
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE 
MÉXICO 

PROGRAMA DE MAESTRÍA Y DOCTORADO 
EN CIENCIAS QUÍMICAS 

Desarrollo y comparación de dos métodos analíticos para la extracción y 
purificación de Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos (HAP"s) en 

muestras biológicas 

ThTFORME DE TRABAJO 
PARA OPTAR POR EL GRADO DE 

MAESTRO EN CIENCIAS 

PRESENTA ' 

Q. A. CLAUDIA LUIS AGUIRRE 

;9U MiC6\) 
D.¡,í"B~ 

TUTOR! Dra. ARACEU PEÑA AL VAREZ AÑO: 2006 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



AGRADECIMIENTOS 

A la UNAM por la maravillosa experiencía que ha si.do pertenecer a esta institución 

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología No. Registro 181741 ya la Dirección 

General de Estudios de Posgrado por el apoyo económico otorgado 

A la Dra. AraceB Peña por darme la oportunidad de trabajar con ella y confiar en mi 

A la M. en C. Carmen Labastida por su amabilidad y sabios consejos 

A los profesores Silvia Mendoza, Adolfo García y Ernestina CeNera por su amistad durante 

todo este proceso. 

A mi famflia porque sin su ayuda y apoyo esto no habría sido posible 

A Francisco Valdés por la comprensión y el cariño que me ha brindado durante todo este 

tiempo 

A mis ami.gos y compañeros de laboratorio por todos los momentos que compartimos y los 

buenos deseos 



El presente trabajo se realizó en: 

• Laboratorio 101, Departamento de Química Analítica, Pgdo. Facultad de 

Química, UNAM. 

• Laboratorio de Cromatografía de Gases, Departamento de QUlmica 

Analítica, Facultad de Química, Universidad de Barcelona, España. 



INOleE 

1 Introducción 

i .1. trnportancia de los HAP's en el medio ambiente 

. '1.2. Origen y fuentes de emisión 

1.3. HAP's en organismos marinos 

1 A. Análisis de HAP's en matrices biológicas 

2 Anteced.entes 

2.1. Dispersión de Matriz en Fase Sólida (DMFS) 

2.2. Extracción con líquidos Presurizados {ELP) 

3 Objetivo 

TRABAJO EXPERIMENTAL 

4 Extracción y purificación de los HAP's 

4.1 .. DisPersión de Matriz en Fase Sólida (DMFS) 

4.1.1. Condiciones cromatográficas 

4.1.2. Elección de adsorbente 

4.1.3; Muestra libre de HAP's 

4.1 A Extracción y Ilmpieza de HAP' s 

4.1.5. Recobro 

4.1.6. Linealidad 

4.2. Extracc.ión con Líquidos Presurizados (ELP) 

4.2.1. CondicIones cromatográficas 

4.2.2. Elección del di~Qjvente 

4.2.3. Muestra Ubre de HAP's 

4.2.4. Limpieza de extracto <;fe pescado en línea con Ftorísil 

4.2.5. Limpieza fuera de Hnea con FlorisU y sUica 

5 Observacionas 

68ibliografía 

Pag 

1 

1 

2 

2 

3 

3 

4 

6 

6 

6 

6 

8 

8 

9 

10 

11 

14 

14 

16 

17 

17 

18 

22 

23 



1 INTRo.DUCCIÓN 

1.1 Importancia de HAP's en el medio ambiente 

Los hidrocarburos aromáticos policfclicos (HAP'sJ, han sido ampliamente estudiados 

en las últimas décadas. Son uno de los grupos más importantes para fa contaminación 

ambiental, ,por las numerosas fuentes naturales y antropogénicas que contribuyen a su 

inevitable presencia (Gamal A., 2002). Se han encontrado en todos los medios incluyendo 

suelo,aire, vegetación, sedimentos, superficie,agua y aUmentos (Van A., et aL, 2001). 

Ha sido demostrado que ciertas mezclas de HAP's soncarcinogénicas para mamíferos 

y algunos han sido implicados como inductores de cáncer de pulmón, piel y seno en humanos 

(AI-Saleh, l., et al., 2002), además de los efectos carcinogénicos, los HAP's presentan un 

amplio espectro de efectos tóxicos, incluidos la irritación de ojos y piel. inmunotoxicidad y 

toxIcidad progresiva {BaJrd, W., et al" 2005). 

Han sido Incluidos 6 HAP's como sustancias prioritarias en las normas 2000/60/CE, 

75/440/CE y 801778/CEE en la Unión Europea (EU) relativas ala calidad del agua para 

consumo humano y 16 han sido listádos por la Agencia de Protección al Ambiente de Estados 

Unidos (USEPA). Estos hechos demuestran el papel de los HAP's como contaminantes 

(Martinez E., et al., 2004, Baumard p., el al., 199n 

1.2 Origen y fuentes de emisión 

Los HAP's se originan en procesos de combustión incompieta de la materia orgánica y 
. , . 

cornbustibles fósiles (Vives l., et aL, 2004). Los productos mayoritarios son moléculas simples 

(H20, CO2• CO, S02, NOx, HCN) algunas de las cuales, también tienen su papel como 

contaminantes. En menor cantidad se generan un gran Mmero de sustancias orgánicas de' 

estructura más compleja entre las que se encuentran los hidrocarburos saturados e 

insaturados,alcoholes, aldehídos, ácidos carboxílícos, ésteres, y todo tipo de compuestos 

aromáticos incluyendo los HAP·s. 



Las principales fuentes de emisión de HAP's a la atmósfera son antropogénicas, y 

consisten en actividades en las que tiene lugar algún tipo de combustión: automóviles, 

combustión de gas natural, madera, carbón, refinamiento de petróleo, incineración de residuos, 

humo de tabaco, etc. También existen, en menor medida, fuentes naturales de .emisión como la 

actividad volcánica, los Incendios forestales y la biosfntesis (Mitra S., et aL, 2003). 

1.3 HAP's en organismos marinos 

Se han publicado un gran número de informes sobre la presencia de HAP's en 

organismos manflaS, y en particular delbenz.o(a)pireno.La mayoría de los análisis realizados 

han empleado como organismos de estudio mejmones y ostras. Estos reciben mayor atención 

que otros invertebrados o peces, debido a que sus tasas metabólicas son menores, por lo que 

tienden a bioacumular los contaminantes en sus tejidos y como consecuencia son 

considérados centinelas de las condiciones de la calidad del agua en los ecosistemas marinos 

(Baumard, P" el aL, 1997 y 1998, Peña A., et al., 2002, Botella A., el aL, 2002, Paez-Osuna, F., 

etaL, 2002, Martínez E., et ar., 2004), 

Los HAP's suelen exhibir un efecto tóxico en organismos marinos invertebrados y 

pece.s en concentraciones de solo unos ¡.tg/g, Siendo un componente mayoritario de la cadena 

alimenticif.\.acuática y un recurso alimenticio para el ser humano, los peces han recibido una 

atención especial (Vives, l., et al., 2002). Hay un creciente interés para analizar la distribución 

especírica de los HAP''!> en tos organismos marinos (ShaUaja, M., el al., 2003), ya que los 

patrones de bioacumulación de HAP's en el tejido de los peces sigue siendo desconocido 

(Barran, M., et al., 2004; De~J S., et aL, 2000). 

1.4 Análisis de HAP's en matrices biológica, 

El análisis de HAP's en muestras de tejido biológico es particularmente difícil, debido a 

la baja concentracíÓf'\ de los compíJestos individuales (og/g) , ya ta presencia de compuestos de 

naturaleza ripofíl1ca en los tejidos, que interfieren en el análisis (Peña A., et al., 2002, Simko, P. 

2002). 
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Los dos pasos críticas en el análisis de los HAP's en muestras biológicas son su 

extracción y purificación. Los métodos de extracción líquido-líquido, digestión alcalina y 

Soxhlet han sido los más utilizados para la extracción de HAP'sen matrices alimentarias y 

mue~tras de tejidos biológicos. Algunos de estos métodos han sido adoptados como 

regulaciones, y cubren ciertas necesidades. Sin embargo, presentan ciertas desventajas en 

térmi.ods de tiempo, costo, impacto ambiental y deficienclas técnicas (Crouch M" et aL, 1997). 

El objetivo de este trabajo fue proponer la dispersiÓflde matriz en fase sótída (DMFS) 

y/o la extracción con líquidos presurizados· (ELP), como procedimientos alternativos de 

extracción en la metodología analítica para la determinación de HAP's. en muestras de 

pescado. Esto permitiría simplificar el procedimiento y reducir considerablemente los tiempos 

de análisis, una de las principales desventajas que presentan los métodos convencionales, 

antes: mencionados. 

2 ANTECEDENTES 

2.1 Dispersi.én de Matriz en Fase Sólida (DMFS) 

En 1989 se introdu1o un nuevo proceso para la extracción de muestras sólidas y semi­

só¡¡d~s, La DMFS combina Varias técnicas que permiten romperla estructura del tejido y 

extraer Jos compuestos de interés de la muestra. en forma selectiva, 

En la DMFS (figura 1) la ¡;nuestra es triturada con un adsorbente (ejemplo, eH') que 

actúa. como abrasivo, la fuerza de cizalla producida al triturar la muestra junto con el 

adsorbente provoca la ruptura de los tejidos y permite obtener un material sólido, el cual es 

utilizado posteriormente para empacar una columna de extracción en fase sólida clásica, El 

adsorbente funciona como un solvente o un detergente, que disuelve y dispersa los 

componentes de la muestra sobre la superficie del material recubierto con la fase estacionaria, 

Así se genera una mayor s.uperficie de contacto que favorece la extracción, 

La columna se compone de una jeringa y un par de discos de material poroso entre los 

cuales va contenido el soporte sólido con la muestra dispersa. El. dispositivo se comprime para 

compactar el adsorbente y ob~ener el equívalentl':! a una columna de extracción en fase sólida 
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Finalmente se adiciona a la columna un disolvente o bien una serie de disolventes, 

para eluir los compuestos de interés. La eluci6n puede llevarse a cabo por gravedad o 

utilizando vacío (Barker, S., et al, 2000). 

Muestra 

, Trit<J,ar 

Figura 1. Esquemagemeraf de laeXl,racción.por dispersión de matriz en fase sólida 

2.2 Extracción con líquidos presuri~ados (ELP) 

La ELP as una técnica de preparación de muestras, que se diferencia de los métodos 

convencionales realizados en condiciones ambientales, porque combina elevadas presiones y 
I 

temperaturas con disolventes líquidos, .para permitir la extracción de los anatitos de forma 

rápida y efectiva. La ELP ha demostrado ser equivalente a las metodologías de extracción 

existent~s, hasta el punto de ser rápidamente aceptado por la USEPA como método de 

evaluación dé residuos sólidos {Método 3545 de la USEPA; 1995). En diver.sos estudios, se ha 

visto que al modificar los parámetros puede ser un sistema de extracción muy efectIVO; 

especJ.aimente para muestras muy cQntarni nadas o matrices complejas (Wang, G., etal., 1999). 

El sistema (figura 2) consiste en una celda de. extracción de· acero, en la que los 

parámetros programados (temperatura y presión) se mantienen en valores. específicos, gradas 

a controles de temperatura y a bombas que controlan el disolvente orgánico, el cual se 
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mantiene en estado líquido al presurizar la celda a pesar de las temperaturas relativamente 

altas usadas par¡:¡ la extracción. 

Básicamente fa celda se introduce en un circuito cerrado ¡:¡ través del cual se hace" 

pasa.r disolvente mediante vacío. El disolvente pasa a la celda y permanece ala temperatura y 

presión indicadas, durante el tiempo yel número de veces deseado. Acabado ese tiempo el 

disolvente de la celda pasa a una botella donde se colecta el extracto junto con el disolvente 

usado para limpiar la qelda. 

Válvula de purga 

Abertura 
Solvente 

Nitrógeno Vial 
deseOho 

Celda da 
exlfacción 

V álv ula e$lá!íca 

Vial colector 

Figura 2. Esquema general de la e¡dracción con ¡¡quidos presurizados ELP 
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3 OBJETIVO 

El objetivo da aste trabajo ha sido el desarrollo y comparación de dos métodos 

anaHticos para ta determinación de los HAP's en muestras de pescado, por cromatografía de 

gases utilizando como técnicas de extracción la DMFS y la ELP. 

TRABAJO EXPERIMENTAL 

El trab¡¡¡;jo experimental se presenta en dos partes. La primera corresponde a la DMFS, 

que se efectuó en el laboratorio 101, Depto. de Qurmica Analftíca, Pgdo. Fac. de Química 

UNAM. La segunda, corresponde a ta ELP que se efectuó en el laboratorio de cromatografía de 

gases, Depto. de Química Analftica de la Universidad de Barcelona, España. 

4 Extracción y purificación de los HAP's 

4.1. Dispersión de matriz en fase sólida (DMFS) 

Como primer paso para el desarrollo y la optimiz¡¡¡;ción del método de extracción por 

DMFS, se determinaron .las condiciones óptimas para la separacióncromatográficade Jos 16 

HAP 's en estudio. 

4.1.1. Condiciones cromatográficas 

Se utilizó un crom¡¡¡;tógrafo de gases· Hewlett Packard 5890 SERIES U Plus con sistema 

de inyección cold on-co{umn, sistema electrónico de presión '1 detector de ionización de flama. 

Se empleo una columna capilar de sílice fundida Zebron ZB-5 Phenomenex con 5% feníl 95% 

metllpOlisiloxano coma fase estacionaria; 30 m longitud, 0.25 mm de diámetro Interno y 0.25 jlm 

de espesor de la fase estaclooaria. 

Después de varías pruebas se obtuvo la mejor separación de los 16 compuestos. La 

figura 3 muestra un cromatograma obtenido utilizando los parámetros cromatográficos 

enHstados en la tabla 1 y se puede observar que la separación cromatográfica de [os 

COmpuestos, es adecuada y el tiempo de análisis es menor a 20 mino La tabla 2 recoge los 

tiempos de retención (tr) de los 16 HAP's identificados en la figura 3. 
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Tabla 1. Parámetros cromatográflcos. 

Parámetros 
MOOode inyección 

Volumen de lnyecc16n 
Temperatura.de inyector 

Flujo 
Temperatura detector 

Gas portador 
Gas. auXiliar 

.::" .. . . . • . 
Temperan.u:a 1 

JncremelltoiJe temperatura 
, Ten,peratura2 

1 ncreme~\o de temj)eratura 

6,Oe4 

j.Oe:4 

4.0e4 

3. O e4 

~. Q ~4 

Temperatura 3 

ColumnaZB5 
Qn..oo!umn 

1jJ.L 
Programado a 3·0 

arriba de la T. de! hamo 
2 mLJmin 

320'0 
Hidrogeno 
Nitrógeno 

SO'e/1min 
20'C/mih 

250"CfOmin 
SOClmili 

320 'C! 10mín 

10e4 

O~~~~~~~~~~~==~~ 

O 10 
TI~Il\¡¡<)' (minI 

20 

figuraS, Cromatrograma de ,la separación de unadisolllció.n estándarde los 16 HAP'~ estudiados: (1)Natt .. leno, (2) 
Acenaftíleno, (3) Acenafteno. (4) Fluoreno, (5) Fenantreno, (6) Antraceno. (7) Flooranteno, (S} Pirano, (9) 
Benzo(a)ailtraceno. (10) Criseno, (11) Beozo(b)fl\,loranteno, (12) Benzo{k)fluoranterl().. (13) Benzo(a)pireno, (H) 
!ndeno{1.2,3ccd)pireno, (15)Dibenzo(afl}aAtraoono, (16}Beozo(ghi)perileno. ' 

Tabla 2. Tiempos de retención de los 16 HAP's analizados en I.as conqiciones cromatográficas 
,óptimasde separación. . . . . . 

Naftaleno 5.095 
Acenaftileno a.92t 
Aceru;¡fteno 7.142 
Fluoreno j 7.739 

FenaOlreno 8.858 
Antraceno , 8.913 

fluoranteno 10.278 
Pireno 10.533 

'12.283 
, 12.35 
14.489 
14.545 
15.201 
17.98 
18.09 

18587 
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4.1.2. Elección de adsorbente 

Se determinó la capacidad de dos adsorbentes para extraer selectivamente los 

compuestos de interés mediante DMFS. 

• Alumina, (MERCK Gernsheim, Alemania) activada al 5% con agua 

• CHROMAaOND CIS PAH, (MACHEREY-NAGEL DOren, Alemania) 

Se pesaron aproximadamente 0.5 9 de adsorbente, se depositaron en un mortero de 

agata y se fortificaron con una mezcla de 16 HAP's, se dejó reposar 5 min y se molió durante 3 

mino El adsorbentefortificado y molido se empacó en una jeringa entre dos filtros. El cartucho 

se eluyó con 4 mL de hexano yel eruato se redujo a aproximadamente 1 ml, con una corriente 

de Na. A continuación se realizó el análisis cromatográfico, en las condiciones que se indican 

en la tabla 1 . 

La extracción conCHROMABOND CIS PAH presenta menos impurezas (figura 4A) en 

comparación con rade Alumlna (figura 48). Por lo que este adsorbente se seleccionó como el 

más adecuado para realizar la extracción. 

6:0 .. 4 

4.0e4 

3.0 .. 4 

2,084 

1.0 .. 4 

Al OIlrolvV;B 01([1 e .. I"AH 

10 
nemlXl ¡min) 

20 

!5,Oe4 

5,Qe4 

4.0e4 

3,0e4 

2,0e4 

1,0e4 

B)AlUMII1A~% 

10 

" 

10 
Tilunpl> (mIIl) 

20 

Figura 4. Cromatogramasd<lla DMFS utilizando Al CROMABOND C,S PAH y B) Alumina activada al 5% con 
aQua. 

4.1.3. Muestra libre de HAP's 

Se compró un ejemplar de mojarra en un supermercado local, se extrajo el músculo y 

Se .homoGeneizo en un procesador de alimentos. La pasta resultante se dividió en pequeñas 

porciones y Sí') congeló, previamente se determino el contenido de humedad (80 %) Y el de 

grasa (1'%). Esta muestra se utilizÓ para realizar las pruebas de limpieza, pordento de recobro 

y linealidad. 
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4.1;4. Extracción y limpieza de HAP's 

La OMFS no fue selectiva para la extracción de HAP's ya que extrajo unac.antlctad 

considerable de grasa de la muestra, así que fue necesario limpiar el extracto antes de realizar 

su análisis cromatográfico. Es por esta razón que se determino la capacidad de dos 

adsorbentes como retenedores de grasa, en combinación con varíosdisolventes para elujr 

seleotivamente los HAP's .. 

Los adsorbentes probados para retener la grasa fueron: 

• SUiCí;l (MERCK. Gemsheim, Alemania) tamaño de partícula 0.2-0.5 mm. Se preparo 

s.Hioa ácida al 40'% con H2SO,¡. 

• Florisil (Varian aerograph. California, EUA) tamaño de partícula 0.14-0.25 mm 

El procedimiento que se utilizó para la. extracción y limpieza de los HAP's consistió en 

colocar en un morterada agata 0.5 g de CHROMABONDC,I.I PAH y 0.125 g de 

hómogeneizado. de pescado, adicionados con una disolucJón estándar de los 16 HAP todo se 

molió en el mortero y elmaterlal resultante se empacó entre dos filtros en una jeringa de vidrio, 

enta. que previamente se empacaron 0.75g del adsorbente utilizado Gí;)mo retenedor de grasa. 

La elución de los compuestos serrealizó con 4 mL de disolvente. 

Los disolventes que se probaron para eluir los analitos fueron: 

• Hexano grado HPLC (EM-SCIENCE. New Jersey, EUA) 

• Diclorometano 99.8% purez,a (Mallinckrodt. New Jersey, EUA) 

• ToIueno 99% pureza (J.T. Baker. México) 

• AcetonitrHo grado HPLC (PROLABO. París, Francia) 

• Difenil éter disUelto en hexano 

• Mezclas de hexanoldlclorometano (1:1), (3:2) y (2:1) 

Se realizaron varios ensayos con los retenedores de grasa y los disolventes. Se 

determino, . que ambos adsorbentes fueron capaces de retener la grasa. Sin embargo, al 

realizar las pruebasadicíonando los 16 HAP's a los dos adsorbentes y realizar la extracción 

por DMFS, se encontró que aunque la silica ácida fue capaz de eliminarla grasa no fUE! posible 

eluir !os 16 compuestos en estudio, ya que el acenaftileno (2) yel benzo(.a)pireno (13) siempre 

se quedaron retenidos en la columna (figura 5). De igual manera después de varios ensayos, 
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sé determinó que el disolvente más adecuado para eluir los HAf=>'s con mínima extracción de 

grasa era la mezcla hexano/diclorol11etano (2:1), 

El FloríaH se eligió como el adsorbente más adecuado para utilizarse como retenedor 

degfasa, ya que demostró ser el más eficiente para eluir lbs 16 HAP's, sin extraer grasa con 4 

mL de lamezcra hexano/diclorometano 2:1. 

SlllCA ÁCiDA FlORlSll 
, 1. 0 .. -:: 1 o .... ~ 

~ S 1 23, 18 
;.!¡ • .;- ..... 7 $f-,(J ... ..; 

M 
~.o.'" $.0" ... ¡ 

• 10 
'""'.,) ..... S ":'.0 .... 

10 9 
~'c ...... <i' " ... 

9 12 :. (> ...... • -::. \.l .... 

-t Q~4 11 12 
4 ~ .• ..iol 1\U 

~,O*'-f ). 0.4-
141S ,¡ z. o· ......... 3 

HiT .:' (+ .... 

10.4 lLL I -9 ..... 
1 ..1. ! ~ 

" -:. 10 :0 
" lO ~o 

TilllllpO ¡minI Tleml"" {minI 

Figura 5. Cromalog~amas de la DMFS de una disolución estándar de 16 HAP's, utilizando sílica ácida y Florisll como 
retenedores de grasa, . 

. 4.1.5. Recobro 

Después de optimizar .tas condiciones de extracción y limpieza de los HAP's por DMFS 

sección 4.1 A, se procedió a fortificar muestras (libres de HAP's) con disoluciones estándar de 

HAP's a diferentes concentraciones 0.1, 0.25 Y 0.5 ppm, para determinar el porciento de 

recobro. 

Para cada concentración se hicieron dos determinaciones y los blancos 

correspondientes. El procedimiento utilizado, consistió en colocar en un mortero de agata 0.5 9 

de CHOMABOND CH! PAH y 0.125 9 de homogeneizado de pescado, adicionados con una 

disolUCIón e$tándar de los 16 HAP, todo se moli6en el mortero de agatay el material resultante 

se empacó entre dos filtros en una jeringa de vidrio, en la que previamente se empacaron 0.75 

9 Florisil C0l110 retenedor de grasa. La e!ución de los compuestos se realizó con 4 mL de la 

mezcla hexanofdícforometarro 2: 1, 

El éluato se redujoa un volumen final de 1 ml con una corriente de N2 y se inyectó en 

el cromatógrafo de gases, en las condiciones indicadas en la tabla 1. 
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Como se observa en la tabla 3, se obtienen resultados aceptables en concentraciones 

relativamente elevadas (0.25 ppm), ya que a menor concentración (0.1 ppm) se obtienen 

porcientos de recobro muy altos, hecho que atribuimos a la interferencia de las lmpurezas de la 

matriz, que son extraídas con los compuestos de interés (figura 6). 

Tabla 3. Porciento de recobro a 0.5, 0.25 Y 0.1 ppm 

Compuestos % Recobro % Recobro % Recobro 
O.1ppm O.25ppm O.5ppm 

N ft I a aeno 95, 75 98.4 8 ¡97.87 
AcenaftiTenb 119.77 87.39 I 107.18 
Acenafteno 112.25 S9.22 99.75 
Fluoreno 105.40. Sa.lé 100.133 
Fenantreno 83.60 78.97 106.12 
Arrtraceno 113.25 96.12 106.06 
Ffuoranteno 231.10 93.35 '. 108.7.0 
Pireno 132,46 00.29 101.28 
Benzo(a)antraceno 155.58 91.44 97.99 
Criseno 1'16.$9 84.52 101.45 
Benzo b)lluoranteno' 127.23 102.23 106.54 
Benzo k)ftuoranteno 119.61 86.01 104.61 
Banzo a¡pireno .• 125.81 109,66 139,13 
Indel1(i 123-cd}antraceno 146.33 80.12 102. l3 
Oibenzo(ah)antracenó 126.60 89.16 109.62 
Benzo(ghi)perileno 188.93 95.84 117.46 

EXTRACCiÓN O.1llpm 

4000 

18 

1000 

!l 11l 12 14 16 18 
TiQll1po (miu) 

Figura 6, Cromato.grama de la éxtracción por DMFS dj¡) músculo de peseado {0.125. g) adicionado con una 
dlsol!Jción estándar de 16 HAP' 5, utilizando Ftorisil (0.75 g) como retenedor de grasa. Concentración final de HAP' s .o, 1 
ppm, 

4.1.6. Linealidad 

Utilizando las condiciones óptímas para la DMFS, se reaUzó una curva de calibrado. Se 

prepararon cinco puntos' 0.1, 0.125, 0.25,0.5 Y 1.0 ppm, mediante la adición de muestras de 

pescado (libres da HAP's) , oon disoluciones estándar de los 16 HAP's. La. c.urva se .hizo por 

triplicado yen cada caso, se hicieron los blancos correspondientes, 
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Se siguió el mismo procedimiento experimental que en la sección 4.1.5., y los extractos 

se inyectaron en el cromatógrafo de gases, en las condiciones indicadas en la tabla 1. 

La tabla 4 muestra los datos obtenidos para la concentración de 0.25 ppm, los 

coeficientes de variación en la mayoría de los casos fueron menores al 10%, esto nos indica 

que hay buena repetltividad y por ende precisión en la determinación de las curvas de 

calibrado. Más aún, sí consideramos que los resultados se obtuvieron realizando tres 

experimentos independientes para cada concentración. A manera de ejemplo la figura 7 

muestra la curva de calibrado del Benzo(a)antraceno. 

Tabla 4. Datos del área promedio, desviación estándar y coeficientes de variación de los 16 
HAP's a 0.25 ppm deconcentración~ 

La tabla 5 enlista el coeficiente de correlación (f) y la pendiente (m) obtenidos a partir 

. de las rectas de calibrado de cada compuesto. Los resultados nos hablan de una tendencia 

claramente ¡ineal para 12 de los 16 HAP's, ya que los coeficientes de correlaoión de estos 

COmptl8stos están entre 0.9878 y 0.9951, excepto para naftaleno, fenantreno, fluoreno, 

benzo(b)fluoranteno e indeno( i 23-cd)antraceno que tienen coeficientes de correlación menores 

a 0.98. 
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Figura.7. CUNa de calibración del Benzo{a}antraceno 

Tabla5. Coeficientes dé co.rrelación y pendiente de las curvas de calibrado. de lbs 16 HAP's en 
el intervalo. de concentración 0.1-1 ppm. 

Compuesto 
Curva de calibrado 

Pendiente Coe'. de correlación 
71386 09600 

Acenaftiíeflo . 6633.1 0.9$21 
Acenáfteno 7118.8 0.9899 
Flooreno 8¿O6.3 0 .. 9197 

. Fenantreno 8792.8 0.88.91 I 

Antraceno 6631.0 0.98:78 
Fiuoranteno 8117.4 0.,9892 
Pírano 7elS.$ 0.9932 
BenZQ(a)antraceno 6737.0 {L99pO 
enseno 72'05.7 0.9951 
8enz(j(p IJuWenteno 5,980.0 0.9774 
Ben;¡:o(k f!uóranfeno 6173.1 ., 0.9904 
BenzQ(a)píreno 6242.8 0.9902 
Inoeh<l( i 23'-cdjantraceno 3839.1 0.9713 
Dibenzo'(at)aí'rtraceno 3463.7 0.9699 ¡ 
Banzo,ghi)perileno 3996 .. 6 0.9945 
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4.2. Extracción con.líquidos presurizados 

El primer paso para el desarrollo yla optimliación de un método de extracción por ELP 

es el establecimiento de las condiciones de extracción iniciales, las cuales se han de escoger 

en función de los ana/itos y las características de la matriz. 

Las condicionesínici.ales de extracción propuestas se en listan en la tabla 6, se 

seleccionaron aquellas que proporcion¡¡¡n buenos resultados para la extraccíón de HAP's en 

matrices de características similares (Martinez E., .et al, 2004). 

Tabla 6. Condicionesinlciales propuestas para la extracción con líquidos presurizados de 
HAP's en muestras de pescado, . 

• 'l8l1ffi!Ti . . . • . 
Celda 34mL 

Presión 1500 psi 
Temperatura 10Qa C 

Tiempo 10mil1 
Purga 90 s 

1 Vol. vaciado. 80% 

I Ciclos I 2 

Se utHizó un equipo ASE 100 (Accelerated solvent extractor), Dionex Corporation 

Callfornía, EUA.Extractor con una celda de acero inoxidable, adaptable a 34 y 100 mL, 

controladores de preslón 1500 psi (constante) y temperatura variable. 

4.2.1. Condiciones crom~tográficas 

. Se utilizó. un cromatógrafo TRACE. GC 2000. SERIES, con inyector spllt/splitfess, 

detector de ionización de flama e illyector automático AS 2000 de ThermoQuest. Se empleo 

una columna capilar DB-5MS JW Sch~ntific con 5% feníl 95% metilpolisUoxanocomo fase 

estacionaria; 3Qm longitud, 0.25 mm de diámetro interno y 0,25 ¡lm de espesor d~ la fase 

estacionaria. 

Después de varias pruebas se obtuvo la mejor separación de los 16 compuestos, La 

figura 8 muestra un cromatogtamaobtenido utilizando los parámetros cromatográficos 

enlistados en la Tabla 7, y se puede observar que la separación cromatográficade los 

compuestos es adecuada y el tiempo de análisis es menor a 20 mino La tabla 8 recoge los 

tiempos de retención (tr} de los HAP's identificados en la figura 8 .. 

14 



Tabla 7. Parámetros cJomatográficos y programa de temperatura. 

. . • . t:I-l 

Modo de Inyección Sllllúess 
Tiempo ~lttess 60.s~ 

Volumen de inyección 1!lL 
T emperátura de Iffi'ector 270~C 

Flujo t.5mUmln 
Terl!peratura detector 300·C 

, Gas portador Helio 
Gas auxiliar Nit~eno . . . . . . . . 

Temperatura 1 90'C/1min J 
Inéremento de tel"l'l:[eratura 20'C/min 

Temperatura 2 2S0'C/0 mln 
Incremento de lelTlperatura S'C/mín 

TeITIperatura 3 300°Q[2omin 

o 1a::coo ¡¡: 
('; 

.:!: 
'te 
S 1CllJX1 1 

PI 

('; 

l1i 
2

3 
4 S 6 iS s: ,.., 

sr a::coo 9 10 
<1> o:: 

O 
4 9 14 

nell~)O (min) 

Figura ~. Cromatograma de una dlsolucl.ón patrón de los 16 HAP'sestudiados: (1)Naftaleno, (2) Acenaftílero, (3) 
Acenafteno, (4) Fluoreno. (5) Fenantreno, (6) Antraceno, (7) Fluoranleno, (8) Pireno, (PI) p·Terfenil, (9) 
Benzo{a)antraceno. (10). Criseno.(11) Benzo{b)fluoranteno; (12) Benzo(k)flu¡;¡rantenp. (13) Benzo(a)píreno, (14) 
Indeno(1,2,3·cd)píreno, (15)Dibenzo(ah)antraceno, (16)Benzo(ghi)periJeno. 

Tabla 8. Tiempos de. retención de 105'16 HAP's analizados en las condiciones óptimas de 
sepé3.ración. 

Naftaleno 4.323 
Acenaftíleno 6.142 
Acenafteno 6.35 
Fluoreno 6A!17 

Fenantreno 8.128 
8.192 
9.623 
.9.952 
10 .. 263 
12.215 
12.297 
14.96 
15.037 
15.845 
19.0$ 

19·155 
19.785 
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4.2.2. Elección del disolvente 

Se determinó la capacidad de dos mezclas de disolventes para extraer selectivamente 

los 16 HAP's 

• He.l(ano/Dícrorometano (1:1), Diclorometano 99.8 % pureza (Sigma Aldrich. MiS50uri, 

EUA) 

• Hexano/Acetona (1 ;1), Hexano > 95% pureza (Sigma Aldrich. Missouri, EUA) y 
Acetona grado H PLC· (M ERCK. Gernsheim, Alemania} 

La celda de extracción de 34 ml, se llenó con tierra de diatomeas (Varian. California, 

EUA),el adsorbente seadícionó con una dísoluciónestándar de la mezCla de 16 HAP's. La 

celda cerrada herméticamente, se colocó en el aparato ASE 100. La extracción se realizó con 

las dos mezclas de. dIsolvente, en las condiciones indicadas en la tabla 6. 

El extracto obtenido (130 ml) se redujo con el equipo Turbo Vap 11, Concentratíon 

Workstation (Caliper Lite Sclence. Cantornia, EUA) a aproximadamente 1 ml, se transfirió a un 

vial previamente pesado y se evaporó hasta 150 ¡.l.L con una corriente de Nz, se adiciono al 

extracto p-Terfeni1 como estándar interno y se inyecto en las condiciones indicadas en la tabla 

7. 

Como se puede observar en la figura 9, solo hay pequeñas diferencias al extraer una 

disolución estándar con hexano/diclorometano o con hexano/acetona sin embargo, se decidió 

realizar las pruebas de limpieza utilizando como disolvente hexanoldíclorometano, que 

consideramos extrae menos impurezas, sin desc.artar que en lo subsiguiente pudiera ser de 

utilidad la mezclahexano/acetona. 

H exano!Oiclorometano H exano/Acetona 
~ooooo lOOOOO 

~ 

i 150000 
lo 

PI 
!': 
\'i DOOOO ! 

PI 

Q. 
r¡¡ 

~1_ 13 141516 
.1r.:L~ .. 21.1 

~ ;OQOO 

o 
J 8 13 

Tiempp (min) 

Figura 9. Cromatógramas de la EL.P de una dísoluciónpatrón de los 16 HAP's, patrón interno (p-Terlenil). Empleando 
como dIsolvente hexano/diclorometano y hexanó/acetona 
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4.2.3. Muestra libre de HAP' s 

Se compraron 8 ejemplares de trucha en un supermercado local, se pesaron, midieron 

y limpiaron. El músculo sin piel y sin vísceras se homogeneízo en un procesador de alimentos, 

la pasta resultante se congeló y liofilizó durante 24 horas, por diferencia de peso de la pasta 

homogeneizada, antes y después de liofilizar, se determinó que la muestra tenía un 76 % de 

humedad. 

El material liofilizado se molió hasta obtener un polvo fino que se guardo hasta su 

. análisis en viales de vidrio previamente etiquetados. Esta muestra se utilizó para realizar las 

pruebas de limpieza. 

4.2.4. Limpieza de extr~cto de pescado en línea conFlorisil 

Se intento realizar la extracción de los HAP's y la limpieza de los extractos de pescado 

enlfnea, para ello se hicieron pruebas utilizando Florisil . 

. 0.5. 9 de liofilizado de trucha,· se adicionaron con una disolución estándar de la mezcla 

de 16 HAP's, la muestra adicionada se molió con 1.5 9 de Na2SO.4 anhidro (MERCK 

Gernsheim, Alemania). 

En una celda de extracción de 34 mL, se pusieron en capas consecutivas tierra de 

diatomeas, 10 g de Florisil (MERCK. Gernsheim, Alemania) tamaño de partícula 0.15-0.25 mm 

previamente activados .a 400°C y sobre el Florisil se depositó la muestra previamente 

adicionada y molida. La celda se cerró herméticamente y se realizó la extracción utilizando 

h.exano/dicloromsntano como disolvente y siguiendo las condiciones indicadas en la tabla 6 . 

. El extracto resuliante, aproximadamente 130 mL al igual que para la sección 4.2.2., se 

redujo a aproximadamente 1 mL. Se transfirió a un vial previamente pesado y se evaporó hasta 

aproximadamente 150¡!L con una corriente de N2. Por último se adicionó el estándar interno y 

se inyecto en las condiciones indicadas en la tabla 7 .. 

La figura 10 muestra como el Florisil no fue capaz de retener las impurezas que eluyen 

junto con los compuestos de interés, bajo las condiciones de extracción con líquidos 

presurizados. 
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FlgU(8 10 • . Cromatogramade la limpieza en linea con Florisil, de 0.5 gde liofilizado. adicionado con una disolución de 
la mezcla .estándar de 16 HAP' s 

4.2.5. Limpieza fuera de línea con Florisil y sillca, 

Se probaron .silica y Florisil como adsorbantes para empacar columnas y limpiar los 

extractos de pescado .. 

El procedimiento utlllzado, consistió en moler 0.5 9 de liofilizado de trucha con 1.5 9 de 

Na2S04. Esta mezcla se introdujo en la parte superior de una celda de. extracción de 34 ml 

Ilená.con tierra de diatomeas. Se cerró herméticamente y se realizó la extracción utilizando 

hexano/dicloromentano como disolvente y siguiendo las condiciones indicadas en la tabla 6. 

El extracto resultante (130 ml), se redujo a 5 ml y se adicionó con una disolución 

estándar de la mezcla de 16 HAP's. 

Una Columnade vidrio de 50 cm de largo con llave de tafl6n se empaoó con Na2S04 en 

los extremos y con 20 9 de sUica (MERCK. Gernsheim, Alemania) oFlorisiJ, según el caso. La 

colUmna se pre-eluyó con 70 mL hexano/diclorometano (9:1). Antes de que quedara expuesto 

el Na2S04. se· transfirió el extracto de pescado adicionado. La elución de los compuestos se 

realizó con 100 ml hexano/díclorometano 9: 1 seguidos de 100 ml hexano/diclorometano 1 :1. 

El eluato de hexano/diclorometano 1:1 obtenido a partir de la limpieza fuera de línea 

con sUica, se colecto en fracciones de aproximadamente 20ml, cada fracción se redujo a 1 

mL. Se transffrió a un vial previamente pesado, se evaporó hasta aproximadamente 150 IlL con 

una corriente de N2, y se inyectó en las condiciones indicadas en la tabla 7. 

18 



La mayoría de los HAP's se eluyen con hexano/diclorometano 1:1 como se puede ver 

en el perfil de eluclón (figura 11). El naftaleno es el único que eluye con hexano IdicJorometano 

9:1. 

Silica 
600000 

<r¡ .l. > 600000 -F6 ; 
~ 
"ii -F5 ¡,. 

~ 4DOOOn 1ií -F4 
41) 

::::1 -F3 a. 
In 200000 -F2 41) 

O::: 
-F1 

O 
3 a lS 18 

TIempo (min) 

Figura 11. Cromatograma del pelfil de eluclón de HAP's, obtenido después de limpiar con silica un extracto de 
pescado, adicionado con. una disolución patrón de los 16 HAP's. La F1 corresponde a la eluclón con 
hexano/diclorometano 9:1. Las F2·6 corresponden a la eluci6n con hexano/diclorornetano 1:1. 

Como resultado de la limpieza fuera de línea con Florisll se encontró que, el adsorbente 

fue capaz de eliminar las impurezas que co-eluyen con los HAP's. Sin embargo, solo fue 

posible eluir a 15 de los HAP's (figura 12), el benzo(a)pireno permanecía retenido en el 

adSorbente. 

Se probó eluir con un mayor volumen de disolvente, sin éxito. Se intentó aumentar la 

proporción del diclorometano en la mezcla hexano/diclorometano y tampoco se logró una 

mejoría significativa. 

Finalmente se probó adicionar agua al adsorbente para disminuirla fuerza con la que 

seadsorben los compuestos y fue así como se logró eluir los 16 HAP's. Se hicieron pruebas 

adicionando volúmenes de agua entre O y 5% (figura 12). Se determinó que 5% de agua era el 

porcentaje óptimo para eluir los compuestos, porque solo así fue posible eluir al benzo(a)pireno 

que¡ de otra forma quedaba retenido en el adsorbente. 
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Sin embargo, se puede observar en la figura 12 que al adicIonar un volumen mayor de 

agua al Florisil, también co-eluyen una mayor cantidad de impurezas. 

Limpieza con Florisil 0-5°/<Agua 

ijOOOOO 

('I! 500000 U 
141516 :;. 

i 11 U 

q,I 
400000 -5'li .. 

(!; 

t; 3DODOO 
4) -Z.5'li 
s.lOOOOO 
f/¡ 

~ 100000 

_J.JtJ.J,l J. I -O". 
o - __ M 

3 8 13 18 

Tíeml)O (min) 

Fig!lra 12. Limpieza de extractos de. pescado, adicionados con una disolución estándar de los 16 HAP's, con Florisil a 
diferentes % agua. 

Se compararon los resultados obtenidos a partir de las limpiezas fuera de línea, hechas 

con Florisil y silica. En la figura 13 se puede observar que la señal de los HAP's, principalmente 

los cuatro. últimos, utilizando Florisil es visiblemente menor respecto a la que se obtiene al 

realizar la limpieza con sílica. 

FLORISIL vs SILICA 
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41 -~. 400000 .flIoI..A.J.,..I.JI!L.LII..J/A ........ I.IUo. ......... IL.... __ ............. -.....:.:d.:..u.. 
41 
::l 
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&: 
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Figura 13. Cromatogramas de la limpieza de extractos de pescado. adicionados con una disolución patrón de los 16 
HAP·s. empleando silica y Fforisil. 
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Esto se confirmó al calcular el recobro de los últimos cuatro compuestos: 

• . . ' ... .. . .. " .. ... • 
. Benzo(a)pireno 68 27 

Indeno(1,2,3-ccl)antraceno 64 50 

. Dibenzoiah)antradeno 63 49 

Benzo(ghiíperileno 40 30 

Hago énfasis en estos cuatro HAP's, porque a pesar de mantener el adsorbente en la 

estuta o en un desecador. La capacidad del Florisil, para retener estos últimos cuatro 

compuestos variaba constantemente. De ahí que el inconveniente mas importante que 

presentó la limpieza con Florisil fue la dificultad para repetir los resultados. 

Con base en todo lo anterior. Se selecciono la silica como el adsorbente más adecuado 

para la limpieza de los extractos de pescado. 
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5 OBSERVAClONES 

La DMFS presenta varias ventajas, se requiere de una peqúeña cantidad de muestra 

. aproximadamente 125 mg de tejido fresco, se emplean cantidaqes mínimas deadsorbente 0.5 

9 de C18 para la dispersión y 0.75g de Florisil para la limpieza. Además se utiliza muy poco 

disolvente (4 mL) y por lo consiguiente se generan menos residuos en comparación con la 

ELP (200 mL). 

Las pruebas de extracción por DMFS se realizaron con muestras adicionadas. La 

concentración más baja analizada por cromatografía de gases fue de 100 ng/mL .que es una 

concentración alta, si tenemos en cuenta que los HAP'ssuelen encontrarse en muestras 

contaminantes en concentraciones del orden de 0.5-10 ng/mL(EPIC 2004). 

El intervalo lineal obtenido (0.1-1 ¡.¡.g/mL) para el método propuesto por. DMFS-CGC se 

utilizó para analizar una muestra contaminada de Mojarra Ca1?tarrica (capturada en septiembre 

de 2004, en la laguna El Yucateco, Veracruz) proporcionada por el Laboratorio de 

Contaminación Marina del Instituto de Ciencias del. Mar y Limnología, UNAM. Sin embargo, 

con este intervalo de concentraciones no fue posible identificar con certeza ninguno de los 

HAP's. 

La ELP permite manejar mayores cantidades de muestra (0,5 9 liofilizado) con respecto 

ala DMFS de pescado (0.125 mg tejido), lo que es importante cuando se analizan compuestos 

aniveles traza, como es el caso de los HAp's. Sin embargo; debido a que las condiciones de la 

técnica de extracción son más drásticas: presión 1500 psi y temperatura 100 oC, 10$ extractos 

obtenidos requieren de un· proceso de limpieza más efectivo que involucra grandes cantidades 

tanto de adsorbente (20 9 de sílica) como de disolventes (200 mL) lo que representa una 

desventaja con respecto a laDMFS que utiliza pequeñas cantidades (4 mL). 

Las. pruebas preliminares de extracción por ELP se realizaron con estándares y en 

algunos casos con muestras adicionadas. Las concentraciones analizadas por cromatografía 
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de gases fueron del orden de 1 O ~g/rnL. muy por encima de la concentración a la que se 

pueden encontrarlos HAP's en muestras contaminadas (EPIC 2004). 
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