire). Por lo
anterior, es importante generar informacion acerca de la sorcién de este tipo de compuestos en los

suelos afectados.

Cuando se presentan derrames de petréleo crudo sobre un suelo determinado, parte del
producto derramado desaparece por evaporacion, dispersion y degradacion microbiana,
dependiendo de las distintas fracciones del petr6leo; por ejemplo, los compuestos volatiles
presentes en la fraccion ligera, rapidamente son liberados a la atmésfera [15,16]. Sin embargo, esto
no ocurre con las fracciones mas pesadas (compuestos semivolatiles y no volatiles de alto peso
molecular), dentro de las cuales se encuentran hidrocarburos de tipo alifatico y aromatico,
incluyendo los HAP, de los cuales 16 compuestos son considerados contaminantes prioritarios y se
encuentran regulados por la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (USEPA), la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Comunidad Europea (CE), debido a su elevada
toxicidad y efectos carcinogénicos para el ser humano y animales [17,18]. En la Figura 1, se ilustran

las estructuras de estos contaminantes.
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Figura 1. Estructura quimica de hidrocarburos aromaticos policiclicos regulados por la USEPA.

En México, se han aplicado diversas metodologias para la determinaciéon de HAP en
diferentes matrices bioldgicas y ambientales (agua, suelo, aire, organismos, alimentos, etc); sin
embargo, no existen trabajos descritos que caractericen la sorcién de HAP en suelos de la Republica
Mexicana, lo cual es necesario realizar principalmente en zonas con actividad industrial y petrolera
que han sido afectadas de manera importante a consecuencia de diversas actividades antropogénicas
en los Ultimos afios. Para la correcta evaluacion del impacto ambiental ocasionado por estos
compuestos, se requiere del desarrollo e implementacion de metodologias analiticas con elevada
sensibilidad y poder de separacion para la identificacion y la cuantificacion de contaminantes en

matrices complejas.
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2.2.1 Propiedades Fisicoquimicas de los HAP

Los HAP presentan caracteristicas fisicoquimicas diferentes en cuanto a punto de fusion, punto
de ebullicion, solubilidad en agua y coeficiente de reparto octanol-agua (Ko,) en funcion del
numero de anillos aromaticos que los componen. A medida que aumenta el nimero de anillos y por
lo tanto su peso molecular, aumenta también su punto de fusion y ebullicion, y disminuye su
solubilidad en agua, lo cual indica que aumenta su caracter hidrofébico y por tanto el valor de K,
(Cuadro 1)  [19-21]. Estas caracteristicas son importantes ya que de ellas depende la afinidad de
estos compuestos por la fraccion organica del suelo y, por tanto, su retencion en ésta matriz

ambiental
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Cuadro 1. Propiedades fisicoguimicas de los HAP.

Nombre PM PF PE p® S

Log Kow
(abreviatura) g mol™* °C °C Pa mg L™
Naftaleno (NA) 12817  80-82 218 10.4 31 3.37
Acenaftileno (Al) 15220  88-91 277 0.89 N.d. N.d.
Acenafteno (AE) 154.21 91-95 279 0.30 3.8 4.00
Fluoreno (F) 166.22 112-116 298 0.09 1.9 4.18
Fenantreno (FT) 17823  99-101 336 0.02 13 457
Antraceno (A) 17823 215218 340 0.001 0.073 454
Fluoranteno (FL) 202.26  100-111 384 0.0012 0.26 5.22
Pireno (P) 202.26  149-151 393 0.0006 0.132 5.18
Benzo(a)antraceno 22830  158-161 437  2.8x10°  0.0482 5.91
(BaA)
Criseno (CR) 22830  250-255 448  53x10°  0.002 5.75
(ngég)(b)ﬂ“orameno 25232  215-218 480  6.7x10°  0.0015 5.80
?Beli‘ég’(k)ﬂuorameno 25232  215-218 480  52x10°  0.0008 6.00
Benzo(a)pireno (BaP) 252.32 175-179 495 7.0x 107 0.0038 6.04
E'I‘g)eno(lz?“d)p"e”o 27634 277 Nd.  13x10° 53x10° 658
?[;%”Z(ah)a””ace”o 27836  266-270 524  3.7x10° 5x10* 6.75
?Begfo(gh')pe”'eno 276.34  276-280 500 N.d. 26x10% 650
PM = Peso molecular PE = Punto de ebullicién S = Solubilidad N.d. = No disponible
PF = Punto de fusion P® = Presidn de vapor Log K,y = Coeficiente de reparto octanol-agua
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2.2.2 Los HAP en el suelo

Un suelo contaminado por derrames de petréleo cambia en composicion con el tiempo, en
funcidn de varios factores como la volatilidad, la solubilidad y las reacciones bioticas y abidticas de
los contaminantes. Dependiendo de los factores ambientales, de la resistencia de los contaminantes
al ataque microbiano y de sus propiedades fisicoquimicas, con el paso del tiempo muchos
compuestos permanecen en mayor 0 menor proporcion en el suelo [21-23]. Inicialmente los
compuestos mas solubles en agua son lixiviados pasando a los mantos freaticos, también se pierden
por evaporacién los compuestos volatiles de bajo peso molecular. Con el tiempo los n-alcanos son
generalmente degradados a mayor velocidad en comparacién con los otros compuestos del petréleo.
En algunos estudios se ha observado que la facilidad hacia la biodegradacion entre clases de
hidrocarburos es la siguiente: n-alcanos > alcanos ramificados > alquenos ramificados >
compuestos ciclicos de bajo peso molecular > monoaromaticos > poliaromaticos > asfaltenos [21-
23], por lo que los Gltimos compuestos son los mas persistentes en el suelo. Los HAP son de gran
interés ya que son parte de los compuestos mas persistentes y se pueden alcanzar altas
concentraciones en los suelos contaminados. Los HAP son altamente toxicos para el ser humano,
algunos de ellos sobre todo los de mayor peso molecular son potencialmente mutagénicos y
cancerigenos [17,18]. Este es un factor muy importante ya que con el tiempo, en suelos
contaminados, estos compuestos pueden lixiviarse a los mantos freaticos y provocar graves
problemas de salud, por esta razdn, existen numerosos trabajos publicados para el analisis de HAP
en suelos, los cuales involucran cromatografia de gases o cromatografia de liquidos con detectores
convencionales como FID y UV respectivamente e incluso con espectrometria de masas (EM)
[5,8-19,22], sin embargo, las multiples interferencias presentes en una matriz compleja como lo es
un suelo se co-extraen con los HAP, lo cual dificulta su identificacion y cuantificacion, ademas de
elevar los limites de deteccion y de cuantificacion, por esta razén, es importante desarrollar y
optimizar metodologias analiticas que permitan disminuir las interferencias en el analisis y

aumentar la sensibilidad de las determinaciones. En ese sentido, el uso de un inyector con
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temperatura de vaporizacion programada (PTV, por sus siglas en inglés) es una excelente
alternativa para disminuir las interferencias en el andlisis y mejorar la sensibilidad de la

determinacion.

2.2.3 Biodegradacion de los HAP

La biodegradacion de los HAP, ya sea por metabolismo aerobio o anaerobio varia en
funcion de su estructura quimica; esto es por el nimero de anillos fusionados, el nimero, tipo y
posicién de sustituciones en los anillos. La posibilidad de ataque biol6gico ademas de la estructura,
también esta en funcién de su solubilidad, toxicidad y reactividad; es decir, conforme aumenta el
namero de anillos fusionados en los HAP, en general disminuye su susceptibilidad a la degradacion.
En general los HAP que contienen 2 6 3 anillos aromaticos son facilmente degradables, mientras
que los que contienen 4 0 mas anillos son significativamente més dificiles de degradar y algunos
pueden ser no biodegradables. De acuerdo a su estructura quimica, el naftaleno es mas facilmente
degradable que el antraceno o el fenantreno [23,24].

La oxidacién aerobia (degradacion aerobia) de los compuestos con 2 ¢ 3 anillos (naftaleno,
fenantreno y antraceno) se lleva a cabo por un gran ndmero de bacterias del suelo, las méas
estudiadas son del género de Pseudomonas, Rhodococcus y Corynebacterium [24-25]. Se ha
demostrado que la degradacion de estos compuestos por consorcios microbianos disminuye la
formacion de intermediarios toxicos comparada con la degradacion con cepas puras [26]. La
reaccion inicial de la degradacién de los HAP es la introduccién de oxigeno molecular al anillo
aromatico, con la subsecuente produccion de intermediarios que alimentan el ciclo de Krebbs en los
microorganismos. De esta manera, el naftaleno es el compuesto mas facilmente degradable de este
grupo de compuestos dado su menor peso molecular [26-27]. También existen estudios sobre la
degradacion de HAP por hongos filamentosos, e.g., Phanerochaete chrysosporium, un hongo
patdgeno de plantas que participa en la descomposicion de la madera ya que degrada la lignina a

CO,, tiene la capacidad de degradar muchos HAP incluyendo pireno, fluoreno, fenantreno e incluso

13



ANTECEDENTES

compuestos halogenados. Este hongo produce, bajo condiciones limitadas de nitrégeno, enzimas
inespecificas, cerca de 100 citocromo P450 monooxigenasas como la lignina peroxidasa, que
pueden ser la responsables de la degradacion de estos compuestos [28]. Existe relativamente poca
informacion sobre la degradacion bacteriana de los HAP que contienen méas de tres anillos en
comparacion con los compuestos de menor peso molecular. Sin embargo, se ha reportado la
oxidacion microbiana de compuestos como fluoreno, fluoranteno, pireno, benzo[a]pireno,
benzo[a]antraceno [29]. En general este tipo de compuestos son susceptibles a ser degradados por
cometabolismo [26,29]. ElI cometabolismo microbiano puede definirse como la transformacién de
un sustrato que no se utiliza como fuente de carbono y energia, en presencia obligada de otro
sustrato que sirve para crecimiento. Es un fendmeno basado fisiolégicamente en el acoplamiento de
diferentes rutas catabolicas a nivel celular [26]. Bouchez y col. (1995), demostraron la capacidad de
seis cepas bacterianas puras del género Pseudomonas y Rhodococcus para degradar HAP de alto
peso molecular como el fluoranteno por cometabolismo. La velocidad de degradacion aumenta
cuando algunos HAP analogos de bajo peso molecular como el antraceno estan presentes como
principal fuente de carbono. La presencia de estos compuestos induce la produccién de enzimas que
son utilizadas para degradar los HAP de alto peso molecular [26]. Por otra parte, se ha encontrado
que algunos HAP como naftaleno, fluoreno y fenantreno pueden actuar como compuestos
inhibitorios, ya que existe una importante relacién entre la capacidad inhibidora de estos
compuestos con su solubilidad en agua, con lo cual incrementan su toxicidad frente a los
microorganismos [30-33]. Por todos estos factores es dificil desarrollar conclusiones generalizadas
sobre la biodegradacion de los HAP; sin embargo, en resumen podemos decir que si la
biodegradacion no es un camino del todo eficaz para asegurar la inmovilizacién de estos
contaminantes en el medio ambiente, la retencion de los HAP en la MO del suelo es una importante
alternativa para disminuir su transporte y migracién en el ecosistema, con lo cual a su vez

disminuye su biodisponibilidad y, por lo tanto, el riesgo para el equilibrio ecoldgico.
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2.2.4 Biodisponibilidad de los HAP

La biodisponibilidad puede ser definida como la accesibilidad de un compuesto quimico a
la degradacién microbiana o bien su incorporacién al proceso metabdlico de algun ser vivo. En el
contexto de tratamiento de suelos el término de biodisponibilidad se usa para describir la propiedad
general de un suelo contaminado para liberar los contaminantes, de tal forma que los
microorganismos puedan captarlos y transformarlos en formas mas inocuas a través de su
metabolismo [34-36]. La modificacion de la biodisponibilidad de un contaminante en el suelo puede
atribuirse a diversos factores, por ejemplo, los compuestos hidrofébicos son fuertemente sorbidos
por la MO nativa del suelo debido a su elevada afinidad fisicoquimica. Los contaminantes
hidrofébicos pueden quedar atrapados también en los pequefios poros intraparticula de las arcillas,
disminuyendo asi su biodisponibilidad. Particularmente, en los suelos contaminados que
permanecen a la intemperie por largos periodos (suelos intemperizados), los compuestos llegan a
ser inaccesibles para los microorganismos por las fuertes interacciones que se producen con la MO
del suelo, por lo que la disponibilidad de los contaminantes disminuye conforme aumenta su tiempo
de permanencia de estos compuestos en el suelo [36], observaron que aumentando el tiempo de
permanencia el fenantreno llega a estar progresivamente menos disponible a las bacterias del suelo.
Las interacciones del contaminante con el suelo pueden ser el resultado de diferentes procesos,
entre ellos se encuentran (i) la adsorcion de los compuestos sobre la MO v (ii) la difusion lenta de
estos compuestos en los microporos del suelo. Para los compuestos fuertemente sorbidos, la
biodisponibilidad y, por lo tanto, la velocidad de degradacién esta controlada por varios procesos
fisicoquimicos como son sorcion y desorcion, difusion y disolucion [37,38]. El grado de
biodisponibilidad de los contaminantes organicos en un suelo puede verse desde dos enfoques
distintos, el primero de ellos pensado en la biorremediacion del sitio contaminado, en el cual se
desea un aumento de la biodisponibilidad y, por lo tanto, una baja sorcién en la MO del suelo, con
objeto de que los microorganismos puedan hacer su funcion de manera 6ptima. El segundo, a

diferencia del anterior, se plantea en los casos en que el nimero de consorcios bacterianos no es
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suficiente para una biodegradacién Optima, o bien no presentan actividad frente a estos
contaminantes, por lo cual seria deseable una minima biodisponibilidad de los contaminantes, es
decir una elevada sorcion a la MO del suelo, evitando asi movilidad y migracion hacia cuerpos de

agua [36,38].

2.3 El suelo y sus componentes

Suelo es un término que se emplea para describir un recurso natural que reside en la

superficie terrestre, constituida por diferentes fases. El suelo es un sistema complejo heterogéneo
que consta basicamente de tres fases: (i) fase gaseosa, (ii) fase liquida y (iii) fase solida, dividida en
s6lidos inorganicos y sélidos organicos. Las fases acuosa y gaseosa comprenden alrededor del 50%
del volumen total del suelo, el 50% restante es fase sélida de la cual generalmente la materia
inorganica se encuentra en mayor porcentaje que la materia organica o humus.
En la mayoria de los suelos las particulas no existen como entidades individuales sino que estan
agrupadas en agregados de formas y tamarfios caracteristicos, a esto se le conoce como estructura del
suelo. La estructura del suelo determina la aireacidn, disponibilidad de nutrientes, la accién de los
microorganismos, la permeabilidad y, por lo tanto, la capacidad de infiltracion y el transporte de
sustancias [2-3,39-40].

La fraccién inorgéanica consiste, principalmente, en granos minerales subdivididos de
acuerdo a su tamario (arcilla, limo, arena, etc.). El porcentaje en peso de los diferentes tamarios es la
base para la clasificacion de la textura del suelo. La mineralogia de las arcillas varia, pero en su
gran mayoria estdn formadas por 6xidos de silicio y aluminio en diversas fases cristalinas. Los
elementos inorgénicos predominantes en el suelo son silicio, aluminio y hierro, no todos los
elementos estan a niveles traza y no todos los que estan a niveles traza son téxicos, como algunos
metales pesados. Este tipo de elementos presentes naturalmente, difieren de los elementos
introducidos por la disposicion incorrecta de residuos peligrosos principalmente en el estado

quimico en que se encuentran; es decir, generalmente, los elementos presentes de forma natural se
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encuentran en estados practicamente insolubles a diferencia de los residuos peligrosos, los cuales en
su mayoria son solubles ademé&s de encontrarse en concentraciones superiores de varios ordenes de
magnitud. Un suelo tipico contiene una cantidad apreciable de MO producida basicamente, a partir
de la descomposicidn de restos vegetales o animales, los cuales generan el material himico o humus
del suelo. En consecuencia, el contenido de MO decrece con la profundidad, variando mas en la
direccion vertical que en sentido horizontal. EI contenido organico en los suelos es variable
dependiendo de su situacion geogréfica y estd compuesto por una amplia mezcla de moléculas
organicas (acidos humicos, acidos fulvicos y himinas, principalmente) e incluso de organismos
vivos (organismos nativos). La fraccion orgénica presenta una elevada heterogeneidad, desde una
naturaleza coloidal hasta estructuras poliméricas con un amplio nimero de grupos funcionales
organicos. La MO del suelo actlia como un estabilizador, manteniendo particulas inorgénicas unidas
en forma de agregados. Asi, el manto del suelo esta integrado por agregados, cada uno constiutuido
por arena, limo, arcillas y materia organica, el tamafio y estructura de dichos agregados varian

considerablemente entre los diferentes tipos de suelo [2-3,39-40].

2.4 Fraccion organica del suelo

La MO del suelo se define como la fraccion de suelo que incluye restos de vegetales y
animales en diferentes estados de descomposicion, asi como tejidos y células de organismos que
vivieron en el suelo y sustancias producidas por los mismos. En general, esta fraccion se determina
en suelos que han pasado por un tamiz de 2.0 mm. Bajo condiciones naturales, las hojas y raices de
los arboles, arbustos, hierbas y otras plantas naturales, son grandes proveedores de residuos
organicos. Dicha fraccion almacena elementos esenciales, estimula la adecuada estructura del suelo,
regula los cambios de pH y es un enorme depdésito geoquimico de carbono [2].

Los suelos varian enormemente por su contenido de materia organica. Un suelo tipico de un
bosque templado puede contener del 5 al 15 % de MO, considerando los primeros 15-20 cm de

profundidad, en tanto que un suelo desértico arenoso generalmente contiene menos del 1%.
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La MO nativa de un suelo contiene agregados orgéanicos de alto peso molecular formados a
través de procesos de descomposicion y mineralizacion de materiales organicos provenientes de
seres vivos y se encuentra principalmente constituida de acidos humicos, acidos falvicos, himinas y
materiales carbonéaceos. Estos agregados moleculares contienen diversos grupos funcionales como
aldehidos, cetonas, &cidos carboxilicos, aminas, etc, los cuales establecen interacciones con los
compuestos organicos vertidos al suelo dependiendo de su estructura y propiedades fisicoquimicas.
La Figura 2, ilustra un ejemplo de las interacciones de los especies de naturaleza organica con las

particulas sélidas del suelo, especificamente con agregados de MO nativa [3,21].
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Figura 2. llustracion de las interacciones que pueden llevar a cabo contaminantes organicos
(sorbato) con particulas de MO nativa de un suelo (sorbente en fase sélida). Se observa la presencia
de diversos grupos funcionales organicos que favorecen las interacciones de la MO con los
compuestos organicos como los HAP, asi como la retencién por los agregados de MO [21].

Dentro de la MO de un suelo o sedimento, existen también diferentes materiales carbonosos con
elevada afinidad por compuestos organicos hidrofébicos, estos materiales carbonosos son
principalmente divididos en dos grupos: i) carbén blando o elemental y ii) carbon duro o negro,
siendo el segundo tipo el que presenta elevada afinidad y, por lo tanto, alta sorcion para compuestos

hidrofébicos, ya que presenta una elevada porosidad y un reducido tamafio de particula, lo cual

aumenta de manera importante su superficie de contacto y con ello el nimero de sitios activos para
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la retencion de moléculas organicas. De manera general, estos materiales carbonosos forman parte
del término conocido como carbono organico (CO) del suelo, el cual también se puede expresar
como la fraccidn de carbono orgéanico (f,c), la cual se obtiene de dividir la masa de CO entre la masa
de suelo seco. Podemos decir entonces, que el contenido de MO es el factor del suelo que estd méas
directamente relacionado con la sorcidn de la mayoria de los compuestos organicos hidrofébicos.
De esta manera, dicha fraccion determina el comportamiento de este tipo de compuestos en el suelo
y sus procesos como: fitotoxicidad a los cultivos, capacidad de lixiviacion, volatilidad y
biodegradacién [21,39]. Se ha reportado que los contaminates organicos hidrofobicos que son
retenidos fuertemente por la fraccion orgéanica del suelo, pueden llevar a cabo procesos de
mineralizacion, es decir su inclusién y degradacién en agregados complejos de MO y de esta
manera ser inmovilizados en el medio ambiente [1-3,39-40], sin embargo la informacién
relacionada con el proceso cinético de la sorcion de este tipo de compuestos en la MO de los suelos

es limitada.

2.5 Sorcidén de contaminantes organicos en suelo

Los suelos retienen fuertemente a muchas moléculas orgénicas, aungue no tengan carga
(retencion molecular), de tal forma que el destino y transporte de estas sustancias a través del suelo
depende fuertemente de sus propiedades fisicoquimicas, como: solubilidad en agua, peso molecular,
presion de vapor, como lo han reportado diversos autores en trabajos de investigacion realizados
desde los afios 70°s [20-21,39-42], sin embargo, no existen trabajos reportados que reporten el
comportamiento de los HAP en diferentes suelos, basandose en el contenido de MO de cada uno, ya
sea desde el punto de vista cinético o termodinamico, lo cual resulta interesante y necesario, ya que
dicha informacion permitiria inferir sobre el comportamiento de los HAP una vez que se han
vertido en un suelo determinado. Algunos trabajos evalGan Gnicamente la desorcién de los HAP en
suelos contaminados o su retencidn en algunos materiales carbonaceos [6,7], sin embargo, el

estudiar la retenciéon de los HAP con el contenido de MO de un suelo desde el punto de vista
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cinético y termodinamico, permitiria incluso predecir el destino de estos contaminates basandose en
su movilidad en dicha matriz, lo cual es parte de los objetivos principales de el presente trabajo de
investigacion.

Las soluciones percolantes que contienen moléculas orgénicas pasan por una red intrincada de
poros del suelo, estas moléculas tienden a ser no polares y se inclinan por un medio menos polar
que el del agua. Si se presenta alguna otra fase menos polar, por ejemplo superficies del suelo y
especialmente superficies de MO del suelo, las moléculas organicas son forzadas materialmente a
salir de la fase acuosa. En la retencion molecular no hay cargas y, por lo tanto, no requiere un
intercambio estricto 1:1 entre el suelo y el aire o agua, a diferencia de la retencién idnica. En
algunos casos, sin embrago, la retencion molecular se ve limitada por el nimero de sitios de sorcién
expuestos o por la cantidad de superficie sorbente [20-21,41-42], La sorcion determina la
distribucion de un compuesto organico entre el suelo y la solucién del suelo y por consiguiente su
movilidad en el medio ambiente [41,42].

La evaluacion de la sorcion es la manera mas directa para conocer el destino y
biodisponibilidad de un compuesto organico hidrofébico en suelos, lo cual depende directamente de
la MO del suelo, que es el principal sorbente para este tipo de compuestos, asi como del tiempo de
contacto con la misma. La sorciébn de compuestos organicos hidrofébicos en superficies
inorganicas del suelo puede despreciarse debido a su baja magnitud, si el suelo en estudio posee una
fraccion de CO (f,;) mayor a 0.1. Sin embargo, los mecanismos de sorcion involucrados son
complejos y no son del todo conocidos en la actualidad [21,41-42].

La permanencia de los HAP en suelos depende de varios factores como su presién de vapor,
solubilidad en agua, degradacién microbiana y de sus coeficientes de particion entre el suelo y la
solucion del suelo (Kg) [41]. Asi, la retencion de los HAP en un suelo que ha sido contaminado con
petréleo crudo se convierte en un factor importante que permite evaluar la movilidad de estos
compuestos en la fase acuosa del suelo (solucion del suelo), es decir, qué tanto pueden permanecer

suspendidos en ella y ser transportados, incluso a cuerpos de agua, aumentando potencialmente el
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riesgo al medio ambiente y al equilibrio ecoldgico [38-42]. En la Figura 3, se muestran los
principales procesos que pueden ocurrir con los contaminantes organicos una vez que son vertidos
en el medio ambiente, de forma analoga con ciertos agroquimicos que se agregan al suelo, con base

en sus propiedades fisicoquimicas [43].
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AGUA SUBTERRANEA

Figura 3. Procesos gue siguen los contaminantes organicos en el suelo [43]

2.5.1 Sorcién y desorcion de compuestos organicos en suelo

Los analisis de sorcién entre un compuesto y una matriz solida estdn basados en un
equilibrio y en un balance de materia. El equilibrio de sorcién se estudia generalmente a través de
isotermas de sorcion, las isotermas mas comunes para el estudio de la sorcién de compuestos
organicos en suelos son las de Freudlich y de Langmuir. Cada tipo de isoterma presenta un
comportamiento distintivo y, por lo tanto, una constante de equilibrio [21]. El equilibrio se puede
alcanzar en pocas horas o en pocos dias, aunque la etapa lenta puede requerir de mucho més tiempo
(semanas, meses e incluso afios) [21,41]. El proceso de sorcion y desorcion se realiza en tres etapas:
i) el soluto se pone en contacto con el sorbente, ii) la sorcion se lleva a cabo, la cual puede ser muy
selectiva y lenta, y iii) el soluto sorbido puede o no ser eluido usando métodos quimicos o fisicos
(desorcion). En muchos casos, la sorcion y la liberacion de compuestos organicos de particulas

naturales es bimodal ya que puede ocurrir en una etapa rapida y otra etapa lenta [44]. Se ha
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encontrado que la velocidad de desorcién (principalmente en la etapa lenta) disminuye conforme
aumenta el tiempo de contacto del compuesto con el sorbente (suelo), por lo que también disminuye

su biodisponibilidad [45].

2.6 Coeficientes de reparto Ky y log Koc

En la separacion de moléculas organicas en el suelo, existen dos fases, el suelo y la solucion
del suelo (agua de poros). La relacion de las concentraciones en las dos fases es una constante
denominada coeficiente de distribucion Ky [41,42].

K T S 8 oottt ecuacion 1
Donde:
Cs: Concentracion del compuesto organico en el suelo
Css: Concentracion del compuesto organico en la solucién del suelo
Asi, un K4 = 1, indica concentraciones iguales del compuesto en suelo y en solucion, un Ky = 100,
indica 100 veces mas quimico en el suelo comparado con la concentracion en solucién. Por lo tanto,
a valores altos de Kq4 se presenta alta sorcion y a valores bajos de Ky se tiene baja sorcion [41,42].
La Kq provee una medida de la intensidad de sorcidon de un compuesto quimico dado en un tipo de
suelo determinado y es una medida de la solubilidad relativa de la molécula en ambas fases. El
grado en que un suelo adsorbe un compuesto organico, queda determinado por varias de las
propiedades de éste y del compuesto (como su polaridad y su solubilidad) [12,21,41,42]. La
principal propiedad del suelo que causa las diferencias en los valores de Ky de un compuesto, es el
contenido de materia organica, el cual es el mejor pardmetro para estimar la sorcion de compuestos
organicos hidrofébicos en suelos. De esta manera, la relacion entre la cantidad del compuesto
sorbido por el carbono orgénico y la cantidad del compuesto en solucion esta expresado por el
coeficiente de particién del carbono organico K.:
Koe = Cco/ Css = Kg*L00/ % CO.nnneiiieie e, ecuacion 2

Donde:
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Cco: Concentracion del compuesto sorbido en el carbono organico (g Kg CO™).

Css: Concentracion del compuesto remanente en solucion (g L™ de solucién),

% CO: porcentaje de CO en el suelo.

foe: fraccion de carbono orgénico en el suelo. (f,. = Peso de carbono orgénico/ Peso de suelo seco).

Cuando se comparan valores de los coeficientes de distribucion Ky para compuestos organicos
hidrofébicos en suelos con diferente contenido de MO, se confirma la afirmacion hecha por
numerosos autores de que la sorcion de los compuestos organicos hidrofébicos no idnicos se
produce, principalmente, sobre la MO del suelo. [16,46-48]

Con el fin de corregir dicho efecto, se calculan los coeficientes de sorcion corregidos por el
contenido de MO (Koc), a partir de los valores de Kg, segun la expresién mostrada en la ecuacion 2,
donde el término foc (fraccion de carbono orgéanico del suelo), también puede ser estimado a través
de la siguiente relacion empirica, la cual es my aproximada para suelos no carbonatados como es el
caso de los suelos estudiados en el presente trabajo:

FOC=TOMY LT24. .. o ecuacion 3
Donde
foc : Fraccion de carbono organico
fOM: Fraccion de materia organica

De este modo, los valores de Koc presentan menor grado de variacion cuando se evalla la
sorcion de un mismo compuesto organico hidrofébico en suelos de diferentes caracteristicas fisico-
quimicas, permitiendo la comparacién de los resultados obtenidos por diferentes autores. Green y
Karickhoff (1990) indican que el uso de Koc es una aproximacion que tiende a unificar los datos de
sorcién existentes, siempre y cuando se asuman las siguientes consideraciones: i) equilibrio en el
proceso de sorcion-desorcion, ii) isoterma lineal, iii) sorcion de los compuestos orgéanicos
exclusivamente sobre el componente organico del suelo y iv) que el carbono organico del suelo sea

constante en su capacidad de sorcion. De tal forma que esta aproximacion es valida para
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compuestos organicos hidrofébicos no iénicos cuya solubilidad en agua no exceda los 300 mg L™,
como es el caso de los HAP [49].

La magnitud del valor de K, se refiere al contenido de carbono organico, asi, se pueden
comparar los valores de K, para determinar la intensidad relativa de sorcion entre dos o méas
compuestos, incluso cuando son determinados en diferentes tipos de suelos [41,42,49], sin embargo,
dado que la MO presente en cada suelo no presenta las mismas propiedades de polaridad, tamafio de
particula, etc, es dificil realizar una comparacién certera entre los Koc de algunos compuestos en

diferentes suelos.

2.7 Isotermas y curvas cinéticas de sorcion

La sorcion de un compuesto organico en un suelo determinado puede estudiarse atravéz de
dos tipos de procesos fundamentales, procesos termodinamicos y cinéticos. El primer tipo se enfoca
hacia los diversos mecanismos y fendmenos de retencion del compuesto organico en el suelo sin
importar el tiempo en el que se llevan a cabo, el segundo en cambio, permite estudiar el tiempo que
tardan en ocurrir dichos procesos. De esta manera, las isotermas de sorcién describen de manera
conveniente y cuantitativa, la sorcion de un soluto en un sorbente a temperatura y presion constante
una vez alcanzado el equilibrio, es decir, sin importar el tiempo involucrado (proceso
termodindmico). Una isoterma de sorcion muestra la cantidad de sorbato (soluto), sorbido por
unidad de masa de sorbente, en funcién de su concentracion en la disolucién una vez alcanzado el
equilibrio. La sorcion de una especie quimica presente en la disolucién del suelo (sorbato) por los
constituyentes de la fase solida del suelo (sorbente) ocurre principalemente debido a las
interacciones intermoleculares entre los grupos funcionales presentes en las particulas solidas
(sorbente) y en el sorbato, adiciolamente, otros factores que intervienen en este proceso de retencion
son: la actividad del sorbato en la fase acuosa, el tamafio de particula, la porosidad y
homogenedidad del sorbente y la presencia de otras sustancias de naturaleza similar al sorbato en la

disolucion. De tal forma, que la cantidad sorbida de una determinada especie depende no sélo de la
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composicién del suelo, sino también de la especie quimica de la que se trata y de su concentracion
en la disolucién. Por tal motivo, debido a la condicion multifactorial que implica la sorcion de un
sorbato presente en una fase liquida sobre un sorbente determinado, para el estudio de las isotermas
de sorcion de un sistema solido-liquido y con objeto de simplificar los modelos propuestos para la
explicacion de dichos fendmenos, generalemte se hacen las siguientes consideraciones: i) La
superficie de las particulas s6lidas es homogénea, por lo que la energia de sorcién es la misma en
todos los sitios activos del sorbente; ii) La sorcion sobre la superficie se produce Gnicamente en los
sitios activos del sorbente; iii) Cada sitio activo puede acumular una sola molécula de sorbato.

Para estudiar la sorcién de un compuesto quimico sobre un suelo pueden ser usadas dos
técnicas de laboratorio: procedimientos por lotes de experimentos independientes (batch) y
procedimientos con columnas. El procedimiento en batch (utilizado en este trabajo) consiste en
mezclar y agitar una cantidad determinada de suelo con disoluciones de diferentes concentraciones
de los solutos estudiados (HAP). La grafica que representa la concentracion del compuesto sorbido
(Cs), en funcion de la concentracion en la disolucion del suelo (Css), es la isoterma de sorcion, cuya
expresion mas simple es la correspondiente a la isoterma lineal:

S T K S ittt ecuacion 4
Cuando la isoterma no es lineal, hay otras aproximaciones para describir la distribucion entre el
suelo y la disolucion del suelo, las mas utilizadas son las de Freundlich y Langmuir. Sin embargo,
pueden ocurrir varios tipos de relaciones isotérmicas de adsorcion. En 1960 Giles propuso una
clasificacion para las isotermas de sorcion en disolucion, dividiéndolas en cuatro clases de acuerdo
con la pendiente de la parte inicial de la curva y nombradas de acuerdo a su forma [50]. Asi, las tipo
“S” (S — shape), son aquellas en las que se produce una adsorcion competitiva, es decir, a medida
que aumenta la concentracion en equilibrio aumenta la capacidad del sélido por retener el sorbato
(aumenta la pendiente a medida que aumenta la concentracidn). Las isotermas tipo “L” (Langmuir),
son las més comunes ya que a medida que aumenta la concentracién en equilibrio en la fase fluida

el nimero de sitios activos disponibles disminuye, hasta llegar a una meseta que representa que el
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solido ya no puede retener mas sorbato; esto implica que o bien las moléculas de adsorbato no se
adsorben orientadas verticalmente o bien que no hay competencia con el disolvente por los centros
activos. Las curvas tipo “H” (High affinity), son aquellas en las que el sorbente tiene una gran
afinidad por el sorbato lo que ocasiona que aun a muy pequefias concentraciones la sorcion ocurra
de manera significativa; se pueden considerar un caso especial de curvas tipo “L”. Finalmente, las
curvas tipo “C” (Constant) se caracterizan por una proporcion de sitios activos constantes, es decir,
muestran un comportamiento intermedio entre la del tipo “S” y la tipo “L” y se encuentran en
sistemas donde el sorbato penetra en el sélido (sorbente) mas facilmente que el disolvente. Este
altimo tipo de curvas aparece en sistemas con solidos porosos con moléculas flexibles y regiones
con diferentes grados de cristalinidad, con un soluto con més afinidad por el sélido que la que
presenta el disolvente y con dimensiones tales que pueda penetrar en regiones del solido que
todavia no hayan sido alcanzadas por el disolvente, en la Figura 4, se muestran los principales tipos

de isotermas.
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Figura 4. Clasificacién de Isotermas de sorcidn, los modelos de Freunlich y Langmuir son las mas
utilizadas en estudios de sorcion de compuestos organicos en suelos [50].
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La técnica empleada para obtener datos de sorcion se basa en lo siguiente:
Una cantidad conocida de sorbato se agrega a un sistema que contiene una cantidad conocida de
sorbente. Se supone que se sorbid cualquier cantidad de sorbato desplazada de la disolucion en
equilibrio. Las condiciones de equilibrio deben permanecer durante el estudio. Asi, para la
obtenciéon de las isotermas de sorcion deben establecerse condiciones de equilibrio o bien
condiciones estables y repetibles para los experimentos, por lo cual es importante conocer el tiempo
que tardan los solutos en ser sorbidos, a efecto de mantener dichas condiciones de tiempo en la
obtencion de las isotermas. Para conocer el tiempo estimado de equilibrio, se realiz6 previamente
un estudio cinético de sorcion de los HAP en los diferentes tipos de suelo, dicho estudid cinético de
sorcion se llevd acabo mediante experimentos batch, monitoreando la cantidad de compuesto
sorbido en funcion del tiempo, obteniéndose los perfiles cinéticos correspondientes y aplicando el
modelo de pseudo primer orden de Lagergren [51,52], el cual trata la sorcién de un compuesto
organico en un sorbente poroso como un proceso de reaccion quimica de primer orden, donde la
constante de velocidad k (h-1) es independiente de la concentracion del sorbato. La ecuacion de
Lagergren se representa a continuacion:
(o (o [ il (o PO o 1 ecuacion 5

Donde:
0: es la concentracion de sorbato en disolucién al tiempo t
kr es la constante de velocidad
. €s la concentracion inicial de sorbato

Dado que la constante de velocidad o constante cinética disminuye conforme aumenta la
concentracién en la fase solida y en un sistema heterogéneo puede que esto no ocurra de manera
uniforme, por lo tanto la cinética de sorcion ocurre en més de una etapa, lo cual implica multi
linealidad de las representaciones de las cinéticas de sorcion en sistemas liquido-sélido complejos
[53]. En la Figura 5, se muestra un ejemplo de una curva cinética de sorcién para un compuesto

organico en un suelo.
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Figura 5. Curva cinética de sorcién para un compuesto organico “x” en suelo [49].

2.8 Cromatografia de gases y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia, de acuerdo con la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC, por sus siglas en inglés), es un método fisico de separacion en el cual los componentes de
una muestra se distribuyen entre dos fases, una movil y una estacionaria [54]. En cromatografia de
gases, la muestra se volatiliza para mezclarse con un gas inerte y ser arrastrada por éste (fase mévil)
a través de un soélido o un liquido (fase estacionaria). Para el caso de cromatografia de gases con
columnas capilares de tubo abierto (WCOT por sus siglas en inglés), los analitos se reparten en la
fase estacionaria liquida de acuerdo a su presion de vapor, peso molecular y afinidad por la fase
estacionaria.

La cromatografia de gases (CG) se utiliza para el andlisis de muestras volétiles
generalmente de peso molecular bajo (en caso de no ser volatiles se pueden derivatizar) y no es
adecuada para muestras termolabiles. Una de las desventajas de la CG es que no se puede confirmar
la identidad o la estructura de los picos cromatograficos utilizando un detector convencional, como

el detector de ionizacion de llama (FID por sus siglas en inglés), el detector de conductividad
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térmica (TCD por sus siglas en inglés), etc. Los tiempos de retencion de los analitos estan
relacionados con los coeficientes de particion y el factor de capacidad k’ para cada compuesto,
dicho tiempo es caracteristico pero no Unico o especifico para cada compuesto en un mismo tipo de
fase estacionaria [55,56].

La espectrometria de masas (EM) es una poderosa técnica analitica para la caracterizacion
estructural e identificacion de compuestos quimicos en diferentes areas. Desde hace varios afios,
esta técnica se utiliza no sdlo en investigacion, sino también en andlisis de rutina de los procesos
industriales, en control de calidad, en analisis ambientales, etc. Sus principales cualidades son:

» Capacidad de identificacion de forma practicamente inequivoca, ya que proporciona un
espectro caracteristico de cada molécula.

» Cuantitativa: permite medir la concentracion de las sustancias.

» Gran sensibilidad: habitualmente se detectan compuestos en el orden de nanogramos o
picogramos.

» Universal y especifica.

» Proporciona informacién estructural sobre la molécula analizada.

» Suministra informacion isotopica.

» Es una técnica rapida: se puede realizar un espectro en décimas de segundo, por lo que

puede monitorizarse para obtener informacion en tiempo real sobre la composicién de una
mezcla.

Dentro del espectrometro de masas, se produce la ionizacion de la muestra mediante
diferentes métodos. El sistema de ionizacion mas frecuentemente utilizado es la ionizacion
electrénica (antes conocido como impacto electronico), que bombardea las moléculas de los
analitos con electrones a una energia de 70 eV, capaces de provocar la emision de un electron y asi
ionizarlas e incluso fragmentar dichas moléculas a través de la ruptura de enlaces quimicos.

Ademas de las moléculas ionizadas o iones moleculares (M+*) también se forman iones fragmento

(m- y m+) debido a la descomposicion de los iones moleculares con exceso de energia. El tipo y
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proporcion relativa de cada uno de estos fragmentos es caracteristico de las moléculas analizadas y
de las condiciones del proceso de ionizacion. Una vez ionizadas las moléculas, se aceleran y se
conducen hacia el sistema detector mediante un analizador de masa. En el caso mas simple, se
utiliza un cuadrupolo como analizador. La deteccion consecutiva de los iones formados a partir de
las moléculas de la muestra, suponiendo que se trate de una sustancia pura, produce el espectro de
masas de la sustancia, que es diferente para cada compuesto quimico y que constituye una
identificacion practicamente inequivoca del compuesto analizado. El espectro de masas puede
almacenarse en la memoria de una computadora para compararse con los espectros de una coleccién
de espectros o libreria (a 70 eV) y proceder a su identificacion o puede estudiarse para averiguar la
naturaleza de la molécula que le dio origen. Generalmente, la comparacién se realiza contra la
biblioteca del NIST (National Institute of Standard and Technology). La cuantificacion se obtiene al
relacionar la respuesta del compuesto en comparacion con la obtenida de un estandar de
concentracion conocida.

De esta manera, una de las técnicas mas utilizadas para el analisis de contaminantes organicos
en matrices ambientales es la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).
Este método, ampliamente conocido y aplicado, resulta ser la mejor opcion para realizar
determinaciones cualitativas y cuantitativas de contaminantes organicos en agua, aire, suelos y
sedimentos. Entre las ventajas que ofrece se encuentran, la sensibilidad (pueden detectarse hasta
nanogramos o picogramos de componentes de la mezcla), la precision y exactitud con la que pueden
determinarse las concentraciones de los analitos, ademas de la identificacion inequivoca de los
compuestos de interés. La CG acoplada a un equipo de espectrometria de masas (EM) resulta un
método muy eficiente que facilita el analisis quimico de muestras complejas. El sistema CG-EM
(Figura 6) acorta considerablemente el tiempo de andlisis de una muestra debido a multiples
herramientas, entre las que se encuentran: el monitoreo selectivo de iones, la generacion de
extractos ionicos de corridas en barrido total de espectro y a la utilizacion de una biblioteca de

espectros de masas para la identificacion de los picos [55].
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Figura 6. Diagrama de un sistema acoplado de cromaografia de gases — espectrometria de masas
(CG-EM).

2.9 Inyector de temperatura de vaporizacion programada (PTV) e inyeccion de grandes
volumenes (LVI por sus siglas en inglés)

En el analisis de contaminantes en matrices ambientales (generalmente trazas), es importante
contar con metodologias de alta sensibilidad para lograr la correcta identificacion y cuantificacion
de los analitos de interés. Asi, la cromatografia de gases representa una excelente opcion para el
analisis de HAP en muestras ambientales, ademas de ofrecer diferentes opciones para aumentar la
sensibilidad de la técnica como: la inyeccién sin division de flujo (splitless), la inyeccién fria
directa en la columna (cold on-column) y el inyector de temperatura programada de vaporizacion
(PTV), el cual es ideal para el andlisis de contaminantes en concentraciones traza, ya que a
diferencia de las dos primeros, permite la inyeccion de grandes volimenes de muestra (LVI por sus
siglas en inglés), de tal forma que pueden inyectarse hasta 500 puL de muestra contra 1 a 3 uL
méaximo de los otros modos de inyeccidn. Los tipos de deteccion recomendados para estos analisis
son el FID y el sistema acoplado con espectrometria de masas (CG-EM), los cuales permiten la
deteccion de compuestos orgéanicos hidrocarbonados incluso en el orden de picogramos.

La inyeccion de grandes volimenes, en cromatografia de gases capilar, tiene por objetivo principal
el aumento de la sensibilidad en un analisis por cromatografia de gases cuando se analizan trazas de
compuestos en diversas matrices complejas. En el caso de la contaminacion de suelos con HAP, por
derrames de petrdleo crudo en zonas con actividad petrolera, existen diferentes métodos utilizados

para la remediacion de suelos, los cuales realizando diferentes procedimientos deben eliminar la
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mayor cantidad posible de contaminantes del suelo. Los distintos procedimientos para remediacion
de suelos, requieren de metodologias analiticas para monitorear los niveles de contaminacion en las
diferentes zonas de suelo remediadas, lo cual permite evaluar su eficiencia y avance. La mayoria de
los métodos estandarizados para el analisis de HAP en suelo, involucran extraccion con disolventes,
limpieza de la muestra y la inyeccion de los extractos por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, lo cual permite obtener la sensibilidad requerida para garantizar que los
niveles encontrados de contaminantes en los suelos analizados cumplen los intervalos de
concentracion aceptables de acuerdo a la normatividad aplicable. De esta manera, el inyector de
temperatura programada de vaporizacion (PTV), es una excelente alternativa para aumentar la
sensibilidad de una determinacién cromatogréfica.

Esto es posible en el modo de operacién de venteo de disolvente, en el cual el flujo y
presion de venteo, durante un tiempo determinado, permite que el exceso de disolvente que
acompafia la muestra se evapore del inyector y se elimine por la purga del split, mientras que los
analitos son depositados en el inserto del inyector y, posteriormente, una vez terminado el venteo,
son desorbidos del inserto térmicamente para ser introducidos a la columna analitica arrastrados por
el gas portador [57,58]. En la Figura 7, se muestra un esquema general de la eliminacion del
disolvente en una inyeccion de volumen grande. Si bien estas opciones de funcionamiento del PTV
ofrecen una gran ventaja y versatilidad de aplicaciones para la determinacién de trazas, complican
la operacion del equipo, ya que deben optimizarse perfectamente los flujos, presiones y tiempos,
para lograr la sincronia correcta de los pasos que realiza el inyector y asi obtener resultados

confiables y analisis reproducibles [58,59].
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Figura 7. Esquema de operacion del inyector PTV (Agilent Technologies) en modo de eliminacion
de disolvente.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 Materiales y reactivos

Para la fortificacion de las muestras de suelo se utilizaron estandares grado reactivo analitico
de los siguientes compuestos: fenantreno (99.88 %), antraceno (99.8 %), 2-metil fenantreno
(99.8%) 2,6- dimetil fenantreno (98.95%), fluoreno (99.7%), 1-metil fluoreno (98.9%), fluoranteno
(99.5 %), criseno (99.8 %), pireno (98.5%), benzo [a] pireno (99.5 %), indeno [1,2,3-cd] pireno
(97.5%), dibenzo [a,h] antraceno (98.0 %), carbazol (95.5%), 9-metil carbazol (97.8%) vy
dibenzotiofeno (98.5%), todos de Sigma-Aldrich. Como estandares surrogados para los analisis por
CG-EM, se utilizaron los siguientes reactivos deuterados: naftaleno d-g (99.5%) y criseno d-;»
(98.4%), Sigma-Aldrich. Como estandar interno se utilizé 3,6-dibromo carbazol (98.5%) de
Eurochem. Para el desarrollo experimental se utilizaron los siguientes disolventes: acetona, hexano,
tolueno y diclorometano, todos de la linea suprasolv, proveidos por Merck Millipore International,
Darmstadt, Alemania. Para la fortificacion de las muestras de suelo con carbono orgénico, se utilizé
un material de referencia de carbonilla (Diesel soot combustion SRM 2975), proveido por
Eurochem (Alemania).
De cada estandar sélido se prepararon disoluciones madre de 1000 pg/mL en metanol a partir de las
cuales se obtuvieron disoluciones de trabajo de 10 y 100 pg/mL en metanol. Para la fortificacion de
la solucién del suelo sintética, se prepararon mezclas de estandares a una concentracién de 100
pug/mL en metanol. Todas las disoluciones preparadas se mantuvieron aisladas de la luz solar y bajo
condiciones de refrigeracion.

3.2 Equipos

» Analizador de carbono organico total (TOC por sus siglas en inglés), Teledyne-Tekmar.

> Sistema de extraccion Soxhlet manual de 25 mL.

» Rotaevaporador Biichi modelo R-600.

» Cromatégrafo de gases Agilent, modelo 6890N, equipado con inyector de temperatura de

vaporizacion programada (PTV por sus siglas en inglés), automuestreador modelo 7683,
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detector de ionizacién de flama (FID, por sus siglas en inglés) y una columna capilar
marca Zebron ZB-5 (5% fenil, 95% dimetil-polisiloxano) de 30 m de longitud, 0.25 mm de
diametro interno y 0.25 um de espesor de pelicula. Software de Agilent Technologies
“Chemstation”, version A.10.01.

» Sistema de extraccion con liquidos presurizados, One-PSE 100.

» Cromatégrafo de liquidos Shimadzu modelo LC-100, equipado con automuestreador y
colector de fracciones automatizado para cromatografia preparativa, detector UV-visible (A
= 254 nm) y fluorescencia (Aexcitacion, emision = 250, 400 nm). Software Shimadzu Open lab,
version V.02. Columnna preparativa (45 x 1 cm), con fase polimérica BioRad, Bio-Beads
SX-12, con tamafio de exclusion molecular de 400 Da.

» Cromatdgrafo de gases Thermo-electron Coorporation, con detector FID, modelo Trace
Ultra, equipado con automuestreador y columna capilar Zebron ZB-5 (5% fenil, 95%
dimetil-polisiloxano) de 30 m de longitud, 0.25 mm de didmetro interno y 0.25 um de
espesor de pelicula.

» Cromatografo de gases acoplado a espectrometro de masas Thermo-electron Coorporation,
modelo Trace Ultra, equipado con auto muestreador y columna capilar marca Zebron ZB-
5/MS (5% fenil, 95% dimetil-polisiloxano) de 30 m de longitud, 0.25 mm de didmetro
interno y 0.25 um de espesor de pelicula. Software “Xcalibur” de la marca Thermo, version

BO1.
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3.3 Estrategia experimental
La realizacion de los experimentos y andlisis de las muestras de suelo se llevé a cabo como se
enlista a continuacion:
a) Caracterizacion de muestras de suelo
b) Eleccion de los compuestos de fortificacion
¢) Desarrollo y optimizacion de una metodologia por PTV-LVI-GC para el analisis de HAP
c.1) Optimizacion de flujo en el inyector PTV
¢.2) Optimizacion de presion en el inyector PTV
c.3) Validacion del método desarrollado
d) Disefio de los experimentos cinéticos
d.1) Experimentos en los suelos S1y S3
d.2) Experimentos en los suelos S2 y S4 + carbonilla
e) Experimentos para la determinacion de Ky y log Ko
e.1) Experimentos en los suelos S1y S3
e.2) Experimentos en los suelos S2 y S4 + carbonilla
f) Anélisis de HAP en las muestras de suelo
f.1) Extraccion de HAP en S1y S3
f.2) Identificacion y cuantificacion de HAP en S1y S3 por PTV-LVI-GC
f.3) Extraccion de HAP en S2 'y S4 + carbonilla

f.4) Identificacion y cuantificacion de HAP en S2 y S4 + carbonilla por CG-EM
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3.4 Caracterizacion de las muestras de suelo
Los andlisis se llevaron a cabo utilizando cuatro suelos no perturbados con diferente
contenido de MO, provenientes de zonas con actividad industrial y petrolera del sureste de la

Republica Mexicana (Veracruz y Tabasco), los suelos estudiados se enumeran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Identificacion de las muestras de suelo estudiadas.

Muestra de suelo % Materia Organica
S1 1.9
S2 4.6
S3 25
S4 40
S2 + 0.05 % de Carbonilla* 4.6
S4 + 0.2 % de Carbonilla* 40

* Muestras de suelo enriquecidas con carbonilla (% p/p)

En todos los casos, las muestras fueron obtenidas de la capa superficial del suelo (Ah), es
decir los primeros 20 cm y tamizadas con una malla de acero inoxidable de 2 mm de tamafio de
poro. Las muestras de suelo fueron caracterizadas previo a su fortificacion, determinandose los
siguientes parametros: pH, conductividad eléctrica, porcentaje de arcilla, limo y arena, contenido de
materia organica (MO), carbono organico disuelto (COD) y capacidad de intercambio cationico
(CIC). La determinacion de pH y conductividad se realizé con extractos acuosos de las muestras de
suelo utilizando agua desionizada en una relacion 1 a 3, bajo agitacion continua por 4 h 'y
posteriormente utilizando un electrodo combinado de vidrio y una celda conductométrica
respectivamente, ambos previamente calibrados. El porcentaje de arcillas, limo y arena, se obtuvo
por el método de Bouyoucos [60, 61]. EI contenido de MO y COD se realizd con un equipo TOC
para determinacion de carbono organico total en muestras sélidas y liquidas, y dado que no se trata

de suelos carbonatados (carbonatos < 1%), el contenido de MO se determiné utilizando el siguiente
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factor: % MO = 1.724 * % CO [49]. Se analizaron tres muestras “blanco” de cada suelo estudiado
para verificar que no contenian los compuestos utilizados para la fortificacion. También, se
realizaron blancos metodolégicos con los materiales y reactivos utilizados, incluyendo la carbonilla,
para evaluar las interferencias de matriz en las muestras de suelo enriquecidas con este material, asi
como el posible aporte de HAP del mismo, el cual no fue significativo (< LD del método utilizado)
para los niveles de enriquecimiento de la carbonilla y la fortificacion de los HAP en las muestras de

suelo.

3.5 Eleccion de compuestos para la fortificacion de las muestras de suelo

La fortificacién de las muestras de suelo, se llevo a cabo utilizando diferentes compuestos
representativos del grupo de los HAP, asi como algunos de sus derivados metilados y compuestos
analogos azufrados (tiofenos, S-PAC, por sus siglas en inglés) y nitrogenados (carbazoles, N-PAC,
por sus siglas en inglés), con objeto de evaluar la presencia de heterodtomos en la sorcién de los
compuestos aromaticos policiclicos en la MO del suelo. La eleccion de los compuestos pretendid
evaluar un panorama amplio en cuanto a sus diferentes propiedades fisicoquimicas, como: peso
molecular, polaridad, tipo de estructura (para el caso de los pericondensados y catacondensados) e
hidrofobicidad, tomando en cuenta sus coeficientes de reparto octanol-agua. Los compuestos
utilizados para la fortificacién se enumeran en el Cuadro 3. Dado que para los experimentos en los
suelos S1 y S3, la fortificacion se realizd unicamente con seis HAP nativos, para dichos
experimentos y resultados se hara referencia al acronimo HAP (hidrocarburos aromaéticos
policiclicos). Por otra parte, debido a que en los experimentos con los suelos S2 y S4 ademaés de
HAP nativos, se evaluaron Alquil-HAP y compuestos policiclicos analogos con héteroatomos como
azufre (tiofenos) y nitrégeno (carbazoles)ados, para estos experimentos y sus resultados se hard
referencia indistinta entre los acronimos HAP y PAC (compuestos aromaticos policiclicos, por sus

siglas en inglés), lo anterior para evitar confusiones al respecto.
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Cuadro 3. Compuestos seleccionados para los experimentos cinéticos y la determinacion de Ky y
Koc-

Tipo de No. de Tipo de Tipo de No. de Tipo de
compuesto Anillos Condensacion compuesto Anillos Condensacion
HAP: N-PAC:
Fluoreno 3 Catacondensado  9-Metilcarbazol 3 Catacondensado
Fenantreno 3 Catacondensado Carbazol 3 Catacondensado
Pireno 4 Pericondensado
Benzo (a) pireno 5 Pericondensado

Dibenzo (a,h)

6 Catacondensado
antraceno
Indeno (1,2,3-cd) .
) 6 Pericondensado
pireno
Alquil-HAP: Estandares surrogados:
1-Metilfluoreno 3 Catacondensado  Naftaleno d-8 2 Catacondensado
2-Metilfenantreno 3 Catacondensado  Criseno d-12 4 Catacondensado
3,6-Dimetil
3 Catacondensado
fenantreno
S-PAC: Estandar Interno:
Dibenzotiofeno 3 Catacondensado  3,6-Dibromo carbazol 3 Catacondensado

S-PAC = Compuestos aromaticos policiclicos con azufre.
N-PAC = Compuestos aromaticos policiclicos con nitrégeno.

3.6 Desarrollo y optimizacion de la metodologia por PTV-LVI-GC

Para la cuantificacion de los HAP en las muestras de suelo se desarroll6 una metodologia
analitica por cromatografia de gases con inyector PTV para la inyeccion de grandes volimenes, la
cual abarco la optimizacion de: i) condiciones cromatograficas (utilizando disoluciones estandar),
ii) procedimiento de preparacion de muestras y iii) analisis cromatografico de los HAP en los

extractos de los diferentes suelos.

3.6.1 Preparacion de muestras
Los extractos organicos de matrices complejas como el suelo, presentan un gran nimero de

interferencias que dificultan la identificacion y la cuantificacion de los compuestos de interés, por
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esta razon es importante realizar procedimientos de limpieza de muestra eficientes con objeto de
eliminar el mayor nimero de interferencias para los analisis. Se analizaron blancos de los suelos S1
y S3 para verificar que las muestras no contenian HAP. Posteriormente, a 10 g de suelo se
agregaron 10 ml de una disolucion acuosa que contenia cloruro de calcio 0.01 M, cloruro de
mercurio a 200 g L™ (como inhibidor microbiano) seis HAP (fenantreno, antraceno, fluoranteno,
criseno, pireno y benzo [a] pireno) a una concentracion de 25 pg L™. La extraccion y la limpieza de
muestra se realizd como se describe a continuacion: 1) Los componentes solidos se separaron por
filtracion (0,45 micras membranas de nylon). 2) Se transfirieron a un extractor Soxhlet en un
cartucho de celulosa y se extrajeron durante 16 h con 20 ml de una mezcla de tolueno-metanol (6:1
v/ V) [22] y 10 ml de disolucion de KOH al 10% en metanol. 3) La fase acuosa se separd para
eliminar la fraccion saponificada (esteroles y acidos grasos principalmente) y por lo tanto para
reducir las interferencias de la matriz, el extracto organico se lavé con agua destilada para eliminar
el exceso de KOH y se secd con sulfato de sodio anhidro; 4) a continuacién, se evaporé bajo una
corriente suave de nitrogeno y se redujo a 5 ml en un matraz aforado. El extracto final se inyect6 al

GC (PTV) en el modo de venteo de disolvente [62].

3.6.2 Optimizacion de la neumética del PTV

Se realiz6 la optimizacion de las condiciones neumaticas del inyector PTV como son el
flujo de venteo y la presion de venteo, para obtener la mayor respuesta de los compuestos de
interés. Para la optimizacion de las condiciones cromatograficas se utilizaron disoluciones estandar
de los analitos de interés a una concentracion de 500 ng mL™. La presion de venteo se varié en un
intervalo entre 7 y 55 kPa y el flujo de venteo se varié entre 20 y 200 mL min™. Los datos fueron
recolectados en el software Chemstation de Agilent version A.10.01. Las condiciones
cromatograficas utilizadas fueron las siguientes:

La temperatura inicial de la columna se mantuvo a 60 °C durante 2 min, a continuacion,

programado a 10 °C min™ a 90 °C y finalmente a 20 °C min™ a 320 °C, que se mantuvo durante 8
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min. Se utilizé hidrégeno (99,98%) a 1.4 ml min™ como gas portador. Se inyectaron 50 pL de
extracto utilizando una secuencia de inyecciones multiples. Para cada muestra, se realizaron diez
inyecciones multiples de 5 pL cada una utilizando un automuestreador automatico equipado con
una jeringa de 10 pL y un retardo entre las inyecciones de 1s. La temperatura inicial del PTV fue de

60 °C durante 1.5 minutos [62].

3.7 Disefio de los experimentos cinéticos

Con objeto de estudiar el efecto de la carbonilla en los procesos cinéticos y de sorcion al
equilibrio los suelos S2 y S4 fueron fortificados con un material de referencia de carbonilla (soot)
obtenida de la combustion de diesel, la cual presenta elevada porosidad y bajo tamafio de particula y
por lo tanto afinidad elevada por compuestos organicos hidrofébicos, la fortificacion con carbonilla
fue del orden de 0.05y 0.2 % (p/p), respectivamente para S2 y S4, se realizaron analisis blanco de
los suelos fortificados con la carbonilla, observando que el contenido de HAP aportado por este
material fue menor a los limites de deteccion del método. Dado que la carbonilla es un material muy
poroso, de bajo tamafio de particula y de alta afinidad por compuestos organicos hidrofébicos, las
bajas cantidades de carbonilla agregadas a cada suelo (< 1% p/p), pretendieron evaluar la influencia
de esta fraccion de CO en la sorcion de los HAP, sin predominar sobre la sorcion en el CO presente
en la MO nativa de cada uno. Las muestras S1 y S3 no fueron enriquecidas con este material, por lo

que en estos casos solo se estudio el efecto de la MO natural de cada suelo.

3.7.1 Experimentos en suelos S1y S3

Los experimentos cinéticos para los suelos S1 y S3 se realizaron por medio de lotes de
experimentos independientes (batch); se preparon doce puntos cinéticos para cada suelo en viales
independientes de 40 mL y los tiempos de contacto variaron en un intervalo entre 0 y 880 h. En
cada vial se colocaron 10 g de suelo base seca, con aproximadamente 30 mL de solucién del suelo

sintética, preparada en el laboratorio, la cual contenia CaCl, 0.01M y HgCl, a 200 pg mL™ como
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inhibidor microbiano [63]. Para estos experimentos, se adicionaron los seis HAP mencionados a
ambos suelos. Los compuestos de fortificacion se adicionaron por medio de la solucién del suelo
sintética antes descrita, a una concentracion de 1.5 pug mL™ y los viales fueron llenados en su
totalidad para evitar pérdidas por volatilizacion en el espacio de cabeza, permaneciendo en un bafio
termostatizado, aislados de la luz (para evitar fotodescomposicion de los analitos) a presion y
temperatura constantes (585 mm Hg y 25 °C). Para evaluar la presicién y asegurar la calidad de los
resultados, se realizaron analisis por triplicado de tres puntos cinéticos por cada lote de

experimentos.

3.7.2 Experimentos en suelos S2 y S4 con carbonilla

Los experimentos cinéticos para las muestras S2 y S4 se llevaron a cabo con y sin adicion
de carbonilla, con objeto de evaluar el efecto de esta fraccion organica sobre la sorcion de los
compuestos en suelo. Los compuestos utilizados para la fortificacién de estos suelos fueron los
siguientes PAC: fenantreno, 2-metil fenantreno, 2,6- dimetil fenantreno, fluoreno, 1-metil fluoreno,
pireno, dibenzo [ah] antraceno, indeno [1,2,3-c,d] pireno, carbazol, 9-metil carbazol vy
dibenzotiofeno. Los experimentos se llevaron a cabo de forma independiente, para lo cual se
montaron siete puntos cinéticos. En cada caso, dependiendo del contenido de materia organica, se
optimizo la relacién suelo-solucion del suelo para lograr aproximadamente un 80 % de sorcion al
equilibrio [63]. Con base en lo anterior, para el caso del suelo S2 con y sin carbonilla se colocaron 3
g de suelo base seca y 20 mL de solucién del suelo sintética que contenia CaCl, 0.01M y NaNs a
200 pg mL™ como inhibidor microbiano, para el suelo S4 con y sin carbonilla, se colocé en cada
vial 2 g de suelo base seca y 40 mL de la solucion del suelo sintética, en todos los casos los analitos
de fortificacion se adicionaron por medio de la solucién del suelo sintética antes descrita, a niveles
de 1 pg mL™ y los viales fueron llenados en su totalidad para evitar pérdidas por volatilizacién en el

espacio de cabeza. Los tiempos de contacto fueron de 0, 4, 10 24, 48, 72 y 120 h para cada tipo de
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muestra de suelo con y sin carbonilla. Se realizaron triplicados de los experimentos con tiempo de
equilibrio de 24 h para S2 y de 48 h para S4. Durante los experimentos cinéticos, los viales
permanecieron en un bafio termostatizado, aislados de la luz (para evitar fotodescomposicién de los

analitos) a presion y temperatura constantes (1090 mbar y 30 °C) [63].

3.8 Determinacion de Kyy Ky; isotermas de sorcién

3.8.1 Experimentos en suelos S1y S3

Para los suelos S1y S3, los coeficientes de particion Ky y Ko, fueron calculados a partir de las
concentraciones al equilibrio de los HAP en el suelo y en la solucién del suelo, determinadas una
vez alcanzado el equilibrio en los experimentos cinéticos antes descritos (concentraciones del

Gltimo punto de la cinética de sorcidn).

3.8.2 Experimentos en suelos S2 y S4 con carbonilla

De la misma manera que para los experimentos cinéticos, se realizaron experimentos
independientes para la obtencion de las isotermas de sorcion y la determinacion de los parametros
Kq Y Kqc. Para cada muestra de suelo con y sin carbonilla, se realiz6 la fortificacién con los PAC por
medio de la solucién del suelo sintética antes descrita, a cinco niveles de concentracion en viales
independientes, manteniéndose todos al mismo tiempo de equilibrio (120 h). Las relaciones
suelo:solucion del suelo fueron las mismas que las utilizadas en los experimentos cinéticos y las

concentraciones de fortificacion utilizadas fueron 0.2, 0.5, 1, 2.5y 5 ug mL™[63].
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3.9 Anadlisis de los HAP

3.9.1 Extraccion de HAP en las muestras S1y S3

Una vez transcurridos los diferentes tiempos de equilibrio, se realiz6 la extraccion de los
HAP en el suelo y la solucién del suelo bajo las siguientes condiciones experimentales:
i) Suelo: Una vez transcurrido el tiempo de equilibrio para cada vial, las muestras fueron
centrifugadas a 3000 rpm vy filtradas a través de membranas de celulosa de 0.45 um para separar el
suelo de la solucion. Posteriormente, la fase solida se transfirio a un cartucho de celulosa y se
colocd en un extractor Soxhlet, utilizando 30 mL de una mezcla 6:1 de tolueno/metanol y
adicionando 10 mL de una solucién de hidréxido de potasio en metanol al 10%, con objeto de
saponificar los lipidos presentes en la MO del suelo y reducir las interferencias para el analisis, el
tiempo de extraccion fue de 16 h. Posteriormente, el extracto fue lavado con agua destilada hasta
neutralizar el exceso de hidroxido de potasio y secado con sulfato de sodio anhidro. Finalmente, se
concentré hasta un volumen final de 5 mL, utilizando un rotaevaporador y se inyectaron 50 pL al
cromatografo de gases con inyector PTV, en modo de eliminacion de disolvente.
ii) Solucién del suelo: La fase acuosa fue transferida a un embudo de separacion y se realizaron tres
extracciones liquido-liquido con agitacién vigorosa, con porciones de 5 mL de cloruro de metileno.
Posteriormente, el extracto fue secado utilizando sulfato de sodio anhidro y se evapord en un
sistema Kudderna-Danish, al cual se agregaron 0.5 mL de tolueno para evitar pérdidas de los HAP
de menor numero de anillos, la evaporacion se realiz6 hasta la eliminacién completa del cloruro de
metileno y se Ilevo a un volumen final de 1 mL con tolueno. Se inyectaron 50 L al cromatografo

de gases.

3.9.2 Identificacion y cuantificacion de HAP en las muestras S1y S3
La identificacion de los HAP se realiz6 por la comparacion del tiempo de retencion

determinado con inyecciones de disoluciones estandar de cada uno de los compuestos de interés. La
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cuantificacion se realizd por el método de calibracion absoluta, realizando curvas de calibracion
para cada compuesto, e interpolando el area de cada compuesto en las muestras de suelo. Los
analisis cromatograficos se realizaron en un cromatdgrafo de gases Agilent modelo 6890N,
equipado con inyector PTV. El gas portador fue hidrégeno, a un flujo de 1.4 mL min™. El programa
de temperatura del horno inicié a 50 °C durante 1 min, con un incremento de 10 °C min™ hasta 90
°C, seguido de un segundo incremento de 20 °C min™ hasta 320 °C durante 8 min. La temperatura
del detector fue de 360 °C. Las condiciones de trabajo para el inyector PTV fueron las siguientes:

El PTV se utilizé en modo de venteo de disolvente y por cada muestra se realiz6 una secuencia de
10 inyecciones sucesivas de 5 pL cada una, con un tiempo de retardo entre cada inyeccion de 1 s (el
volumen total por inyeccién fue de 50 pL); durante la eliminacién del disolvente, el flujo de venteo
fue de 50 mL min™, la presion de venteo fue de 10 kPa (1.5 psi aprox.) y el flujo del split fue de 50
mL min™. El programa de temperatura del inyector inici6 a 60 °C durante 1.5 min, seguido de un
incremento de 8.3 °C.s® hasta 350 °C, donde permanecié 3 min, con objeto de transferir
eficientemente los compuestos de alto peso molecular a la columna cromatogréfica y purgar el

inyector para el siguiente analisis y evitar asi efectos de memoria entre cada inyeccion [62].

3.9.3 Extraccion de PAC en las muestras S2 y S4 con carbonilla

Para la extraccién de los PAC en las muestras S2 y S4 con y sin carbonilla, se utilizo la
técnica de extraccién con liquidos presurizados, bajo las siguientes condiciones: 2 a 3 g de muestra
de suelo para los casos con y sin carbonilla, 3 ciclos de extraccion de 10 minutos cada uno,
utilizando una mezcla hexano:acetona (1:1), a 140 bares y 110 °C [64 - 66]. Los extractos fueron
concentrados en rotavapor hasta un volumen de 1 mL. Se prob6 de manera inicial la limpieza de los
mismos pasandolos a traves de columnas empacadas con 3 g de silica gel desactivada con agua al 5
%, sin embargo, dado que el grado de limpieza de muestra alcanzado no fue suficiente para el
analisis por CG-EM, se modificd el procedimiento de limpieza de los extractos organicos de los

suelos. Los extractos fueron tratados por Cromatografia de Permeacion en Gel preparativa (GPC).

46



DESARROLLO EXPERIMENTAL

Se utilizd una columna empacada con fase estacionaria polimérica Bio-Beads SX-12 de la marca
Biorad de 45 x 1 .0 cm, con un limite de exclusion molecular de 400 Da; la fase movil fue
diclorometano (Suprasolv marca Merck, filtrado a 0.45 um), a un flujo de 3 mL/min. Se inyectaron
500 pL de cada extracto de suelo utilizando un automuestreador. La deteccion se realizé por UV-
visible a dos longitudes de onda (220 y 254 nm) y por fluorescencia (Aecitacion, emisisn = 250, 400 nm),
en todos los casos se colect6 la fraccion comprendida del minuto 4 al minuto 8 del cromatograma,
que es donde eluyeron los compuestos de interés. Posteriormente, fueron agregados 0.5 mL de
tolueno a los extractos colectados por GPC para evitar pérdidas de los compuestos mas volatiles y
se concentraron hasta la eliminacion completa del diclorometano bajo una corriente suave de
nitrégeno [64-66]. Por Gltimo, se adicion6 a cada extracto el estdndar interno, se llevaron a un aforo

de 1 mL en tolueno.

3.9.4 ldentificacion y cuantificacion de los PAC en las muestras S2 y S4 con carbonilla

La identificacion de los PAC se realizd por la comparacion del tiempo de retencion (GC-
EM) determinado con inyecciones de disoluciones estandar de cada uno de los compuestos de
interés y por la comparacion de las abundancias de los iones diagnosticos elegidos para cada
compuesto. La cuantificacion se realizo por el método de estdndar interno, realizando las curvas de
calibraciones relativas, correspondientes a cada compuesto, las cuales fueron preparadas en un
intervalo de 0.5 a 10 pg g™ de suelo, se utilizo 3,6-dibromo carbazol como estandar interno a una
concentracion de 4 ug g™*. El analisis cromatografico se realizo en un sistema acoplado CG-EM.
Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: temperatura del inyector: 280 °C,
temperatura de la linea de transferencia 300 °C, programa de temperatura del horno: 60 °C durante 1
minuto, posteriormente 5 °C min hasta 150 °C durante 0 min y finalmente 10 °C min* hasta 320
°C durante 15 min. Para la evaluacion de los porcentajes de recuperacion se utilizaron los siguientes
estdndares deuterados: naftaleno-d8 y criseno-d12. EI equipo se utilizd en modo de

electroionizacién a 70 eV y la adquisicion de datos fue por SIM (monitoreo selectivo de iones); para
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cada compuesto se utilizd un ién diagnostico de cuantificacion (iébn molecular) y dos de
confirmacion (M+1 y M-1), excepto en el caso del dibenzotiofeno para el cual se utilizé el M+2 de

confirmacion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de las muestras de suelo

Se realiz0 la caracterizacion de las muestras de suelo, mediante la determinacion de los siguientes
pardmetros: conductividad eléctrica, pH, porcentaje de materia orgénica (% MO) y carbono
organico (% CO), concentracion de carbono organico disuelto (COD), capacidad de intercambio
cationico (CIC) y textura (porcentaje de arena, limo y arcilla). Los resultados de la caracterizacion

de los suelos estudiados se incluyen en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Resultados de la caracterizacion de las muestras de suelo.

Origen Nanchital, Veracruz Frontera, Tabasco Tabasco Blasillo, Tabasco
Muestra de suelo S1 S2 S3 S4
Profundidad del

Ah (20 cm) Ah (20 cm) Ah (20 cm) Ah (20 cm)

muestreo

Conductividad (uS/cm)* 107 95 185 486
pH* 6.71 6.50 5.9 5.4
% Arena 49.2 335 35 25.5
% Limo 30.0 32.0 51.5 46.5
% Arcillas 20.8 345 235 28.0
% MO** 19 4.6 25.0 40.0
% CO** 11 2.7 14.7 27.0
COD** (mg/L) 40 119 250 290
CIC (meq/100g) ND 45 ND 105
*25°C.

** Determinados en equipo TOC (% MO = % CO * 1.7, suelos no carbonatados).
ND = No determinado

Adicionalmente, se estimo el contenido aproximado de carbonatos en las muestras de suelo, por

reaccion con &cido clorhidrico [39], y dado que ninglna presentd un porcentaje de carbonatos
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mayor al 1 % (p/p), el contenido de MO se determiné a partir del porcentaje de CO, utilizando el
siguiente factor: % MO = 1.724 * % CO [49].

De acuerdo con los pardmetros determinados a las muestras de suelo, se oberva que conforme
aumenta el contenido de MO, disminuye el pH y se incrementa la concentracién de COD y la CIC,
lo cual es debido a la mayor cantidad de grupos funcionales orgénicos (&cidos hdmicos, &cidos
falvicos y huminas) que componen la MO nativa de los suelos estudiados [21]. Esta caracterizacion
de las muestras permitié conocer su contenido de MO, siendo éste pardmetro el de principal interés,
ya que los resultados de la sorcién de los HAP se evaluaran en funcién del contenido de MO de

cada suelo.

4.2 Metodologia para la determinacion de HAP por PTV-LVI-GC
4.2.1 Preparacion de las muestras

Si bien la cromatografia de gases es una técnica con un alto poder de separacion, la
introduccién de muestras muy complejas a los equipos de CG, afecta directamente la estabilidad del
sistema, llegando incluso, en algunos casos a deteriorar o acortar la vida de algunos de sus
componentes, ademas de las dificultades implicadas en el anélisis de los compuestos de interés. Por
lo tanto, los extractos orgénicos de las muestras de suelo fueron sometidos a un proceso de limpieza
gue consistié en una saponificacion de los extractos organicos con hidréxido de potasio, para
eliminar las interferencias de la fraccion saponificable de la matriz, que consisten principalmente en
triglicéridos, acidos grasos y compuestos polares de alto peso molecular y que representan un
problema para el anélisis por cromatografia de gases. El uso de un detector no especifico, como lo
es el detector de ionizacion de llama (FID por sus siglas en inglés) en el analisis de contaminantes
en matrices complejas, ha sido criticado debido a la posibilidad de realizar una identificacion
incorrecta de los analitos, por lo que es imprescindible contar con los estandares de los compuestos
que se desean identificar, asi como con una correcta separacion cromatografica de todos los

componentes de la muestra, para minimizar dicha condicion y de éste modo hacer valido su uso
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[62]. El procedimiento de limpieza implementado generd buenos resultados, ya que permitio la
disminucién de un buen nimero de interferencias para las determinaciones, lo cual se observa a
partir de los cromatogramas de los extractos de suelo, los cuales tuvieron una linea base mas estable
y un menor numero de picos interferentes. La deteccion y cuantificacion de los HAP para los
experimentos con los suelos S1 y S3, se realizd con un cromatografo de gases equipado con un
detector FID, dada la decuada limpieza de los extractos organicos de los suelos, con lo que fue
posible obtener una separacion completa (Resolucion mayor a 2 en todos los casos) entre los
analitos y las interferencias de la matriz, derivando en una adecuada identificacién y cuantificacién
de los HAP. Adicionalmente, como confirmacion de los resultados, se realizé el analisis de algunos
extractos por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, a efecto de identificar de
manera inequivoca a cada uno de los compuestos adicionados a las muestras de suelo. En la Figura
8 se muestra una comparacion de los cromatogramas de la muestra de suelo S1 fortificada, para: a)
un analisis por CG-LVI-PTV sin limpieza del extracto, b) un anéalisis CG-LVI-PTV de un extracto
saponificado y ¢) un analisis por CG-EM de un extracto saponificado en un inyector split/splitless,
en los cuales se observa la eficacia del procedimiento de limpieza de muestras arriba discutido. La
escala de tiempo del cromatograma c) es diferente a los cromatogramas a) y b), ya que el programa

de temperatura utilizado con el equipo CG-EM fue diferente al CG-FID.
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Figura 8. Cromatogramas: a) analisis por CG-LVI-PTV sin limpieza del extracto de suelo, b)
andlisis por CG-LVI-PTV de un extracto de suelo saponificado y c) analisis por CG-EM- splitless
de un extracto de suelo saponificado. 1. Fenantreno, 2. Antraceno, 3. Fluoranteno, 4. Pireno, 5.
Criseno y 6. Benzo (a) pireno a 50 pg L™, las recuperaciones del método por por CG-LVI-PTV, se
mantuvieron entre 76 y 96 % (Cuadro 5).
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4.2.2 Optimizacion de Flujo y presién del PTV

La eleccion de las condiciones dptimas para el venteo o eliminacion del disolvente, sin
ocasionar pérdida significativa en la respuesta de los analitos de interés, se realiz6 mediante la
variacion de los parametros: flujo de venteo y presion de venteo en el inyector PTV. Se busco
obtener la mejor combinacion de ambos para eliminar la mayor cantidad de disolvente posible del
inyector (con objeto de que no ingresara a la columna y pudiera saturar el sistema cromatogréafico),
sin disminuir de manera significativa la respuesta de los analitos. La optimizacién del flujo de
venteo, se realiz6 manteniendo fija una presion de 10 kPa en el iyector. De manera analoga, la
optimizacién de la presién de venteo, se llevé a cabo manteniendo un flujo constante de 100 mL
min™. En la Figura 9, se muestra el grafico de flujo de venteo vs area de pico, en el cual se observa
que el flujo 6ptimo fue de 100 mL min™. Sin embargo, también puede apreciarse que la respuesta de
los HAP de menor peso molecular (fenantreno y antraceno) disminuye con respecto a los mas
pesados, ya que estos Gltimos son menos volatiles y por lo tanto, menos susceptibles de ser

arrastrados por el venteo del split atn a flujos elevados.
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—¥— Criseno —§§— Pireno —}— Benzo (a) pireno

Figura 9. Optimizacion del flujo de venteo para PTV-LVI.
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La presion de venteo, se refiere a la presion en cabeza de columna, es decir la presion del
inyector durante el proceso de eliminacion de disolvente y es la variable de mayor influencia en la
eliminacion del exceso de disolvente. Considerando que durante la eliminacién del disolvente en el
inyector, la temperatura debe permanecer por debajo de su punto de ebullicién (para evitar pérdidas
considerables de analitos) y que la presion tiene una relacién directa con el punto de ebullicion de
un liquido, entonces, una mayor presion en el inyector, dificulta la eliminacién del disolvente. De
manera contraria la disminucion de la presion en el inyector favorece la eliminacion del disolvente.
En ambos casos, debe tomarse en cuenta la presion de vapor de los analitos y asi, determinar el
valor de presion Optimo para el inyector PTV, donde se obtenga la mayor eliminacién posible de
disolvente, sin ocasionar pérdidas considerables en la respuesta de los compuestos de interés. Los
resultados obtenidos para la optimizacién de la metodologia por LVI, son congruentes con lo
reportado en estudios donde incluso se han determinado compuestos mas volatiles que los HAP,
comprobando asi, la confiabilidad del método desarrollado [58,68]. La Figura 10 muestra el grafico
de presién de venteo vs area de pico, en ella se observa, que la presion dptima para lograr la mayor
eliminacion de disolvente sin disminuir de manera importante la respuesta de los analitos, fue de 10
Kpa. En conclusion, la combinacién éptima de las condiciones de flujo y presién de venteo en un
método por cromatografia de gases, mediante el uso de volumenes grandes de inyeccién (LVI, por
sus siglas en inglés), deberd ser obtenida en funcion de las propiedades fisicoquimicas de los
analitos y del disolvente, como: polaridad, solubilidad, presion de vapor y peso molecular. De esta

forma, el aumento en la sensibilidad del método es considerable [58,68].
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Figura 10. Optimizacion del flujo de venteo para PTV - LVI.

4.2.3 Precision de la inyeccion de grandes volimenes de muestra (LVI)

Se determin la precision de la inyeccion de grandes volimenes, ya que debido a la secuencia
neumatica compleja del modo de venteo de disolvente, la variacion entre inyecciones puede ser
elevada si no se trabaja bajo condiciones 6ptimas y mas ain cuando los analitos se encuentran en
concentraciones a niveles de trazas. Como se ha discutido por varios autores, el proceso de
eliminacion de disolvente se ve influenciado por una serie de variables experimentales, como son:
la presion, el flujo y el tiempo de venteo, asi como la temperatura del inyector [58, 59, 67 - 69]. En
suma, estas variables junto con la presion de vapor de los analitos y el punto de ebullicion del
disolvente son determinantes para lograr resultados satisfactorios y repetibles. Si bien, es deseable
eliminar la mayor cantidad de disolvente del inserto del inyector, también es cierto que una pequefia
cantidad de disolvente residual en el inserto puede ayudar a disminuir pérdidas de los analitos méas
volatiles y lograr asi inyecciones mas repetibles, ya que tal residuo actia momentaneamente a

manera de “fase estacionaria” en el inyector, reteniendo los compuestos y reduciendo la pérdida de
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analitos. Otra opcion para evitar ésta pérdida, es el uso de insertos empacados con materiales
adsorbentes; sin embargo, esta alternativa puede llegar a impactar en la recuperacion de algunos
compuestos de mayor peso molecular. Por otra parte, el inyector PTV también cuenta con un modo
de trabajo criogénico, el cual emplea nitrégeno liquido o diéxido de carbono como gas enfriador y
es recomendado para el anélisis de compuestos de alta volatilidad a temperatura ambiente [58]. Para
el presente estudio, fue suficiente la optimizacion de las condiciones antes mencionadas para el
PTV sin necesidad de utilizar el modo criogénico, ya que los copuestos analizados no son de
elevada volatilidad. Una vez obtenidas las mejores condiciones de trabajo del inyector, se estimo la
precision de las inyecciones de grandes volimenes (LVI, por us siglas en inglés), através del
coeficiente de variacion porcentual (CV %) de acuerdo con la repetibilidad de siete inyecciones de
gran volumen. En el Cuadro 5 se muestran los CV % para las pruebas de repetibilidad de las
inyecciones LVI (50 pL), utilizando una disolucion estandar de HAP de 50 ug L™asi mismo, se
muestran los limites de deteccion (LD) y limites de cuantificacion (LC) instrumentales, calculados
como 3y 10 veces la desviacion estandar de los septuplicados respectivamente. De esta manera, se
observa que el CV % se mantuvo por debajo de 19 % para todos los analitos, lo cual es aceptable,
tomando en cuenta los bajos niveles de concentracion de los compuestos y la compleja neumatica
del inyector PTV. Por lo que la inyeccion LVI, es una excelente alternativa para incrementar la
sensibilidad, a través de una preconcentracion en linea, lo cual a su vez dismunuye las variaciones

experimentales en la cuantificacion de los analitos.

56



RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 5. Precision de la metodologia desarrollada por PTV-LVI, utilizando una disolucion
estandar de HAP de 50 pg L™ (n=7).

cv” DE™ LD LC'
Compuesto 1 4 1

(%) (g L7) (g L™) (g L7)
Fenantreno 8.7 4.35 13 44
Antraceno 15.8 7.9 24 79
Fluoranteno 14.7 7.35 22 74
Pireno 13.3 6.65 20 66
Criseno 16.8 8.4 25 84
Benzo [a]

. 18.3 9.15 27 92

pireno

" Para 7 inyecciones de 50 pL.

™ Coeficiente de variacion porcentual, n = 7.

" Desviacion estandar, n = 7.

* Limite de deteccion, calculado a partir de tres veces la desviacion estandar.

" Limite de cuantificacion, calculado a partir de diez veces la desviacion estandar.

4.2.4 Eficiencia del sistema cromatogréafico con inyector PTV

Adicionalmente, se evalu6 la eficiencia del sistema cromatografico con inyector PTV,
tomando en cuenta que una vez terminada la etapa de eliminacion del disolvente, el PTV funciona
como un inyector splitless convencional, dirigiendo a los analitos hacia la columna cromatografica
para su separacion, mediante el aumento subito de la temperatura del inyector (con velocidades de
calentamiento de hasta 600-700 °C min™), lo cual produce un interesante fenémeno de enfoque de
los analitos a la entrada de la columna capilar con lo cual se incrementa la eficiencia del proceso
cromatografico, ya que la muestra ingresa como una banda ain mas fina a la columna analitica. Lo
anterior se corroboré mediante el calculo y comparacion de parametros cromatograficos como: el
namero de platos tedricos (N), la altura equivalente a un plato tedrico (H) y el ancho de pico a la

base (Wb) para cada uno de los analitos en tres inyecciones splitless de 1L y tres inyecciones LVI
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de 50pL, utilizando una disolucion estandar de HAP de 500 pg L™ en tolueno, inyectadas en la
misma columna cromatografica (ver desarrollo experimental). La inyeccion LVI mostré un valor
mayor de N y en consecuencia un menor valor para H, en comparacién con la inyeccion splitless,
asi como también menor Wb para todos los HAP. Lo cual es indicativo del incremento en la
eficiencia del sistema, mejorando con ello la separacion de los compuestos en matrices complejas
como son los extractos organicos de un suelo. Adicional a la mejora en el proceso de separacién,
también hay un aumento en la sensibilidad (respuesta de los analitos), debido a la inyeccién de
mayor volumen de muestra (LVI), como se muestra en el Cuadro 6, donde se presenta la
comparacion entre los parametros Cromatograficos mencionados, la respuesta de los compuestos y
el coeficiente de variacion porcentual (CV %, n = 3), para ambos modos de inyeccién. Se observa
que la precisién (estimada como CV %) de la inyeccion splitless es mayor que para la inyeccién
LVI, lo cual, es consecuencia de la neumatica compleja del inyector PTV y de las multiples
inyecciones requeridas para introducir los 50 pL de muestra, sin embargo, para todos los casos el
CV % fue menor al 10 %, lo cual se considera adecuado, tomando en cuenta la mejoria en los LD y

LC del método por LVI [62].
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Cuadro 6. Comparacion de H (eficiencia) entre una inyeccién LVI y una inyeccion Splitless.

Inyeccion Splitless (1uL) Inyeccion LVI (50 pL)

Compuesto
Area %CV  Hum) W, Area %CV  H@m) W,

Fenantreno 11.7+0.3 2.3 52 0.038 196 + 16.5 8.4 12 0.017

Antraceno 11.2+0.3 2.2 44 0.035 214.2+18.38 8.8 12 0.018

Fluoranteno 10.7+0.4 3.4 33 0.034 213.3%16.2 7.6 9.4 0.017

Pireno 11.0+£0.3 2.9 36 0.036 252.7+22 8.7 9.1 0.017
Criseno 9.6+0.3 34 26 0.032  221.7+18.6 8.4 6.9 0.017
Benzo [a]

) 8.2+0.3 3.2 15 0.029 199.7+16.3 8.1 8.9 0.021
pireno

En relacion a lo expuesto en el parrafo anterior, en la Figura 11, se muestra una
comparacion entre los cromatogramas de una inyeccion splitless (a) y una inyeccién LVI (b) para
un extracto de suelo fortificado con HAP a una concentracion de 500 pg L™, en ella se observa
claramente el incremento en la eficiencia y en la sensibilidad del método desarrollado, ya que a
pesar de que también aumentan los picos interferentes provenientes de la matriz, el menor ancho de
pico de los analitos permite una mejor separacion, lo cual para aspectos cuantitativos es importante,
ya que de esta manera la cuantificacion de los compuestos de interés se lleva a cabo con una menor

incertidumbre.
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Figura 11. Cromatogramas del eanalisis de HAP en suelo fortificado: a) inyeccion splitless, b)
inyeccion LVI. 1. Fenanteno, 2. Antraceno, 3. Fluoranteno, 4. Pireno, 5. Criseno y 6. Benzo [a]

pireno.

4.2.5 Validacion de la metodologia por PTV-LVI-GC.

Una vez optimizada la metodologia analitica desarrollada para la determinacion de HAP en
suelos por PTV-LVI-GC, se realizd la validacion de la misma. Se analizaron septuplicados de la
muestra de suelo S1 fortificado con seis HAP a razén de 50 ng g™ y se determinaron los limites de
deteccion (LD) y de cuantificacion (LC), como tres y diez veces respectivamente la desviacion
estandar de las replicas. Las recuperaciones se calcularon tomando como 100 % las &reas absolutas

de la disolucién estandar usada para la fortificacion de los HAP, sin ser sometida al procedimiento
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de preparacién de muestra. Las recuperaciones fueron entre 76 y 96 %, siendo la mas baja para
pireno y la mayor para antraceno. Los LD obtenidos fueron entre 9 y 12 ng g™, y los LD entre 30 y
40 ng g'para todos los analitos, demostrando que el método desarrollado, cumple con los
requerimientos de sensibilidad y repetibilidad para el analisis de HAP en suelos, como se muestra
en el Cuadro 7. Si bien la inyeccion de volimenes grandes de muestra puede incrementar las
interferencias en los analisis en extractos de matrices complejas, un adecuado procedimiento de
preparacion y limpieza de las muestras, asi como un correcto programa de temperatura en el
inyector PTV, puede disminuir considerablemente éste efecto, permitiendo obtener en

consecuencia, mejores LD en comparacion con un inyector convencional split/splitless.

Cuadro 7. Cuantificacion de HAP en el suelo tipo S1 (n=7), con el método por PTV-LVI-GC.

Concentracion ~ Recuperacion LD LC*
Compuesto

(ng g™ suelo) (%) (ng g* suelo) (ng g suelo)
Fenantreno 46 £ 3 92 9 30
Antraceno 48+ 4 96 12 40
Fluoranteno 44 +3 88 9 30
Pireno 38x4 76 12 40
Criseno 43+3 86 9 30
Benzo [a] pireno 41+ 4 82 12 40

" Limite de deteccion, estimado como 3 veces la desviacion estandar.
# Limite de cuantificacion, estimado como 10 veces la desviacion estandar.

Adicionalmente, para evaluar el desempefio del método, se determinaron las recuperaciones a
dos niveles de concentracion diferentes, utilizando dos muestras con fiferente contenido de MO (S2
y S3), fortificadas con los seis HAP antes mencionados, a niveles de 100 y 1000 ng g*
respectivamente, obtenidéndo recuperaciones entre 61 y 93 % para los seis HAP, en ambas
muestras de suelo, excepto para el criseno en el suelo S3, donde la recuperacion fue de 36 %, lo
cual puede se debido a interacciones especificas entre éste compuesto y la MO del suelo S3, lo cual

ocasiond una menor extraccion del compuesto, como se muestra a continuacion en el Cuadro 8.
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Adicionalmente, se puede observar que en general, las recuperaciones del método no se ven
afectadas por el mayor contenido de MO de la muestra S3 ni por la variacion de los niveles de
fortificacion, ya que los valores se mantienen en su mayoria por arriba del 70 %, considerandose

adecauados recuperaciones obtenidas en analisis con matrices complejas.

Cuadro 8. Cuantificacion de HAP en los suelos S2 y S3 (n=3), con el método por PTV-LVI-GC.

S2" 37

Compuesto Concentracion Recuperacion  Concentracion Recuperacion

(ng g™ suelo) (%) (ng g™ suelo) (%)
Fenantreno 84 + 23 84 926 + 108 93
Antraceno 71+ 17 71 813+ 15 81
Fluoranteno 73+19 73 750 + 20 75
Pireno 61+ 16 61 609 £ 5 61
Criseno 68 + 20 68 364 + 36 36
Benzo [a] pireno 76 + 24 76 73276 73

" Muestra S2 fortificada con HAP a razén de 100 ng g}, tiempo de equilibrio 5 dias.
#* Muestra S3 fortificada con HAP a razon de 1000 ng g, tiempo de equilibrio 7 dias.

A patir de los resultados obtenidos para la validacion, se observa la buena sensibilidad,
repetibilidad y robustez del método desarrollado, convirtiéndolo en una excelente alternativa para el

andlisis de HAP a niveles de trazas en suelos con diferente contenido de MO.

4.3 Preparacion de las muestras de suelo S2 'y S4

La extraccion de los HAP en los experimentos con las muestras S2 y S4 con y sin adicion
de carbonilla, se llevo a cabo mediante un sistema de extraccion con liquidos presurizados (ELP),
para después ser analizadas en el sistema acoplado CG-EM. A pesar de que la técnica de ELP no es
tan exaustiva como la extraccion soxhlet, la cantidad de interferencias extraidas de la matriz es
considerable, sobre todo para el suelo con mayor contenido de MO (S4), lo cual puede ocasionar

saturacion del sistema cromatografico y problemas en el espectrometro de masas. Por lo tanto, se

62



RESULTADOS Y DISCUSION

probé inicialmente un procedimiento de limpieza de los extractos organicos, mediante columnas
empacadas con silica gel descativada al 5 % con agua.

Previo a la fortificacion de las muestrasa, se analizaron blancos de suelo, para determinar el nivel de
interferencias de matriz remanentes después de pasar los extractos por las columnas de silice. Las
Figuras 12 y 13 ilustran los cromatogramas obtenidos para los dos suelos analizados después de ser

sometidos al procedimiento de limpieza por columna.
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Figura 12. Cromatogramas de las muestras “blanco” del suelo S2; A) muestra el cromatograma del
extracto previo a la limpieza por columna de silice; C) muestra el cromatograma del extracto de la

fraccion aromatica después de realizar la limpieza através de la columna de silice.
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Figura 13. Cromatogramas de suelo blanco S4; A) muestra el cromatograma del extracto previo a la
limpieza por columna de silice; C) muestra el cromatograma del extracto de la fraccion aromatica

después de realizar la limpieza a través de la columna de silice.

Como puede apreciarse en los cromatogramas anteriores, el paso de los extractos organicos
de los suelos a través de las columnas de silice, disminuyé la cantidad de interferencias en el
analisis de los HAP, sin embargo, el grado de limpieza no fue suficiente, sobre todo para el suelo
S4, tomando en cuenta la elevada sensibilidad del sistema acoplado CG-EM y por lo tanto el riesgo
de saturacion y/o dafio del mismo. Por lo que se utilizd la cromatografia de permeacion en gel
(GPC, por sus siglas en inglés), como técnica de limpieza de muestra, utilizando una columna con
limite de exclusion molecular de 400 Da, lo cual garantizé la eliminacion de interferencias de alto
peso molecular y con ello evitar dafios al distema cromatografico.

Debido a que en el estudio cinético y la determinacion de Ky y Ko en los suelos S2 y S4 se
realizaron experimentos con adicion de una cantidad fija de carbonilla a cada muestra, se realiz6 un
blanco del material de carbonilla para determinar el posible contenido de HAP u otras interferencias
que pudiera introducir dicho material. Se analiz6 1 g de carbonilla, bajo las condiciones de
extraccion descritas para las muestras de suelo, lo cual permitio verificar que el contenido de HAP y

otras interferencias no fue significativo, como seobserva en la Figura 14, donde se muestra la
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comparacion entre los cromatogramas del analisis de la carbonilla y de una mezcla de estandares de

los once compuestos utilizados para la fortificacion de las muestras S2 y S4.
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Figura 14. Andlisis de carbonilla. A) cromatograma del extracto de la carbonilla. B) cromatograma
de una mezcla de los compuestos de fortificacion (PAC); 1) fluoreno, 2) 1-metil-fluoreno, 3)
dibenzotiofeno, 4) fenantreno, 5) 9-metil-carbazol, 6) carbazol, 7) 2-metil fenantreno, 8) 3,6-
dimetil-fenantreno, 9) pireno, 10) dibenzo [a,h] antraceno, 11) indeno [1,2,3-c,d] pireno.

Dado que la carbonilla es un material carbonaceo muy afin hacia los compuestos
aromaticos policiclicos, debido a su elevada porosidad y bajo tamafio de particula, los niveles de
adicion de carbonilla a las muestras de suelo fueron bajos, ya que se buscaba evaluar la influencia
de éste material en la sorcion de los PAC en el suelo, y no que dicho material dominara el proceso
[44, 70, 71]. La adicién de carbonilla a los suelos S2 y S4 fue de 0.05 y 0.2 % (p/p)
respectivamente. Previo a la fortificacion de los suelos con los PAC, se analizaron blancos de los las
muestras de suelo S2 y S4 adicionados con carbonilla, para evaluar las interferencias en la

identificacion y cuantificacion de los de los analitos, observando que la cantidad de carbonilla

adicionada a cada suelo no ocasiond un incremento en las interferncias de la matriz, como se
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observa en la Figura 15, donde e muestran los cromatogramas de los blancos de suelos adicionados
con carbonilla para las muestras S2 y S4 y limpiados por el procedimientos de GPC, observandose
ademas, que la linea base de ambos cromatogramas es estable y no presenta inteferencias
significativas para el analisis de los PAC, demostrando asi la eficacia del procedimiento de limpieza

de las muestras.
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Figura 15. Cromatogramas de los extractos de suelos blancos adicionados con carbonilla y
limpiados, por GPC. A) y B) muestran los cromatogramas de los blancos de suelo S2 y S4

respectivamente, ambos adicionados con carbonilla.

Para la limpieza de los extractos por GPC, se inyect6 un volumen de 500 uL de cada extracto de
suelo por medio de un automuestreador y se realizd la deteccion de la fraccion aromatica que es
donde se encontraban los compuestos de interés por medio de dos detectores, UV-visible a dos
longitudes de onda, A;, = 220, 254 nm y fluorescencia, Aexcitacion, emision = 250, 400 nm, el tiempo de
duracidn de la corrida fue de 15 minutos y se recolectaron de manera automatica las fracciones de
interés, separando asi, los compuestos interferentes de mayor peso molecular provenientes de la

matriz.
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Para seleccionar el intervalo de recoleccion de la fraccion aromatica, se inyectdé una mezcla de
estandares de fortificacion en el HPLC con la columna de GPC (descritos en la parte experimental),
a una concentracion de 10 ug mL™ en tolueno, determinandose que la fraccion aromética de interés
eluia entre los 4 y 8 minutos, por lo que en cada muestra se procedid a recolectar dicho intervalo,
para posteriormente evaporarlo a sequedad, agregar el estdndar interno y reconstituirlo en 1 mL de
tolueno suprasolv para ser inyectado en el sistema acoplado CG-EM, para la identificacion y
cuantificacion de los PAC. En la Figura 16 se muestran los cromatogramas obtenidos en ambos
detectores (UV-visisble y fluorescencia) para la mezcla de estandares de PAC, a partir de los cuales

se determindé la programacién del intervalo de recoleccidn en el colector de fracciones.
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Figura 16. Cromatogramas por GPC, a) detector UV-visible, b) detector de fluorescencia, para una

inyeccion de la mezcla de estandares de fortificacion a una concentracion de 10 pg mL™.
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Posteriormente, una vez seleccionado el intervalo del fraccionamiento del extracto de cada
suelo deacuerdo con el procedimiento de GPC, se limpiaron los extractos de suelos balncos para S2
y S4 con y sin adicion de carbonilla por éste método, logrando un nivel de limpieza de muestras
muy adecuado, ya que gran parte de las interferencias de alto peso molecular provenientes de la
matriz fueron eliminadas. En las Figuras 17 y 18, se muestran respectivamente, los cromatogramas
de la limpieza por GPC para los blancos de los suelos S2 y S4 adicionados con carbonilla, donde se
puede corroborar el mayor grado de limpieza por la técnica de GPC, ya que como puede observarse,
una parte importante de las interferencias queda fuera del intervalo de recoleccion de la fraccion
aromaética de interés (del minuto 4 al 8).
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Figura 17. Cromatogramas por GPC, a) detector UV-visible, b) detector de fluorescencia, para el
extracto de suelo blanco S2 adicionado con carbonilla a razén de 0.05 % (p/p).
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Figura 18. Cromatogramas por GPC, a) detector UV-visible, b) detector de fluorescencia, para el
extracto de suelo blanco S4 adicionado con carbonilla a razén de 0.2 % (p/p).

A continuacién, se analizaron muestras de los suelos S2 y S4 con y sin adicion de
carbonilla, las cuales fueron fortificadas con los compuestos aromaticos de interés, para estimar sus
recuperaciones. Las muestras de suelo S2 y S4 se fortificaron respectivamente a razén de 10 y 15
ug g de cada uno de los PAC, descritos en la seccion 3.5 de la parte experimental. En las Figuras
19 y 20 se muestran los cromatogramas obtenidos por GPC de las fracciones aromaticas para los
suelo S2 y S4 adicionados con carbonilla y fortificados con los PAC, en ambas figuras, se observa
que la respuesta de la fraccion aromética (4-8 min) aumenta de forma considerable debido a la
presencia de los compuestos de fortificacion, los cuales generan buena respuesta en los detectores
UV-Visible y fluorescencia. Demostrandose nuevamente que la técnica de limpieza de muestras por
GPC es muy recomendable cuando de busca identificar y cuantificar compuestos a niveles de trazas
en matrices complejas, como lo recomiendan diversos autores en trabajos publicados para éste tipo

de analisis en matrices complejas [64 - 66].
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Figura 19. Cromatogramas por GPC, a) detector UV-visible, b) detector de fluorescencia, para el
extracto de suelo S2 adicionado con carbonilla y fortificado con los PAC.
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Figura 20. Cromatogramas por GPC, a) detector UV-visible, b) detector de fluorescencia, para el

extracto de suelo S4 adicionado con carbonilla y fortificado con los PAC.

Una vez optimizado el proceso de preparacion y limpieza de las muestras, se determinaron
los porcentajes de recuperacion de todos los analitos tomando en cuenta el escenario donde la
sorcion de los PAC pudiera ser mas intensa e interferir con las recuperaciones de los compuestos,
tal caso se evalu6 con el suelo S4, el cual es el que presenta mayor contenido de MO. Se analizé un
extracto de suelo S4 fortificado con los PAC, a razon de 15 pg g™, por triplicado. De manera
anéloga al método por GC-PTV-LVI, las recuperaciones de los analitos se obtuvieron por
comparacion entre las areas de los extractos analizados y las areas de la inyeccion de la mezcla de
estandares de fortificacion sin ser sometida al procedimiento de preparacion de muestra, las cuales
se tomaron como el 100 %. Los porcentajes de recuperacion y los CV % obtenidos, se muestran en
el Cuadro 9. Las recuperaciones para todos los compuestos se mantuvieron entre 66 y 76 % (para

carbazol e indeno [1,2,3-cd] pireno, respectivamente), a pesar de haber sido estimadas utilizando el
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suelo con mayor contenido de MO, donde en consecuencia, las interacciones analito — matriz son
mas intensas, por lo que dichos vaores se consideraron adecuados, ya que que se esperaba que este
suelo ofreciera mayor retencion de los HAP y epor lo tanto, los valores de recuperacién fueran
menores. Adicionalmente, se observa que los CV % fueron menores a 15 %, para todos los
compuestos, demostrando junto con las recuperaciones, la eficacia del procedimiento implementado
y por lo tanto un nivel de confianza significativo de los resultados de identificacion y cuantificacion

de los PAC en las diferentes muestras de suelo.

Cuadro 9. Porcentaje de recuperacion de los analitos de fortificacion en el suelo S4, n= 3.

Compuesto % Recuperacion % CV
Fluoreno 72.7 14.4
1-Metilfluoreno 70.6 10.1
Dibenzotiofeno 714 12.8
Fenantreno 68.8 11.9
9-Metilcarbazol 67.1 15.5
Carbazol 66.4 15.1
2-Metilfenantreno 71.1 135
3,6-Dimetilfenantreno 72.6 10.7
Pireno 74.5 8.85
Dibenzo (a,h) antraceno 74.8 12.4
Indeno (1,2,3-cd) pireno 76.9 8.7

4.4 Validacion de la metodologia por CG-EM

Posterior a la optimizacion de la metodologia para el andlisis de PAC por CG-EM, se
realiz6 su validacion mediante la cuantificacion de los compuestos de interés en el suelo S4
adicionado con carbonilla, el cual debido al elevado contenido de MO, representa la mayor sorcion
de los compuestos de interés asi como las mayores fuentes de variacion para el analisis dada la

complejidad de la matriz. La cuantificacion de los PAC se realizO mediante el método de
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calibracion relativa. El estandar interno (3,6-dibromo carbazol) fue agregando a los extractos de
suelo justo antes de su inyeccion en el sistema CG-EM. Las recuperaciones relativas fueron
estimadas utilizando los siguientes estandares deuterados: naftaleno-dg y criseno-di,, los cuales
fueron adicionados a las muestras de suelo, desde el incio de la preparacion de muestras, con objeto
de evaluar las posibles pérdidas de compuestos en las diversas operaciones analiticas realizadas
(extraccidn, evaporacion, recoleccion de fracciones, etc). Asi mismo, se prepararon curvas de
calibracion relativas para la cuantificacion de los PAC, a partir de las cuales se determiné la
linealidad y los LD y LC del método implemenmtado. En la Cuadro 10, se muestran los resultados
de la validacion para la metodologia implementada por CG-EM.

De los resultados de la validacidn, se observa que la linealidad fue adecuada para todos los
compuestos estudiados a las concentraciones de trabajo, los coeficientes de correlacién R? fueron
superiores a 0.9900, excepto para el indeno [1,2,3-cd] pireno, para el que fue de 0.9863, lo cual
deuestra la buena linealidad del método en el intervalo evaluado (0.5 a 10 pg g™). Los limites de
deteccion se estimaron como 3 veces la desviacion estandar de la inyeccion por triplicado de la
menor concentracion de la curva de calibracion, obteniéndose valores entre 0.005 - 0.071pg g™, los
limites de cuantificacion se estimaron como 10 veces la desviacion estandar bajo las mismas
condiciones, obteniéndose valores entre 0.018 - 0.238 pg g™ para todos los compuestos. Los CV %
de las determinaciones se mantuvieron por debajo de 16 % para todos los casos. En general, los
limites de deteccion y cuantificacién fueron adecuados para las determinaciones realizadas, asi
como las recuperaciones y los coeficientes de variacion, lo cual demuestra confiabilidad de los

resultados experimentales.

73



RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 10. Validacion del método por CG-EM, realizada con el suelo S4 adicionado con carbonilla.

R?
Compuesto (0.5-10 LDa_l ch_l % . %
N (Mg g™) (g g™) Recuperacion cVv
Hgg7)
Fluoreno 0.9985 0.005 0.018 88.1 14.4
1-Metil fluoreno 0.9983 0.032 0.107 87.4 10.1
Dibenzotiofeno 0.9990 0.017 0.057 80.9 12.8
Fenantreno 0.9977 0.037 0.124 78.2 11.9
9-Metil Carbazol 0.9976 0.071 0.238 76.6 15.5
Carbazol 0.9964 0.053 0.178 74.9 151
2-Metil fenantreno 0.9982 0.035 0.116 81.4 135
3,6-Dimetil fenantreno ~ 0.9988 0.007 0.022 74.7 10.7
Pireno 0.9982 0.017 0.058 76.9 8.85
Dibenzo (a,h) antraceno  0.9901 0.006 0.020 79.4 15.8
Indeno (1,2,3-cd) Pireno  0.9863 0.030 0.098 75.7 124

?Estimado como 3 veces la desviacion estandar para una concentracion de 0.5 pg g™

® Estimado como 10 veces la desviacion estandar para una concentracion de 0.5 pg g™

4.5 Curvas cinéticas de sorcion para los suelos S1y S3.

Posterior a la optimizacién del método desarrollado para la extraccién, limpieza y analisis de
las muestras de suelo, se realizo el estudio cinético de sorcién de HAP en las muestras de suelo S1
y S3. Una vez transcurridos los diferentes tiempos de contacto para cada punto cinético, se realizd
la cuantificacion de los HAP en las muestras de suelo y se obtuvieron para cada compuesto, los
perfiles cinéticos de sorcion, a partir de la elaboracion de los gréficos de concentracién de HAP en
el suelo (ug g) vs tiempo (h). En la Figura 21, se muestran los perfiles cinéticos de sorcion para

seis los HAP fortificados en el suelo S1, observandose como la concentracion de HAP en el suelo
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aumenta hasta alcanzar un aparente estado de equilibrio en un tiempo de contacto de 9 h
aproximadamente, lo cual puede explicarse debido al bajo contenido de MO del suelo (1.9 %) y
por lo tanto, la rapida saturacion de los sitios activos para la sorcién. Como se puede observar, la
magnitud de la sorcion aumenta, conforme al peso molecular, nimero de anillos de los HAP y
caracter hidrofobico, ya que presentan mayor afinidad por la MO nativa del suelo, de tal forma que
la sorcion es mayor para el benzo [a] pireno (5 anillos), que para el fenantreno (3 anillos), lo cual es
congruente con lo reportado por diversos autores en estudios de sorcion de compuestos organicos

hidrofébicos sobre la fraccion organica del suelo [9 — 16, 20,21, 41,44].
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Figura 21. Perfiles cinéticos de sorcion de HAP en el suelo S1.

De forma anéloga, en la Figura 22, se muestra el perfil cinético de desaparicion de los HAP de
la solucion del suelo para la muestra S1. Las curvas obtenidas corroboran que la concentracion de
los HAP disminuy6 en la solucidn del suelo conforme fueron sorbidos por la fase sélida, hasta

alcanzar el equilibrio.
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Figura 22. Perfiles cinéticos de desaparicion de HAP en la solucion del suelo S1.

Como se observa en la Figura 22, a partir de las 9 h de contacto, la sorcion de los HAP en el
suelo permanecié practicamente constante, ya que no se presentan cambios significativos de
concentracion de los compuestos en la solucion del suelo. Lo anterior es indicativo de que la
mayoria de los sitios activos para la sorcion de los compuestos organicos en los agregados de MO
fueron ocupados, sin embargo es muy probable que existan sitios activos libres para la retencién de
los HAP en los nanoporos del carbono organico (CO) presente en la MO, los cuales podrian ser
ocupados en funcién de la difusion de los analitos a través de ellos, lo cual conllevaria a un aumento
de la sorcion muy lento, como lo sugieren [44,72-74]. Por otra parte, el perfil cinético de sorcién de
los HAP en el suelo S1, mostré una tendencia homogénea en el aumento de la cocentracion de los
compuestos en el suelo, correspondiente a una sorcion molecular no competitiva (la cual a
diferencia de la sorcidn idnica, no requiere un estricto intercambio de particulas por efecto de cargas
eléctricas), ya que la sorcién ocurrié de manera progresiva con respecto al tiempo, es decir, no se

observaron grandes cambios en la pendiente de la curva cinética en el intervalo de sorcion de los
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HAP (entre 0 y 9 h), sino que ésta presenta forma asintética al eje x (tiempo) una vez que alcanza el
equilibrio. El hecho de que la sorcion de los HAP sobre el suelo tipo luvisol siga la tendencia
descrita indica que la MO nativa de este suelo no presenta una heterogeneidad elevada, como por
ejemplo un elevado contenido de lipidos o de carbdn negro, los cuales de manera individual o en
conjunto favorecen la sorcion no lineal de compuestos organicos, ya que aumenta la competencia
por la sorcion de los analitos [44, 72, 75].

En el estudio realizado con el suelo S3, el perfil cinético de sorcién no fue tan homogéneo
como para el suelo S1, ya que presentd un perfil carcteristico para una sorcién competitiva debido
al mayor contenido de MO (25 % p/p) y por lo tanto también un mayor contenido de carbon negro
dentro de la fraccion de carbono organico, el cual como se mencioné presenta una elevada afinidad
por los compuestos organicos hidrofobicos, debido a sus caracteristicas fisicoquimicas. Lo anterior
en virtud de que los perfiles cinéticos muestran cambios de pendiente importantes, es decir, la
sorcion ocurrié en dos etapas, una sorcion rapida seguida de una sorcién lenta hasta alcanzar el

equilibrio, como se muestra en la Figura 23.
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Figura 23. Perfiles cinéticos de sorcion de HAP en el suelo S3.
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De la misma manera que para el suelo S1, la intensidad de la sorcién de los HAP aumenté
conforme a su nimero de anillos e hidrofobicidad. Sin embargo, el perfil de la cinética de sorcion se
comport6 de manera distinta, ya que se presentaron dos étapas de sorcién en el suelo S3, lo cual es
debido al elevado contenido de MO (25 % p/p) y por lo tanto un mayor contenido de carbon negro
dentro de la fraccion de carbono orgénico, es decir, la heterogeneidad de la MO es mayor que para
S1. De tal forma que no solo existen una mayor cantidad de sitios activos para la sorcion, sino que
estos sitios de sorcion presentan diferentes caracteristicas en funcion de las propiedades de la MO y
del carbén negro para la sorcion de los HAP. De esta manera, en la primera étapa de sorcion
(sorcion rapida), son ocupados los sitios mas expuestos, es decir aquellos que se encuentran en las
superficies de los agregados moleculares de MO y que presentan mayor tamafio de poro y son mas
disponibles para la sorcion. En cambio la segunda etapa de sorcion se debe a la difusién lenta de los
analitos en la red intrincada de nanoporos de diferentes tamafios, asociados principalmente a
particulas de carb6n negro en la fraccion de carbono orgéanico. Aungue el elevado contenido de
MO, también implica una mayor fraccion lipidica, aspi como otras fracciones organicas
heterogéneas del suelo, las cuales también favorecen la sorcién de los compuestos hdrofébicos de
manera no lineal [75]. En general el comportamiento presentado por el suelo S3 indica

necesariamente una sorcion competitiva de los HAP.

4.6 Cinéticas de sorcion para los suelos S1y S3

La influencia de la MO en la cinética de sorcion fue evaluada por medio de la comparacién
de las constantes de velocidad de sorcion (kr) de los HAP en cada suelo. Los datos cinéticos
experimentales fueron tratados utilizando un modelo cinético de sorcion de primer orden. Este
modelo se planteé para una sorcién molecular, no disociativa, ya que los HAP permanecen en
estado molecular durante los experimentos, debido a sus propiedades fisicoquimicas. EI modelo

cinético de primer orden utilizado se describe a continuacion:
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Vi
Ley de velocidad: Css <« Cs
V2

Donde:

Css: concentracion de HAP en la solucion del suelo (ug mL™)
Cs: concentracion de HAP en el suelo (ug g*)

v1y v2: velocidades de sorcion y de desorcion

A partir de la cual, el cambio en la concentracion de HAP en el suelo en funcion del tiempo puede
expresarse como [76]:

ACS /At = KIS0 et et e e e e e e et et e e et et e e e e e e e e e an BCUACTON 1
Integrando la ecuacion 1, entret =0 y t = t, se obtiene:
INCS = - Kt TN CSp et eCUACEON 2
Donde:

Cs: Concentracion de HAP en suelo (ug g™), al tiempot=t.
Cso: Concentracion de HAP en suelo (ug g™), al tiempo t = 0.
kr: constante de velocidad para el proceso cinético (h™)

t: tiempo (h)

En su mayoria, la cinética de los procesos de sorcion de especies moleculares sobre sélidos
porosos, suele estar determinada por la difusion de las moléculas de analito en el sistema poroso
(MO vy carbén negro) [76]. El sorbato debe moverse desde el seno de la disolucién hasta los sitios
activos del s6lido, donde se produce la sorcion, por lo que pueden ocurrir varias etapas de transporte
en serie [77,78]:

a) Transporte externo del soluto que se desplaza desde el seno de la fase liquida hacia la interfase
liquida que rodea el s6lido poroso.
b) Transferencia del soluto a través de la pelicula liquida hacia la superficie del sélido.
c) Transporte interno en el interior del sélido.
d) Sorcion sobre los sitios activos de la superficie.
Algunos autores afirman que para sistemas con agitacion adecuada, las limitaciones de la

transferencia del soluto a través de la interfase liquida son despreciables, e incluso sitlan esta etapa

79



RESULTADOS Y DISCUSION

dentro del transporte externo de soluto, es decir en la primera etapa de sorcion y generalmente la
mas rapida [78, 51].

En procesos cinéticos donde la heterogeneidad del sélido poroso es elevada, como en suelos
con elevado contenido de MO, se presenta una sorcion competitiva en mas de una etapa, ya que la
sorcién sobre los sitios activos de la superficie del sélido se desarrolla a una velocidad mayor que al
interior de los poros, en funcién de la difusion de los analitos a través de ellos, es decir, se presentan
diferentes velocidades en el proceso de sorcion de los compuestos, como se observa para el caso
del suelo S3, el cual tiene un elevado contenido de MO. Lo habitual, es que la constante cinética
disminuya conforme aumenta la concentracion en fase solida [81]. Lo anterior hace suponer que se
alcanza el equilibrio rapidamente, reduciéndo el proceso cinético a un problema de difusio de los
solutos, alargando el tiempo en que el sistema alcance el equilibrio. En sistemas con mas de una
etapa de sorcion, la velocidad global del proceso cinético es determinada por la etapa mas lenta, que
se denomina etapa de control [81]. Sin embargo, en ocasiones una de las etapas es mucho mas
rapida que la(s) otra(s), por lo que, en estos casos es conveniente tratar cada etapa de forma
independiente.

Las constantes de velocidad de sorcion y los coeficientes de coorelacion (R?) del modelo
cinético de primer orden para los seis HAP en las muestras de suelo, se obtuvieron a través del
analisis por regresion lineal del grafico de In Cs/Cy, = f (t), utilizando los puntos cinéticos
comprendidos entre 0y 120 h para el suelo S1, y los intervalos de 0 a 120 h para la primera etapa de
sorcion del suelo S3'y de 216 a 880 h para la segunda [76, 81]. Los resultados de la regresion lineal
mostraron un ajuste adecuado para una cinética de sorcion de primer orden en los intervalos de
tiempo mencionados para los suelos S1 y S3 (en dos etapas), ya que entodos los casos los
coeficientes de correlacion fueron mayores a 0.90, como se muestra en el Cuadro 11, donde
adicionalmente se reportan las constantes de velocidad obtenidas a partir del valor de la pendiente
de la recta del grafico arriba mencionado. También se presentan los CV % correspondientes a la

variacién de los experimentos cinéticos de los suelos S1 y S3, mismos que fueron realizados por
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triplicado, obervando que en todos los casos fueron menores al 20 %, lo cual brinda confiabilidad a

los resultados cinéticos obtenidos.

Cuadro 11. Pardmetros cinéticos calculados con el modelo cinético de sorcion de primer orden.

S1 S3°
Compuesto R? Kr(h™) %CV° R? Kr(h™) R? Kr(h™) %CV®
Fenantreno 09843  7.02 1046  0.8342 20632  0.9129 8.34 8.85
Antraceno 0.9864 255 1927 09271 28156  0.9831 12.06 9.75
Fluoranteno 09731 481 8.92 0.8390 23454  0.9337 12.10 3.52
Pireno 0.9867  3.15 5.45 0.8151  280.64  0.9278 8.86 8.56
Criseno 0.9209 317 1275  0.7443 22463  0.9007 8.88 15.23
Benzo a pireno 0.9844 11.8 13.76 0.8842 210.42 0.9315 10.90 15.56

& Se muestran las dos etapas de la cinética de sorcién de los analitos en S3.
®CV % correspondientes a la variacién de los experimentos cinéticos (n = 3).

A partir de los resultados experimentales, se observa que el contenido de MO de los suelos
presenta una importante influencia en la cinética de sorcién de los HAP. Las constantes de
velocidad de sorcion (kr), son en realidad constantes aparentes, ya que se estiman en funcion de la
concentracion del sorbato, ademas de estimarse en condiciones de pseudoequilibrio para cada etapa
cinética del proceso de sorcion, en las cuales se asume hipotéticamente que el sistema alcanzo el
equilibrio, lo cual en la mayoria de los casos no es asi. A partir de la comparacién entre las

constantes de velocidad para los seis compuestos en los suelos S1 y S3, se obervo que las kr del
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suelo S1, se encuentran en el mismo orden de magnitud que las kr de la etapa de sorcion lenta del
suelo S3, asi mismo, las constantes de velocidad para la etapa de sorcion rapida en S3, se
encuentran un orden de magnitud por arriba de los dos grupos antes mencionados. Lo anterior
confirma el cambio en la velocidad de sorcion, ocasionado por el mayor contenido y heterogeneidad
de la MO, favoreciendo de esta modo una sorcion competitiva, lo cual es congruente con lo
reportado en trabajos similares de sorcion de compuestos organicos hidrofébicos sobre materiales

carbonaceos porosos [76 - 79, 81].

4.7 Curvas cinéticas de sorcion para los suelos S2 y S4 con carbonilla

Para los experimentos cinéticos con los suelos S2 y S4, se realiz6 el enriquecimiento de la
fraccion organica de los suelos con un material de referencia de carbonilla (soot), con objeto de
evaluar la influencia del carbon negro en la cinética de sorcién de los PAC y en las cantidades
sorbidas al equilibrio. De manera analoga a los experimentos con los suelos S1 y S3, una vez
optimizadas las metodologias de extraccién, limpieza y andlisis de muestras para la determinacion
de los PAC en suelos por CG-EM, se realizé la identificacion y cuantificacion de los PAC en las
muestras de suelo de los experimentos cinéticos con y sin adicion de carbonilla. El tratamiento de
los datos experimetales se llevd a cabo de la forma antes descrita para los suelos S1 'y S3, aplicando
el modelo cinético de primer orden antes citado, a partir del cual se determinaron las constantes de
velocidad kr para los PAC en S2 y S4, asi como los CV % correspondientes a los triplicados de los
experimentos cinéticos y de esta forma, dar mayor validez a los resultados experimentales. Las
Figuras 24 y 25 muestran las curvas cinéticas de sorcion para los once PAC estudiados en el suelo
S2 con y sin adicion de carbonilla. En dichas figuras, se observa que la sorcién ocurre de manera
homogénea, es decir en una sola etapa, dado el bajo contenido de MO de la muestra S2 (4.6 % p/p)

y en consecuencia un menor contenido de carbon negro.
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Figura 24. Perfiles cinéticos de sorcion de HAP en el suelo S2.
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Figura 25. Perfiles cinéticos de sorcion de HAP en el suelo S2 adicionado con carbonilla.

83




RESULTADOS Y DISCUSION

Sin embargo, en la muestra adicionada con carbonilla, se observa que hay mas cambios de
pendiente en el gréfico, ya que si bien, la adicion de carbonilla no domina el proceso de sorcion
(debido al bajo porcentaje de carbonilla adicionada al suelo) de los compuestos aromaéticos en el
suelo, ocasiona cambios en el perfil cinético. Estos cambios son especialmente notorios para el
carbazol, ya que se observa claramente, que para éste compuesto la cinética ocurre en dos etapas, a
pesar de que el suelo S2 no presenta un contenido elevado de MO (4.6 %), es decir, el proceso de
sorcién se ve influenciado por el nimero elevado de nanoporos que contiene la carbonilla
adicionada al suelo. ElI comportamiento anterior es acorde con el bajo contenido de MO del suelo,
ya que para el resto de los compuestos la sorcion ocurre de manera mas homogénea. El
comportamiento del carbazol se debe muy probablemente a interacciones especificas de éste
compuesto con las diferentes fracciones del suelo (organica e inorganica), por la presencia del
heterodtomo de nitrogeno en su estructura, lo cual le confiere la posibilidad de establecer
interacciones tipo dipolo-dipolo, i6n-dipolo, e incluso actuar como ligante con especies metélicas
electrodeficientes presentes en el suelo, ademas de las interacciones de tipo hidrofébico que
establece con las superficies carbonaceas de la MO nativa del suelo [21, 82 - 84]. Por otra parte, se
observa que para estos experimentos, la intensidad de la sorcion no varia de manera significativa
con respecto al nimero de anillos de los PAC, ya que incluso las constantes de velocidad (kr) son
del mismo orden de magnitud para los compuestos estudiados. En las Figuras 24 y 25, se observa
que el equilibrio se alcanza en un tiempo de aproximadamente a las 48 h.

Como se ha discutido en las paginas anteriores, el contenido elevado de MO y de carbon
negro, ocasiona que exista sorcion competitiva por los sitios activos, ocasionando que el proceso
cinético presente mas de una etapa de sorcion, debido a la mayor heterogeneidad de la MO. Este
comportamiento se confirma con los perfiles cinéticos del suelo S4 con y sin adicion de carbonilla,
ya que éste suelo, presenta el mayor contenido de MO de las muestras estudiadas (40 % p/p). En las
figuras 26 y 27, se muestran los perfiles cinéticos para el suelo S4 con y sin carbonilla, a partir de

los cuales se observa el comportamiento arriba descrito, referente a la existencia de dos etapas de
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sorcion, una primera sorcion rapida, seguida de una segunda sorcién mas lenta hasta alcanzar el
equilibrio. Asi mismo, se puede observar un ligero aumento en las cantidades de PAC retenidas por
las muestras con carbonilla, siendo mas significativo para el carbazol, ya que para el resto de los
compuestos no se observa un aumento importante en la cantidad de PAC sorbida a lo largo de la
curva cinética de sorcion. Asi mismo, en estos experimentos la intensidad de la sorcién no presenta

cambios importantes en funcién del nimero de anillos e hidrofobicidad de los compuestos

estudiados.
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Figura 26. Perfiles cinéticos de sorcion de HAP en el suelo S4.
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Figura 27 Perfiles cinéticos de sorcién de HAP en el suelo S4 adicionado con carbonilla.

De acuerdo con las curvas cinéticas para el suelo S4 (Figuras 26 y 27), se observa que la primera
etapa de sorcion alcanza un primer estado de equilibrio a las 48 h y posteriormente, continla la
sorcion de los compuestos de manera mas lenta, hasta las 120 h que fue el tiempo final estudiado
para ésta serie de experimentos cinéticos, sin embargo se observa que para algunos compuestos no
se ha alcanzado el equilibrio, es decir el proceso de sorcidn continla durante mayor tiempo, que

dado el elevado contenido de MO del suelo puede ser prolongado.

4.8 Cinética de sorcion para los suelos S2y S4 con carbonilla

El tratamiento de los datos cinéticos experimentales para los suelos S2 y S4, se llevo a cabo
como se dicutié en la seccién 4.6 para los suelos S1 y S3, mediante la aplicacién del modelo
cinético de primer orden, a partir del cual, se determinaron las constantes de velocidad (kr) para los
experimentos cinéticos con y sin adicion de carbonilla para cada suelo, los cuales se muestran a

continuacion en el Cuadro 12.
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Cuadro 12. Coeficientes de correlacién (R?) para el modelo cinetico de sorcién de primer orden y

constantes de velocidad (kr) para los suelos S2 y S4 con y sin adicion de carbonilla.

Suelo S2 Suelo S4
Suelo S2 ) Suelo S4 ]
c/carbonilla c/carbonilla
Compuesto
R2 K 2 K 2 K R2 K
(h?) (h) (h) (h)
Fluoreno 0.9950 6.65 0.9824 11.37 0.8780 571 0.9932 6.90
1-Metil fluoreno  0.9945 8.10 0.9946 10.93 0.9728 6.47 0.9950 6.65
Dibenzotiofeno 0.9961 8.29 0.9906 11.43 0.9996 6.93 0.9865 7.21
0.9964 0.9891
Fenantreno 8.76 0.9877 11.51 7.54 0.9774 7.64
9-Metil
0.9846 9.22 0.9887 10.96 0.9934 7.54 0.9827 7.64
Carbazol
Carbazol 0.9822 9.73 0.9998 12.82 0.9385 2.99 0.9820 7.00
2-Metil
0.9921 8.42 0.9849 10.47 0.9638 6.83 0.9707 7.51
fenantreno
3,6-Dimetil
0.9824 5.73 0.9889 9.34 0.9993 6.35 0.9530 7.58
Fenantreno
Pireno 0.9460 5.05 0.9907 8.67 0.9880 6.51 0.9422 7.48
Dibenzo (a,h)
0.9906 10.40 0.9021 9.54 0.9127 9.05 0.9408 7.91
antraceno
Indeno (1,2,3-
) 0.9875 11.31 0.9467 9.56 0.9671 10.09 0.9317 7.27
cd) Pireno

A partir de los coeficientes de correlacion, se observa que el ajuste de los datos experimentales

con el modelo cinético de primer orden es adecuado, ya que los coeficientes de correlacion (R?),

fueron mayores a 0.90 para todos los PAC en ambas muestras de suelo con y sin carbonilla,

Gnicamente el fluoreno presentd una R* de 0.878 en el suelo S4. A partir de los resultados
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anteriores, se puede asumir gue la cinética de sorcién de los PAC en los suelos S2 y S4correspondio
a una cinética de primer orden, como ocurrio para los suelos S1y S3

Las constantes de velocidad (kr) para los compuestos en los suelos S2 y S4 con y sin
carbonilla, no presentaron una dependencia significativa con respecto al diferente contenido de MO
de S2 y S4 (4 y 40 % p/p, respectivamente), ya que tanto para las muestras de suelo con y sin
carbonilla, se mantuvieron dentro de un mismo orden de magnitud, este comportamiento es
consistente con lo reportado por estudios cinéticos de sorcion de HAP sobre materiales
carbonaceos, en los cuales el proceso cinético esta principalmente determinado por el tamafio de
particula y tamafio de poros del material sorbente [76, 78]. Sin embargo, la adicion de carbonilla a
las muestras de suelo presenta un incremento notorio en las constantes de velocidad para el suelo
S2, ya que al contener menos MO que S4, la poca carbonilla adicionada al suelo es suficiente para
ocasionar un cambio en la velocidad de sorcion de los compuestos, ya que aument6 el nimero de
sitios activos superficiales del carbdn negro, el cual es de alta afinidad por los CAP y por lo tanto
aumenta la velocidad de la sorcion.

Con objeto de brindar confiabilidad a los resultados experimentales, se realizaron analisis por
triplicado de los puntos cinéticos de 24 h para S2 y de 48 h para S4. La presicién de los
experimentos se estimd por medio del calculo del CV % para los PAC en los triplicados antes
mencionados. Observando que los CV %, se mantuvieron dentro del intervalo de 0.77 a 18.74 %
para todos los PAC en las diferentes muestras de suelo, lo cual indica que a pesar de la complejidad
de la matriz analizada y de las dificultades experimentales, los resultados obtenidos son confiables.
En la Cuadro 13, se muestran los resultados de la evaluacion de la presicion de los experimentos

cinéticos para los suelos S2 y S4 con y sin carbonilla.
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Cuadro 13. Precision de experimentos cinéticos estimada como CV % (n=3), para los suelos S2 y
S4 con y sin carbonilla.

S2 S2 c/carbonilla S4 S4 c/carbonilla

Compuesto % CV % CV % CV % CV
Fluoreno 4,16 11.02 0.87 9.62
1-Metil 0.77 13.84 471 12.70
fluoreno
Dibenzotiofeno 1.30 15.76 2.24 13.60
Fenantreno 0.69 15.51 2.64 14.44
9-Metil
Carbazol 2.90 16.07 0.04 13.80
Carbazol 10.51 12.41 1.18 12.31
2-Metil 0.08 16.54 6.22 14.77
Fenantreno
3,6-Dimetil 2.26 14.45 8.83 15.48
fenantreno
Pireno 5.48 17.59 458 17.70
Dibenzo (a,h) 16.15 16.99 11.71 13.84
antraceno
Indeno (1,2,3- 178 17,61 16.29 18.74
cd) Pireno

4.9 Isotermas de sorcion de Freundlich y obtencion de Kq y Kq.

Si bien existen varios modelos para evaluar la sorcién de compuestos organicos hidrofébicos
en suelos, como se abord6 en la seccion 2.7, de acuerdo con trabajos reportados sobre isotermas de
sorcién de compuestos organicos hidrofébicos en suelos, donde para la mayoria de los casos el
proceso de sorcion se ajusta adecuadamente con el modelo de Freundlich [21, 41, 73 — 75] y
tomando en cuenta que éste modelo no requiere de la estimacion de parametros fisicos como
tamafio de particula y tamafio de poros del material sorbente, los cuales no son faciles de determinar
en un suelo debido a la elevada heterogeneidad de la matriz, se determinaron las isotermas de

sorcion de acuerdo con el modelo de Freundlich, mediante la fortificacion de los suelos S2 y S4 con
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y sin carbonilla con los PAC. En el Cuadro 14, se muestran los paramteros Kr y 1/n del modelo de
Freundlich para los PAC en las diferentes muestras de suelo, asi como los coeficientes de
correlacién (R?) correspondientes al ajuste de los datos experimentales con el modelo propuesto.
Los datos experimentales mostraron un ajuste adecuado con el modelo de Freundlich para la
mayoria de los compuestos de fortificacion en los diferentes tipos de suelo estudiados. A
continuacion se muestra el modelo de Freundilch y la forma lineal del mismo:

CAs = K¢ - CAss ™"
y en su forma lineal :
100 CAS = 109 Kr+ 1/N 100G CASS....cuiiiiieiteee sttt sttt s s enen ecuacion 2
Donde:

CAs: concentracion de analito sorbida en el suelo (ug g™)
Cass: concentracion de analito en la solucion del suelo (ug mL™)
K : coeficiente de sorcién de Freundlich (cm3g'l, solo para n=1, en caso contrario sus
unidades son ug**" (cm®"" g™.
n : Constante de regresion
Ke y 1/n, fueron obtenidas a partir de los graficos de log CAs vs log CAss

Los coeficientes de correlacion (R?) de los datos experimentales ajustados al modelo lineal de
Freundich mostraron que para las muestras S2 y S4 el ajuste es aceptable, ya que el intervalo de R?
se mantuvo en su mayoria entre 0.83 y 0.99. Sin embargo, para el caso de la muestra S2 con
carbonilla, los valores de R* en general disminuyeron, mostrando mayores desviaciones de la
linealidad por tratarse de una matriz mas compleja y heterogénea [75, 85 — 87], la cual muestra
mecanismos de competencia en los sitios activos superficies de la MO disponibles para llevar a
cabo la sorcion de los compuestos estudiados [85 — 87,]. Esta complejidad de la matriz analizada
también indica un mayor tipo y ndmero de interacciones moleculares entre los analitos y los
diferentes componentes de la MO del suelo. Este tipo de sorcion, también se refuerza con el hecho
de que el valor del/n se mantuvo por debajo del intervalo de 0.7 a 1.0, lo cual corrobora que los

compuestos en su mayoria presentan una sorcion competitiva sobre todo en la muestra S4. Se ha
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reportado que existen diversos factores que afectan la sorcién lineal de compuestos organicos en
suelos, como un elevado contenido de lipidos y altos contenidos de carbon negro en el suelo [75], lo
cual es consistente con estos resultados, ya que la muestra de suelo S4, al contener una cantidad
elevada de MO (40%) con seguridad presenta un contenido importante de lipidos y de carbon negro,
lo cual favorece la sorcion en varias etapas. Asi mismo, la muestra S4 fortificada con carbonilla
presentd aln mas desviaciones del modelo de Freunlich, lo cual refuerza las hipotésis planteadas
sobre la influencia delcarbon negro (carbonilla) en la sorcién de compuestos organicos en suelos.
Por otra parte, se ha reportado que un contenido elevado de carbono organico disuelto (COD)
también puede modificar la sorcion de compuestos aromaticos hridrobobicos, al establecer una
competencia adicional entre la sorcién de los compuestos en la fase solida precipitada y el COD, el
cual también puede retener los PAC de manera importante [88 - 91]. En la seccion 8 (anexos), se
presentan a manera de ejemplo las isotermas de sorcidn para fenantreno en los suelos S2 y S4 con y

sin carbonilla, a partir de las cuales se observa el comportamiento antes mencionado.
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Cuadro 14. Parametros del modelo de Freundlich K¢ y 1/n, y coeficientes de ajuste (R?), para los

PAC, en las muestras S2 y S4 con y sin carbonilla.

S2 S2 c/carbonilla S4 S4 c/carbonilla
Compuesto
1/n K, R? 1/n K, R? 1/n K, R? 1/n K, R?

Fluoreno 0.2198 1.13 0.8758 0.3565 1.11 0.8771 0.4378 13.01 0.9298 0.2531 11.17 0.9691
1-Metil

0.3519 0.95 0.9509 0.4202 0.80 0.8335 0.6492 15.34 0.9453 0.1246 8.44 0.7175
fluoreno
Dibenzotiofeno 0.3707 1.39 0.9644 0.7577 2.12 0.9643 0.5730 17.65 0.9253 0.1507 10.04 0.6651
Fenantreno 0.2363 1.65 0.9874 0.2260 1.47 0.8824 0.4241 17.77 0.9169 0.1847 12.41 0.6668
9-Metil

0.3280 1.62 0.9822 0.2547 4.36 0.8626 0.4455 18.39 0.9745 0.1803 12.68 0.7372
Carbazol
Carbazol 0.6936 4.58 0.8836 0.2655 4.06 0.8721 0.5689 26.51 0.8769 0.1691 15.45 0.9710
2-Metil

0.3617 1.11 0.8438 0.2492 0.92 0.9665 0.5083 16.45 0.9360 0.2258 11.22 0.6099
Fenantreno
3,6-Dimetil
c 0.4107 3.09 0.8631 0.3685 0.89 0.9494 0.4271 13.64 0.9523 0.1904 11.39 0.8161
en.
Pireno 0.3652 1.43 0.9744 0.2558 1.33 0.9083 0.2887 13.91 0.7510 0.1611 13.59 0.9517
Dibenzo (a,h)

0.4954 0.86 0.9695 0.2607 0.63 0.8904 0.4073 18.45 0.9741 0.0986 12.71 0.9903
Antraceno
Indeno(1,2,3-
) Pi 0.4814 1.03 0.9512 0.2723 0.66 0.7355 0.1915 12.17 0.7867 0.0971 13.08 0.9853
cd) Pireno

Adicionalmente, a partir de las isotermas de sorcién expresadas en forma lineal con cinco
niveles de concentracion (ver parte experimental), se obtuvieron los valores de los coeficientes de
reparto Ky, para los PAC en las muestras S2 y S4 con y sin adicidn de carbonilla, posteriormente,
por medio de los coeficiente de reparto K4 obtenidos para cada compuesto y a partir del contenido

de carbono orgéanico de cada suelo (foc), se calcularon los coeficientes del carbono orgénico Ky,
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observando que tanto K4 como K,. aumentan gradualmente conforme aumenta el nimero de anillos,
es decir aumentan conforme aumenta la hidrofobicidad de los PAC. En los Cuadros 15 y 16, se
muestran los valores obtenidos de Ky y Kq. respectivamente, para todos los compuestos evaluados
en las diferentes muestras de suelo con y sin carbonilla. Asi mismo, se observa que los valores de
K¢ ¥ Ko son de mayor magnitud para las muestras S2 y S4 adicionadas con carbonilla en
comparacion con las no adicionadas, lo cual demuestra que la influencia en la sorcion debida al
carbono organico es importante. En ese sentido, para el caso del carbazol se observan valores de Ky
y Ko muy superiores a los demas compuestos en todos los tipos de muestras de suelo evaluadas, lo
cual como se discuti6 anteriormente, se debe probablemente a interacciones especificas del carbazol
con las diferentes fracciones del suelo, o bien, a su capacidad para protonarse sobre el heterodtomo
de nitrégeno, estableciendo asi no solo interacciones moleculares con la materia organica del suelo,
sino también interacciones de tipo i6nico al participar en la esfera de intercambio catiénico de las
mustras de suelo estudiadas [21, 92]. EI comportamiento anterior, también pone de manifiesto la
complejidad en el tipo y nimero de interacciones que pueden presentar diversos compuestos
organicos en funcién de su naturaleza y estructura, una vez que entran en contacto con la materia
organica del suelo, lo cual determina de manera importante su retencion y destino final en el medio

ambiente.
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Cuadro 15. Valores de K, calculados a partir de los datos experimentales en los distintos tipos de

suelo.
Ka
Compuesto S2 S2 c/carbonilla S4 S4 c/carbonilla
Fluoreno 0.96 1.97 14.76 30.38
1-Metil fluoreno 2.01 2.34 23.35 52.98
Dibenzotiofeno 1.26 2.51 22.59 38.54
Fenantreno 1.25 2.27 13.26 25.66
9-Metil Carbazol 1.21 1.76 17.31 29.56
Carbazol 4.98 8.46 46.61 74.02
2-Metil Fenantreno 1.44 2.82 16.25 33.53
3,6-Dimetil Fenantreno 1.30 2.70 22.23 35.97
Pireno 1.63 3.20 16.27 37.99
Dibenzo (a,h) antraceno 3.24 6.7 27.61 51.88
Indeno (1,2,3-cd) Pireno 2.22 4.3 16.27 28.88
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Cuadro 16. Valores de log K, calculados a partir de los datos experimentales en los distintos tipos

de suelo.
log K.
Compuesto S2 S2 c/carbonilla S4 S4 c/carbonilla
Fluoreno 1.55 1.86 2.74 3.05
1-Metil fluoreno 1.87 1.94 2.94 3.29
Dibenzotiofeno 1.67 1.97 2.92 3.15
Fenantreno 1.67 1.92 2.69 2.98
9-Metil Carbazol 1.65 1.81 2.81 3.04
Carbazol 2.27 2.50 3.24 3.44
2-Metil Fenantreno 1.73 2.02 2.78 3.09
3,6-Dimetil Fenantreno 1.68 2.00 2.92 3.12
Pireno 1.78 2.07 2.85 3.15
Dibenzo (a,h) antraceno 2.08 2.39 3.01 3.28
Indeno (1,2,3-cd) Pireno 191 2.20 2.78 3.03

4.10 Correlacion entre log K. vs log Koy,

Por otra parte, con objeto de observar la correlacion los valores de log K, estimados a partir
de los datos experimentales y la hidrofobicidad de los PAC, expresada como Log Koy, se ralizd un
gréafico de Log Koc vs Log Kow para los HAP nativos presentes en el gurpo de PAC estudiados,
con los resultados de la muestra de suelo S2 (Figura 28), a partir del cual, se observo que la

correlacion es aceptable, ademas de conducir a una expresion de la forma:
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Log Koc = 0.3381 Log Kow + 0.183, la cual corresponde en magnitud a correlaciones de este tipo

reportadas en la literatura [41, 85].

log Koc

'Y
- Indeno (1,2,3-c
Dibenzo Pireno

(a,h) antraceno

| Fluoreno

y =0.3381x + 0.1836
R2=0.973

4.5 5 5.5 6 6.5

log Kow

Figura 28. Correlacion entre Log Koc y Log Kow, con los datos experimentales de los

experimentos de sorcién en S2.
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5. CONCLUSIONES
Se desarroll6, optimiz6 y validé una metodologia analitica por cromatografia de gases con
temperatura de vaporizacion programada para la inyeccion de grandes volumenes de
muestra (GC-PTV-LVI, por sus siglas en inglés), para el analisis de HAP en suelos
contaminados, demostrando ser una excelente alternativa para el analisis de contaminantes
a niveles de trazas en matrices complejas como lo es el suelo.
Se determind que los valores de Ky y log K, obtenidos para los HAP en los suelos
estudiados muestran una tendencia creciente conforme aumenta la masa molecular y por
tanto la hidrofobicidad de estos contaminantes.
El contenido de MO y la composicion del suelo influyen directamente sobre la cinética de
sorcién y la retencion de HAP vy, en general, de compuestos organicos de caracter
hidrofdbico.
El modelo cinético de pseudo-primer orden fue adecuado para el ajuste de los datos
cinéticos experimentales de los HAP en los diferentes tipos de suelo estudiados con y sin
adicion de CO, como lo mostraron los coeficientes de correlacién (R2) obtenidos, los cuales
en su mayoria son superiores a 0.90.
Los datos experimentales obtenidos para todos los once analitos evaluados en los suelos S2
y S4 con y sin adicion de CO se ajustaron una cinética de sorcion de pseudo-primer orden y
no mostraron diferencias significativas en los valores de las constantes de velocidad, por lo
que se observé que la adicion de CO no presentd influencia directa sobre la cinética de
sorcion.
Con relacion a los coeficientes Ky y log Ko, determinados los HAP en las muestras con
carbonilla, se observo que el suelo S4 con mayor contenido de materia organica presentd
mayor retencion para los once compuestos evaluados en comparacion con el suelo S2 con

menor contenido de materia organica y que en ambos casos los coeficientes de reparto
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aumentaron conforme aumentd el peso molecular de los analitos. En ese sentido, la
influencia del carbono organico sobre la retencion de los compuestos en las distintas
muestras de suelo se hizo evidente, ya que las muestras de suelo S2 y S4 fortificadas con
carbonilla mostraron valores significativamente mayores de K y log K, en comparacion a
las muestras de suelo sin fortificar.

Diez compuestos evaluados presentaron un comportamiento similar en cuanto a su sorcion
en las muestras de suelo. Sin embargo, el carbazol presentd una mayor retencién con
respecto a sus analogos metilados y azufrados.

En el caso de las isotermas de sorcion de Freundlich, algunos compuestos, principalmente
los de mayor peso molecular en la muestra de suelo S4, mostraron desviaciones importantes
en la linealidad de la sorcidn, lo cual es muestra de la complejidad de los mecanismos de
retencion involucrados y de la existencia de mecanismos de competencia en la retencion de
los compuestos.

Se correlacionaron los valores de log Koc vs log Kow para establecer como influye el grado
de hidrofobicidad de los compuestos en la sorcion de los mismos en las diferentes

fracciones del suelo.
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6. PERSPECTIVAS

Como continuidad de la presente investigacion, se recomienda extender el estudio a un mayor
nimero de suelos de la Republica Mexicana, en virtud de existir poca o nula informacion al
respecto de los fendbmenos de sorcion de contaminantes orgénicos. En ese sentido, la ampliacion del
tipo de compuestos estudiados también seria importante, ya que no s6lo los HAP son contaminantes
persistentes en el medio ambiente, sino que existe una gran cantidad de contaminantes organicos
que representan un riesgo para el equilibrio ecol6gico, como los plaguicidas 6rganoclorados y
organofosforados, los bifenilos policlorados, etc.

Adicionalmente, se sugiere realizar una caracterizacion profunda y detallada de la materia organica
y carbono orgénico contenida en suelos susceptibles a ser contaminados por diversas actividades
antropogeénicas, a efecto de predecir el comportamiento de los contaminantes organicos en caso de
ser vertidos en el medio ambiente.

La informacidn generada por este tipo de investigaciones debe ser tomada en cuenta en el disefio de
estrategias de remediacion de suelos contaminados, a efecto de mejorar la eficiencia de estos

procesos.
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ANEXO

8. ANEXO
8.1 Isotermas de muestra para Fenantreno en S2

8.1.1 Isotérmas de Freundlich para fenantreno en S2
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ANEXO

8.1.2 Isotérmas de Freundlich para fenantreno en S2 adicionado con carbonilla

Isoterma de sorcién para Fenantreno

CHET
()]
2 16 A
a2 12
2 14
o]
O 0.8 -
06
04 -
0.2 -
U T T T T T 1
0 02 0.4 06 0.8 1 12
Conc. solucion del suelo (ug/mL)
Isoterma de Freundlich para fenantreno
)
9 y=0226x +0.168
- Rz =0.6824
o
ik}
?
O
o] . ¢
(]
|
L
-12 -1 -08 -06 -04 -02 0 02

Log Csolucion del suelo (ug/mL)

111



ANEXO

8.2 Isotermas de muestra para Fenantreno en S4

8.2.1 Isotérmas de Freundlich para fenantreno en S4
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ANEXO

8.2.2 Isotérmas de Freundlich para fenantreno en S4 adicionado con carbonilla
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Abstract. A sensitive, selective and robust method was developed to
quantify low levels of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in
soils by means of Programmed Temperature Vaporization - Large Vol-
ume Injection (PTV-LVI) coupled to gas chromatography with flame
ionization detection. Optimal vent pressure and flux at the PTV inlet of
the GC system were determined by comparison of peak areas obtained
from injection of a standard PAHs mixture at different conditions.
Assessment of method performance was carried out with home-made
standards prepared by spiking three non-PAH contaminated soils that
contained 1.8%, 4.6% and 25% natural organic matter (NOM), with
mixtures of six different PAHs at low concentration levels. Detection
limits between 9 and 12 ng g~! and variation coefficients below 11%
were determined from analysis of spiked samples of the soil with
lowest NOM content. PAHs recoveries typically ranged from 61% to
96% for the three studied soils.

Key words: polycyclic aromatic hydrocarbons, PAH; large volume
injection, programmed temperature vaporization, solvent vent, soil
analysis.

Resumen. Se realiz6 la determinacion de Hidrocarburos Arométicos
Policiclicos (HAPs) en suelos a niveles de trazas, utilizando croma-
tografia de gases con detector de ionizacién de llama por medio de
la inyeccién de grandes volumenes con temperatura de vaporizacion
programada (IGV-TVP). Las condiciones optimas de flujo y presion
del inyector TVP se determinaron por comparacion de las areas de
pico obtenidas al inyectar una mezcla estandar de HAPs variando estos
parametros. La evaluacion del método desarrollado se realizo usando
tres diferentes muestras de suelo con contenidos de 1.8%, 4.6% y 25%
de materia organica (MO), las cuales fueron fortificadas con mezclas
de seis HAPs a bajos niveles de concentracion. Se determinaron li-
mites de deteccion entre 9 y 12 ng g! y coeficientes de variacién
menores a 11% en el andlisis de muestras fortificadas del suelo con
menor contenido de MO. Las recuperaciones de los HAPs en los tres
tipos de suelo estudiados estuvieron en general comprendidas en el
intervalo de 61 a 96%.

Palabras clave: Hidrocarburos aromaticos policiclicos, HAPs, inyec-
cion de grandes volimenes, temperatura de vaporizacion programada,
venteo de disolvente, analisis de suelo.

Introduction

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) are enlisted as pri-
ority environmental pollutants by the United States Environ-
mental Protection Agency (USEPA), due to their high toxicity
and proven carcinogenic effects to humans [1]. These com-
pounds are widely spread in the environment and mainly arise
from incomplete fuel combustion, associated with vehicular
traffic and diverse industrial processes, and from activities re-
lated to petroleum extraction and transport, as well as energy
generation industries [1, 2]. Thus, contamination of soil with
PAHs may occur via atmospheric deposition of PAH-associ-
ated particulate matter in air, or due to oil spills at petroleum
activity sites [1-3].

Routine analysis is required for assessment of the progress
and efficiency of soil remediation strategies and methods. For
this, very high sensitivities and low detection limits are desired
when applied to PAHs trace analysis. These are often achieved
by means of gas chromatography (GC) using splitless injec-
tion coupled with mass spectrometry (MS) detection because it
provides low detection limits [ca. 0.7-28 ng mL~! in full scan
mode and 0.8-18 ng mL~! in selected ion monitoring (SIM)
mode for a group of 26 PAHs], and allows differentiation of
the matrix interferences and a simultaneous identification and
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quantification of the analytes [4]. However, the costs associated
with the acquisition and operations of a CG-MS system and its
maintenance are considerably higher than those of the simpler
GC with Flame Ionization Detection (FID).

Large volume injection (L'VI) is an excellent alternative for
use of the latter technique, and in fact may become a prerequi-
site for determination of trace components because it increases
sensitivity and reduces the need to pre-concentrate the extract
for analysis [5-9]. Programmed temperature vaporization (PTV)
in solvent split mode is one of the most commonly applied
LVI methods when the analyte is present in complex matrices
because the PTV inlet allows a solvent elimination step and
pre-concentration of analytes in the liner, and the transfer of
compounds to the analytical column is performed by a vapor-
izer program [5]. Thus, after an appropriate clean up procedure
of the sample, remaining matrix interferences can be readily
eliminated. The injector temperature program decreases loss
from volatilization of low molecular weight compounds and
the discrimination of high molecular weight compounds, also
improving focusing at the entrance of the analytical column.

The PTV injector is similar to a conventional split/splitless
injector because in both systems the sample is injected to a liner
placed inside a thermal device. However, the PTV injector is
equipped with a very sophisticated temperature control function
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and can be rapidly heated or cooled during injection, while the
conventional split/splitless injector is isothermal. In LVI, the
PTV inlet must be used in solvent vent mode, which allows the
solvent excess to be vented out through the PTV split purge, after
setting the optimal vent flow, pressure, and time parameters.

A brief principle of the solvent vent injection is as fol-
lows: first, the sample is introduced at low temperature (below
solvent boiling point); then, solvent is eliminated (at optimal
conditions) via split purge while the analytes are retained in
the liner; then, the PTV inlet is quickly heated (up to 12 °C
s7') and the retained analytes are transferred to the analyti-
cal column in splitless mode, keeping the oven temperature
below solvent boiling temperature to refocus the analytes at
the front of the analytical column; finally, after the splitless
transfer, the split purge is reopened to remove residual solvent
vapor and low-volatile matrix compounds from the inlet. This
improvement could lead to the complete elimination of pre-
concentration steps in the analysis of samples containing trace
compounds. Although these options of the PTV inlet offer a
great advantage and versatility in applications for the trace de-
termination of pollutants, the optimization of parameters is not
easy, since the vent flow, vent pressure and vent time must be
carefully adjusted in order to obtain reliable and reproducible
results in the analysis.

The PTV-LVI-GC method has been applied to a wide
range of analytes, including PAHs, in a large number of ma-
trices [5], but to our knowledge only one application of PAH
analysis in soils has been previously published using PTV-LVI
[6]. However, the GC effluent analysis in that investigation was
performed via MS detection, so explicit optimization of the
PTV conditions was not required and the work focused more
on evaluating the efficiency of the miniature pressurized soil
extraction procedure proposed by the authors.

The goal of the present work was to identify and carefully
optimize the crucial parameters related to the solvent vent mode
in the PTV-LVI method, which is required for its application
in the routine analysis of trace concentrations of PAHs in soil
extracts using GC-FID. Three non-contaminated soils with dif-
ferent organic matter content, spiked with mixtures of low con-
centrations of PAHs and allowed to reach sorption equilibrium
were employed for the assessment of method performance.
Two remediated soil samples were additionally tested with the
developed method, which may be applicable as well to other
trace organic soil contaminants.

Results and Discussion
Soil characterization and clean up

Results of soils characterization are listed in Table 1. The most
important soil parameter for retention of PAHs and organic
contaminants in general is the natural organic matter (NOM)
content, and as such the three chosen soils span over a wide
range representative of low, medium and high NOM contents
(1.8%, 4.6% and 25%).
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Table 1. Identification and physico-chemical properties of spiked
soils

Property Soil type
Luvisol Acrisol Histosol®
pH? 6.7 6.0 Nd
Conductivity (uS/cm)? 107 95 Nd
Organic carbon (%) 1.1 2.7 14.7
Organic matter (%) 1.8 4.6 25
Clay (%) 20.8 345 Nd
Sand (%) 30.0 29.0 Nd
Silt (%) 49.2 32.0 Nd
a25 °C.

YNd = not determined. The crucial property of this histosol for the
purposes of our work was its extremely high humic matter content.
Other properties were not determined.

Removal of the saponified fraction of the soil during the
extraction procedure considerably reduced the background ma-
trix signals in chromatograms (Figs. 1a,b). This procedure only
removes saponifiable compounds, such as lipids present in soil,
which can be co-extracted with PAHs. Recovery of PAHs after
the saponification procedure was evaluated at ca. 10-100 times
quantification limit levels and showed no negative effects, as
compared to recoveries obtained when excluding this step. The
procedure was nevertheless required to decrease noise levels
and thus detection limits.

A total ion chromatogram (TIC) of a PAH-spiked soil after
the clean up procedure (Fig 1c) showed that the proper reso-
lution had been attained between the analytes and the matrix
interferences, and thus that FID could indeed be used instead
for quantitative analysis. The clean up step was evaluated fur-
ther as part of the complete procedure by computing the final
PAHs recoveries (below).

Optimization of PTV conditions and efficiency
comparison

LVI in solvent vent mode involves preconcentration of the
sample inside the PTV inlet, thus, the solvent excess should
be evaporated to avoid liner flooding but taking care of not
losing the analytes. In the solvent elimination step, the injector
temperature must be below the solvent boiling point [7-11]. The
temperature of solvent elimination is important since it must
prevent the analytes to be mixed with the solvent vapour. The
success of the solvent elimination and analyte preconcentra-
tion steps in the PTV inlet depends on the solvent evaporation
temperature, vent flow, vent pressure and vent time (solvent
evaporation time).

Parameters of the PTV inlet were optimized for use of LVI
(50 pL). Considering the boiling point of the solvent used for
soil extraction (toluene b.p. 110 °C), the temperature during
solvent vent was set to 60 °C (initial inlet temperature), and
vent pressure and vent flow were varied at this fixed tem-
perature with a solvent vent time of 1.4 min (time of multiple
injection sequence). Figure 2 shows that the GC peak areas
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Fig. 1. PTV-LVI-FID chromatogram (50 pL) of blank soil extract
(a) before, and (b) after the cleanup procedure; c) total ion chroma-
togram with splitless injection (1 pL) of spiked soil extract (1 pg
mL!) after the clean up step. The number assignments refer to: 1.
Phenanthrene, 2. Anthracene, 3. Fluoranthene, 4. Pyrene, 5. Chrysene
and 6. Benzo(a)pyrene.

of analyzed PAHs were highly sensitive to the vent pressure
imposed, except for phenanthrene and anthracene. An opti-
mal pressure of 10.3 kPa was selected, in accordance with the
largest peak area obtained for all PAHs. Peak areas were also
highly sensitive to vent flow but only when transitioning from
a region below 60 ml min~! to ca. 100 ml min~!, again except
for phenanthrene and anthracene (Fig. 3). Optimal vent flow
was considered at 100 mL min~! for all analyzed PAHs. These
conditions were thus used henceforth to analyze PAHs at trace
levels.

Figure 4 shows a comparison of chromatograms obtained
from analysis of a 500 ng mL~! mixed PAHs standard solution
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Fig. 3. Optimization of vent flow in PTV-LVI for 500 ng.mL~! mixed
PAHs standard solution in toluene. The vent pressure was set to 10.3
kPa.

using splitless injection of 1.0 pL (Fig 4.a) and PTV-LVI of 50
pL (Fig. 4.b), both under the same chromatographic conditions.
The increase in sensitivity with LVI, as compared to splitless
injection, is evident from the larger peak heights and areas,
as well as a decrease in the height of the solvent peak. Thus,
adequate preconcentration of the compounds of interest in the
liner before being transferred to the analytical column and a
decrease in analyte discrimination may be inferred.

PTV injection in solvent vent mode allows large volume
injections without flooding the chromatographic system since
the solvent vapour volume that transfers to the analytical col-
umn is smaller than in splitless injection. Furthermore, the
PTV inlet is quickly heated and analytes are transferred to the
analytical column, while keeping the oven temperature below
solvent boiling temperature to refocus the compounds of inter-
est at the beginning of the analytical column. Overall chro-
matographic efficiency was improved with PTV-LVI as shown
in Table 2, since peak areas were larger for all six compounds
and their calculated plate heights (H) and peak widths were
smaller than for splitless injection. Finally, reproducibility for
PTV-LVI despite being lower than for splitless injection, was
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Table 2. Chromatographic efficiency comparison of PTV-LVI and splitless injection for a mixed PAHs standard solution of 500 ng mL~!*,

Compound Splitless PTV-LVI
Peak Area RSD H Peak width Peak Area RSD H Peak width

(#SD) (%) (pm) (min) (#SD) (%) (pm) (min)
Phenanthrene 11.7 £0.27 2.3 52 0.038 196 £ 16.5 8.4 12 0.017
Anthracene 11.2 +£0.25 2.2 44 0.035 214 + 18.8 8.8 12 0.018
Fluoranthene 10.7 £ 0.36 34 33 0.034 213 £16.2 7.6 9.4 0.017
Pyrene 11.0 £ 0.32 2.9 36 0.036 253 +£22 8.7 9.1 0.017
Chrysene 9.6 +0.33 34 23 0.032 222 £ 18.6 8.4 6.9 0.017
Benzo a pyrene 8.2 +0.26 3.2 15 0.029 200 + 16.2 8.1 8.9 0.021

*10 injections of 5 puL. each for PTV-LVI and linjection of 1 pL for splitless were performed (n = 3).
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Fig. 4. Chromatograms of 500 ng mL~! mixed PAHs standard solution
in toluene by (a) splitless injection (1 pL), and b) solvent vent mode
(50 pL). Peak assignments as shown in Figure 1.

quite acceptable (% RSD < 10% for all compounds), given the
many variables involved in PTV performance.

Detection limits of PTV-LVI-GC/FID system

Precision of the developed PTV-LVI method was not greatly
affected when diluting ten times the previous mixed PAHs so-
lution (50 pg L~'). RSD values obtained from seven replicate
injections in the GC system (peak area variability) and standard
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deviation (SD) in concentration units are reported in Table 3.
Calculated detection and quantification limits for each inves-
tigated PAH were quite favourable and ranged from 13-27 pg
L' and from 44-92 ng L', respectively, in the GC analysis
only. The overall detection limits for PAH soil analysis will be
discussed in the following section.

Quantification of PAHs in soils

Quantification of PAHs in the spiked soil samples and in the
remediated soil samples was carried out with the optimal condi-
tions for PTV-LVI. The Luvisol sample spiked at 50 ng g~! of
each PAH was used to determine the method detection limits.
Table 4 shows recoveries and detection limits for each PAH in
a seven-replicate experiment at this soil-spike level. Recovery
was lowest for pyrene (76%) and highest for anthracene and
phenantrene (96% and 92%, respectively), and the detection
limits were quite satisfying, in some cases reaching levels down
to <10 ng g .

Table 5 shows the precision and recovery values for the
other two soils at different spike levels. The relative standard
deviation of concentration measurements in the Acrisol soil
was higher than in the Luvisol sample, despite a twice-fold
spike level for the former. On the contrary, precision was simi-

Table 3. Precision and sensitivity of the optimized PTV-LVI method
using a 50 pg L' mixed PAHs standard solution.*

Compound RSD SD LOD* LOQf
(%) (gL (wgL)  (ugL™h
Phenanthrene 8.7 4.35 13 44
Anthracene 15.8 7.9 24 79
Fluoranthene 14.7 7.35 22 74
Pyrene 13.3 6.65 20 66
Chrysene 16.8 8.4 25 84
Benzo a pyrene 18.3 9.15 27 92

*From 7 injections of 50 uL.

#Limit of detection, calculated from three times the absolute
standard deviation.

fLimit of quantification, calculated from ten times the absolute
standard deviation.
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Table 4. Quantification of PAHs in 50 ng g~'-spiked Luvisol soil samples equilibrated for 9 days

using PTV-LVI-GC (n = 7).

Compound Concentration Recovery LOD* LOQ*
(ng g7! soil) (%) (ng g7! soil) (ng g7! soil)
Phenanthrene 46 +3 92 9 30
Anthracene 48 + 4 96 12 40
Fluoranthene 44 +3 88 9 30
Pyrene 38+4 76 12 40
Chrysene 43+3 86 9 30
Benzo a pyrene 41 +4 82 12 40

*Limit of detection.
#Limit of quantification.

Table 5. Quantification of PAHs in spiked Acrisol and Histosol soil samples using PTV-LVI-GC

(n=23).
Compound Acrisol* Histosol*
Concentration Recovery Concentration Recovery
(ng g7! soil) (%) (ng g7! soil) (%)
Phenanthrene 84 +23 84 926 + 108 93
Anthracene 7117 71 813 £ 15 81
Fluoranthene 73 £19 73 750 + 20 75
Pyrene 61 £16 61 609 £ 5 61
Chrysene 68 =20 68 364 + 36 36
Benzo(a)pyrene 76 £ 24 76 732+ 76 73

*100 ng g~! mixed PAH spike, equilibrated for 5 days.
#1000 ng ¢! mixed PAH spike, equilibrated for 7 days.

lar or even better for Histosol as compared to Luvisol which
is certainly due to the twenty times higher spike concentration
in the former. PAH recoveries from both, Acrisol and Histo-
sol samples, were somewhat lower than those from Luvisol
(excepting phenanthrene in Histosol). Pyrene recovery was
again lowest in Acrisol and second lowest in Histosol (61%
for both), whereas phenantrene recovery was highest in these
soils. A particular case was that of chrysene, whose recovery
from Histosol decreased to a low 36%, probably due to specific
interactions with some components of the soil matix. In general,
recovery trends seem to be more or less dependent on PAH’s
hydrophobicity, however, a relation with the carbon content of
soils is not apparent.

From independent experiments separating the different
steps of the procedure it is safe to state that the lack of 100%
recoveries of PAHs in soils was almost exclusively due to
incomplete extraction, and not to problems associated with
subsequent steps of the procedure.

Analyses of remediated soils

The analytical method developed and tested with standards
made from artificially-contaminated soils of different NOM
content, was applied to the analysis of two remediated soil
samples originally contaminated from oil spills. Table 6 shows
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that levels approaching quantification limits were found for
fluoranthene, pyrene and benzo(a)pyrene in one soil, and for
fluoranthene and chrysene in the other soil. These results
bear proof that the proposed method can be successfully ap-
plied to and made to be effective in real contaminated soil
scenarios.

Concluding remarks

Routine analysis of low levels of PAHs sorbed to the complex
organic matrices of soils poses an analytical challenge if cost
reduction is desired. In the present work it was shown that it
is possible to analyze PAHs in soils down to 40 ng g~! levels
by using PTV-LVI coupled with GC-FID detection, but the
extracted samples require a preliminary clean up step through
a simultaneous saponification procedure. Proper PTV injec-
tion allows co-extracted interferents to remain in the liner and
separate adequately from the analytes. Volumes of 50 pL final
toluene extracts were injected at the PTV inlet and an optimal
vent pressure of 10.3 kPa and vent flow of 100 mL min~' were
found to yield the highest PAHs sensitivities. The proposed
method showed recoveries from artificially PAH-contaminated
soils (with different organic matter contents) that ranged from
61% to 96% depending on the particular PAH and soil inves-
tigated, except for one outlier of 36%.
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Table 6. Quantification of PAHs in remediated soil samples using
PTV-LVI-GC (n = 3)*

Compound RS1 RS2
(ng g~! soil) (ng g7! soil)
Phenanthrene N.D. N.D.
Anthracene N.D. N.D.
Fluoranthene 54+4 636
Pyrene 65+3 N.D.
Chrysene N.D. 56+5
Benzo(a)pyrene 60+5 N.D.

*N.D. = Not detected.

As such, automated injection of large volume samples us-
ing solvent vent mode in PTV proved to be a robust technique
in GC-FID analysis of PAHs in soils, and may be applicable
to the analysis of trace pollutants in dirty matrices of environ-
mental samples in general, and thus aide in the assessment of
environmental remediation efforts for organic contaminants.

Experimental
Chemicals

The following six PAHs were chosen for development of a
PTV-LVI-GC method with application to soil analysis: Phen-
anthrene, Anthracene, Fluoranthene, Pyrene, Chrysene and
Benzo(a)pyrene. These were selected to represent PAHs com-
posed of a range of 3-5 rings and of high toxicity, notably
benzo(a)pyrene. Standard solutions of individual PAHs, at 500
ng mL~! and 50 ng mL~! each, were prepared in toluene for de-
termination of analytical parameters. Mixed solutions composed
of identical concentrations of the six PAHs were additionally
prepared to spike soil samples at different ratios. All stan-
dard reagents were supplied by Sigma-Aldrich (USA). Toluene
99.98% and methanol 99.99%, and calcium chloride 99.5% and
anhydrous sodium sulphate 99.4 % were supplied by J.T. Baker
(USA). Toluene was distilled three times in order to reduce im-
purities that could interfere in the analysis. Potassium hydroxide
87.9% was supplied by Mallinckrodt Baker (Mexico).

Sample preparation and general soil analyses

Three non PAH-contaminated soil samples were used as home-
made standard materials to evaluate method performance.
These soils were spiked with accurate concentrations of mixed
PAH solutions and left to reach sorption equilibrium to the
soil humic material. One of the soils (Luvisol) was collected
from Nanchital, Veracruz, Mexico, a near-coastal region on
the Gulf of Mexico with an important industrial and oil activ-
ity; the other two sampled soils (Acrisol and Histosol) were
collected from the State of Tabasco, East of Veracruz and also
on the Gulf of Mexico Coast. The soil samples were air-dried,
disaggregated, and sieved through a 2-mm mesh, and stored
dry until analysis.
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The soil samples were characterized by type of soil, pH,
electrical conductivity (EC), organic matter (OM) content, and
size fractions of clay, silt and sand. The pH and EC measure-
ments were performed in 5:1 (v/m) water-soil suspensions us-
ing deionized water and the appropriate electrode for each
determination. The size fractions of clays, silt and sand were
obtained by the Bouyoucos method [12, 13], which is based
on their differential sedimentations rates in aqueous suspension
columns. The OM content was determined with a total organic
carbon analyzer for solids (TOC, Teledyne-Tekmar, USA).

The soil samples were analyzed to verify that they did not
contain PAHs. Then, they were prepared for use as standard
materials according to the following procedure: 10 g of soil
were spiked with 5 mL of the next aqueous solutions, 0.01 M
calcium chloride [14-17], 200 pg mL~! mercury chloride (as
microbial inhibitor) and 100 pug L7, 200 pg L', or 2000 pg
L' of mixed PAH solutions in replicates of seven, three, and
three for the Luvisol, Acrisol, and Histosol, respectively. All
soil samples were maintained at constant temperature and pres-
sure (23 °C and 78 kPa) for a period of time in large excess of
that determined in previous preliminary experiments to reach
sorption equilibrium. The times were nine, five and seven days
for the Luvisol, Acrisol and Histosol, respectively.

After equilibration of the spiked sample replicates, extrac-
tion and clean up of samples were performed as follows: 1)
the solid components were separated by filtration (0.45 pm
nylon membranes), 2) they were transferred to the Soxhlet
apparatus in a cellulose thimble and extracted for 16 h with
20 mL of a toluene-methanol mixture (6:1 v/v) [18] and 10
mL of KOH solution in 10% methanol-water, 3) the aqueous
phase was separated to remove the saponified fraction, thus,
reducing interferences from the soil matrix, the organic extract
was washed with distilled water to eliminate excess KOH, and
dried with anhydrous sodium sulphate, 4) the extract was then
evaporated under a low nitrogen stream and reduced to 5 mL
in a volumetric flask. The final extract was injected in solvent
vent mode in the PTV-GC at optimal conditions. Quantification
of target compounds in soil extracts was carried out by external
standardization, using calibration curves obtained from analysis
of standard PAHs mixtures directly injected (50 pL) in the
PTV-GC/FID system. Regression analysis of calibration data
confirmed linear behaviour in the concentration range 50-2500
ng mL~! for all PAHs, with 12 values higher than 0.990.

Two additional PAH-contaminated soil samples that had
been previously remediated by a thermal procedure were ob-
tained from Veracruz, Mexico, and prepared for analysis as
described for the non-contaminated soils. The remediated soil
samples were analyzed in triplicate using the external standard
calibration method for quantification.

Gas chromatography

GC analyses were performed with an Agilent Technologies
6890N gas chromatograph equipped with an Agilent 7683B
Series autosampler, FID detector and PTV inlet. The chromato-
graph was fitted with a Zebron ZB-5, 30 m x 0.25 mm L.D. x
0.25 um F.T. fused silica capillary column. Data were collected
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in an Agilent Chem Station A.10.01. The initial column tem-
perature was held at 60 °C for 2 min, then programmed at 10
°C min~! to 90 °C, and finally at 20 °C min~! to 320 °C, which
was held for 8 min. Hydrogen (99.98%) at 1.4 mL min~! was
used as carrier gas.

GC-MS analyses were performed with a Hewlett Pack-
ard 5890 gas chromatograph equipped with a Hewlett Packard
5971 mass selective detector and split/splitless injector. The
acquisition of MS data was done in scan mode by electron
impact at 70 eV (50-550 m/z). The chromatograph was fitted
with a Zebron ZB-5,30 m x 0.25 mm .D. x 0.25 pym F.T. fused
silica capillary column. The oven temperature program was the
same as the one used in GC-FID, previously described. Helium
(99.999 %) at 1.3 mL min~' was used as carrier gas. Splitless
mode (2 min) at 280 °C was used for injection of samples. The
interface temperature was maintained at 280 °C.

PTYV inlet conditions and efficiency evaluation

PTV-LVI was performed with an Agilent PTV inlet equipped
with a deactivated liner multi baffles. The sample (50 uL) was
introduced in the injector using a multiple injections sequence.
Ten replicate 5 puL injections of each extract were carried out
with an auto sampler equipped with a 10 uL syringe and delay
between injections of 1 s. The PTV inlet initial temperature
was 60 °C for 1.5 min. The vent flow was varied from 10 mL
min~! to 210 mL min~!, and the vent pressure from 7 to 55
kPa to evaluate the GC detection response. The vent flow and
pressure were held for 1.4 min, and the flow split purge was
held at 50 mL min~! for 1.5 min; afterwards, the split valve was
closed and the liner was flash heated at 8.3 °C s~! to 350 °C,
which was held for 3 min. The chromatographic efficiency of
PTV-LVI and traditional splitless injection was compared by
calculating the plate height count (H) for each analyte peak; a
standard solution of PAHs (500 ng mL!) was injected in both
injection modes using the same chromatographic conditions
(gas carrier, flow in analytical column, oven temperature pro-
gram and FID temperature).
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