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EXTRACCION DE HIDROCARBUROS Y COMPUESTOS DERIVADOS DEL
PETROLEO EN SUELOS AGRICOLAS DE LA CUENCA BAJA DEL RiO TONALA
Mirna Pons Jiménez, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2010

El andlisis de hidrocarburos en muestras de suelos, es una de las determinaciones
mas frecuentes en los estudios ambientales, de las zonas productoras de petréleo
crudo. Una de las técnicas mas utilizadas en el andlisis de hidrocarburos de la
fraccion pesada del petroleo en suelos, es el método establecido en la Norma Oficial
Mexicana NMX-AA-134-scfi-2006. Sin embargo, en el método se indica un mismo
tiempo de extraccion sin considerar las diferencias en las propiedades fisicas y
guimicas del suelo. Por lo anterior, en este trabajo, se plante6 optimizar el tiempo de
extraccion de compuestos derivados del petr6leo mediante un sistema Soxhlet, en
tres suelos con diferentes caracteristicas fisicas y quimicas, empleando tres
disolventes de polaridad diferente. Para efecto de las extracciones se establecieron
cuatro tiempos, y se utilizé un disefio factorial 3x4x3. Se identifico el efecto de los
disolventes, asi como de los niveles de tiempo propuestos, en cada uno de los
suelos. Se concluye que el tiempo de extraccion de hidrocarburos y compuestos que
derivan del petréleo en un sistema Soxhlet es funcién directa del tipo de suelo y del
disolvente. En virtud de que no se cuenta con una muestra de referencia certificada,
se procedi6é a evaluar la calidad de los resultados mediante la cuantificacion de la
reproducibilidad de los datos obtenidos y una prueba de homogeneidad de los suelos
utilizados en la experimentacion. La estrategia es aplicable en las investigaciones
qgue tienen por objetivo establecer nuevas metodologias analiticas para cuantificar

fracciones o contenidos totales de un analito determinado.

Palabras clave: andlisis quimico, suelo, contaminacion, petroleo crudo.



EXTRACTION OF HYDROCARBONS AND PETROLEUM COMPOUNDS IN
AGRICULTURAL SOILS OF LOW RIVER BASIN TONALA
Mirna Pons Jiménez, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2010

The analysis of hydrocarbons in samples of soils, it is one of the most frequent
determinations in the environmental studies, of the producing zones of crude oil. One
of the techniques more used in the analysis of hydrocarbons of the heavy fraction of
the petroleum in soils, is the method established in the Official Mexican Norm NMX-
AA-134-scfi-2006. However, in the method it is indicated oneself time of extraction
without considering the differences in the physical and chemical properties of the soil.
For the previous thing, in this work, it considered to optimize the time of extraction of
compounds derived from the oil by means of a system Soxhlet, in three soils with
different physical and chemical characteristics, using three solvents of different
polarity. For effect of the extractions they were established four times, and a design
was in use factorial 3x4x3. Identified the effect of the solvents, as well as of the levels
of time proposed, in each of the soils. One concludes that the time of extraction of
hydrocarbons and compounds that derive from the oil in a system Soxhlet is a direct
function of the type of soil and of the solvent. By virtue of that is not counted with a
sample of certified reference, you proceeded to evaluate the quality of the results by
means of the quantification of the reproducibilidad of the obtained information and a
test of homogeneity of the soils used in the experimentation. The strategy is
applicable in the investigations that have for objective to establish new analytical

methodologies to quantify fractions or total contents of a certain analito.

Key words: chemical analysis, soil, contamination, crude oil.
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1. INTRODUCCION

La produccion anual de petroleo en el mundo, asciende a mas de dos mil
millones de toneladas métricas; un 10 % de los productos finales, derivados del
petréleo, contaminan ambientes marinos y terrestres (Fernandez et al., 2006b). Los
suelos contaminados por derrames de petrdleo crudo, son uno de los problemas
ambientales de mayor preocupacion en el mundo, debido a que los suelos agricolas
presenta alteraciones en sus propiedades fisicas y quimicas, causadas por este tipo
de contaminacion (Martinez y Lépez, 2001; Corona e Iturbe, 2005; Zavala-Cruz et al.,
2005).

Para los propositos de diagnésticos medioambientales, la determinacién de
hidrocarburos totales de petréleo (HTP) en suelos, resulta ser uno de los indicadores
de mayor riesgo (Villalobos et al., 2008). Al respecto, Weisman (1998), Donna et al.
(1999), Lynn et al. (2002) y Sadler y Connell (2003) mencionaron que la definicion
de hidrocarburos totales del petréleo (HTP), depende del método analitico usado
para su determinaciéon, ya que la medida de HTP, es la concentracion total de los
hidrocarburos extraidos y medidos por un método especifico, mismos que pueden
corresponder a las fracciones del petréleo: ligera, media y pesada. Para el andlisis de
componentes no volatiles o semi-volétiles, es necesario que los hidrocarburos se
encuentren en disolucion, y muchos procedimientos EPA, se refieren a este efecto de
disolucidn; estos incluyen la extraccién Soxhlet en el método EPA 3540C (1996a), la
extraccion por ultrasonido en el método EPA 3550C (2007) y la extraccién térmica
con el método EPA 8275A (1996b). Aplicado al anadlisis de HAP (hidrocarburos
aromaticos policiclicos), es la extraccién con fluidos supercriticos en el método 3560;
para la recuperacion de hidrocarburos totales (EPA, 1996c¢), el método 3561; para la
recuperacion de hidrocarburos aromaticos polinucleares (EPA, 1996d), el método
modificado de extraccion por agitacion mecanica y determinacion gravimeétrica (EPA,
1994) y, el método estandar para la determinacién de combustibles en suelos D-5831

(ASTM, 1995). Estos métodos constan habitualmente de cuatro etapas:



pretratamiento, extraccion, preconcentracion y medida (EPA 1996e y NEPC, 1999).
Los extractantes mas usados para la separacién de los hidrocarburos son: hexano,
metanol, éter etilico, diclorometano, butanol, acetato de etilo, acetona, ciclohexano, o
la combinacién entre ellos (USEPA, 1996 y Szolar et al., 2002), sin embargo, estos
métodos, hacen referencia a un suelo en general, y no consideran las caracteristicas
fisicas y quimicas de los suelos de las regiones productoras de petrdleo en el mundo
sugiriendo tiempos y solventes de extraccion de HTP, que en algunos casos, no
resultan ser suficientes para la extraccion de este analito de los suelos en las
regiones tropicales. Por esta razén, los tiempos empleados por las técnicas de
extraccion (propuestos en estas metodologias EPA), deberian ser optimizados en

funcién de las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo que se estudie.

Considerando los aspectos sefialados anteriormente, en la presente
investigacion se plantearon los siguientes objetivos e hipotesis:



1.1. Objetivos

- Optimizar un método para la extraccion de hidrocarburos y compuestos
derivados del petroleo, en suelos con diferentes caracteristicas fisicas y quimicas,

utilizando como disolventes de extraccidén: hexano, metanol y diclorometano.

- Evaluar la homogeneidad en cada uno de los suelos y analito de interés.

1.2. Hipotesis

- El tiempo de extraccién de hidrocarburos y compuestos derivados del

petréleo, depende de las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo.

- La homogeneidad en un suelo, es definida mediante la precision alcanzada

en los diferentes analisis efectuados.



2.1.

El estado de Tabasco aporta diariamente el 16 % del petréleo crudo extraido a
nivel nacional, con 539 100 barriles diarios (INEGI, 2004). Debido a los derrames
ocurridos durante la produccién de hidrocarburos, los estados de Veracruz, Tabasco,
Campeche, sur de Tamaulipas y norte de Chiapas, son susceptibles al deterioro
ambiental. En México, el alto consumo de petréleo hace que, paralelamente a la
creacion de centros de explotacion o de refinerias, se generen asentamientos
humanos con su correspondiente demanda de servicios, generacion de aguas

residuales y basura (Jiménez, 2002). La producciéon por municipio en el estado de

2. REVISION DE LITERATURA

Tabasco se puede observar en la Figura 1.
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Figura 1. Volumen de la produccion anual de petréleo crudo y gas natural por los

principales municipios en 2005 (PEMEX, 2005).

Gran cantidad de productos del petréleo, contaminan ambientes marinos y

terrestres. Los grandes accidentes que se presentan en la industria del petrdleo,




como derrame de tanques, rupturas de tuberias y extraccion de pozos, representan
10 % de estas descargas, las cuales son mas evidentes por la gran cantidad de
hidrocarburos liberados en un sitio y tiempo determinado. Sin embargo, el restante
90 % es debido a descargas menores de las actividades industriales, que
contaminan el suelo y son arrastradas por las aguas continentales (Fernandez et al.,
2006b).

Las estadisticas mundiales durante el periodo 1978-1997, indican que suceden
289 derrames por afio (Guerrero, 2006). Tan sélo en el estado de Tabasco, durante
el ailo 2005 (PROFEPA, 2009) se reportaron 27 emergencias ambientales asociadas

a fugas, derrames y explosiones.

En el municipio de Cardenas se localiza el activo Cinco Presidentes, el cual
presenta una produccion diaria de 3290 barriles (PEMEX, 2005). La Cuenca Baja del
Rio Tonala (la cual coincide con la zona de produccion de hidrocarburos Activo Cinco
Presidentes) presenta un desarrollo agropecuario marginal y es la segunda por la
extension de sus humedales (Zavala et al., 1997, Zavala et al., 1998; Palma-Lopez et
al., 1999; Palma-Lopez y Cisneros, 2000; Garcia-Lopez et al., 2006; Marin, 2006).

El activo Cinco Presidentes consta de 10 campos petroleros, una unidad
petroquimica (La Venta), 28 instalaciones de almacenamiento y bombeo, y mas de
mil pozos petroleros (Zavala et al., 1996), los suelos son inundables y han estado

sujetos a derrames frecuentes de petréleo (Palma-Lépez et al., 1999).

En la Figura 2 se presenta informacion sobre las reservas totales de petréleo
por activo, y se observa, que el activo Cinco Presidentes cuenta con una reserva

aproximadamente 330 millones de barriles de petréleo.
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Figura 2. Composicion de las reservas totales por activo al primero de enero de 2007
(millones de barriles) (PEMEX, 2007).

Al coincidir la cuenca baja del Rio Tonala, con la zona de produccién de
hidrocarburos “Activo Cinco Presidentes”, se originan frecuentes derrames de
petréleo debido a la rotura de oleoductos, afectando el suelo, agua y vegetacion. Al
respecto, Ponce-Vélez y Botello (2005), mencionan que en los margenes de las
petroquimicas “La Venta” y “Cinco Presidentes” se reportan concentraciones altas de
hidrocarburos, llegando hasta mas de 1800 mg kg™, lo cual es una consecuencia
directa de las actividades petroleras que se realizan en la zona desde hace varias

décadas.

En el Cuadro 1 se muestran estudios de contaminacion realizados en sitios del
Activo Cinco Presidentes. La concentracion de hidrocarburos totales vario entre 571
y 19,953 mg kg*; en los sitios con derrames los cultivos habian desaparecido. En los



suelos Vertisol, Gleysol e Histosol, los contenidos de hidrocarburos totales fueron
elevados debido a la dispersion a través de las corrientes de agua en épocas de
lluvias, y a la adsorcion del contaminante en los materiales arcillosos y organicos
(Zavala et al., 2000).

Cuadro 1. Hidrocarburos totales en suelos con derrames de petréleo en el activo
Cinco Presidentes, Tabasco (Zavala et al., 2000).

Unidad de Localizacion Hidrocarburos totales (mg kg™)
suelo NDP ODP SMP T
Arenosol 150 m al sur de Bateria 5, 8,570 11,338 0.0 0.0
campo Sanchez
Magallanes
Luvisol Pozo Magallanes 615 19,953 11,686 0.0 0.0
Vertisol Noroeste de Bateria 7, 14,151 9,009 7,997 7,956
campo Tucan
Gleysol Este de Bateria, la Venta 4,777 571 0.0 3,390
Norte
Histosol =~ 100 metros al Este del pozo 7,782 8,679 11,376 8,515
Blasillo 89

NDP=Nucleo del derrame de petréleo; ODP=Crilla del derrame de petréleo; SMP= suelo con manchas
aisladas de petréleo, T=Testigo.

Los niveles de contaminacién, presentados en el Cuadro 1 varian en funcién del
tipo suelo y el tiempo de exposicion en el ambiente. Se observa, que las mayores
concentraciones de hidrocarburos totales fueron encontradas en el ndcleo del
derrame para los suelos Luvisol, Vertisol y Gleysol, mientras que para el suelo
Arenosol e Histosol, las mayores concentraciones se encontraron en puntos distintos
al nucleo del derrame. El Cuadro 1 indica, que la dispersién de los hidrocarburos en
las unidades de suelo, depende de las propiedades fisicas y quimicas del suelo, y del

posible efecto de las corrientes de agua.



2.2.  Composicion del petréleo crudo

Los hidrocarburos son los constituyentes mas importantes del petréleo y estan
formados principalmente por carbono e hidrégeno; se dividen en varias familias
quimicas segun su estructura (Wauquier, 2004) (Figura 3). Los hidrocarburos
alifdticos son compuestos de cadenas abiertas. Son saturados si la molécula posee
un enlace (alcanos) entre los atomos de carbono, e insaturados si tiene cuando
menos un doble (alquenos) o triple (alquinos) enlace. Los hidrocarburos alifaticos
saturados son quimicamente mas estables que los insaturados (Freedman, 1989 y
Chang, 1999). En los hidrocarburos aliciclicos, algunos o todos sus &atomos de
carbono estan arreglados en una estructura de anillos, y pueden ser saturados e
insaturados (Freedman, 1989 y Botello, 2005).

j Compuestos
PETROLEO Polares
]
Hidrocarburos (C e H)
Saturados | Aromaticos
J | | Antracenoy
Alcanos Mono ciclicos fenantreno

!
Cadena | | || AR 'é O e
lineal | racr:ﬁi?i?:r;?ja ™ O

Pireno y
Naftaleno benzoapireno

- —— Cicloalcanos — N/ |

D ol

Benzopireno

Figura 3. Componentes del petréleo crudo (Wade, 1993; Botello, 2005; Melo y
Cuamatzi, 2007).



Los hidrocarburos aromaticos estan presentes en una gran proporciéon en los
crudos de petréleo y su base elemental es el anillo bencénico (Wauquier, 2004).
Villalobos et al. (2008), consideré a los hidrocarburos como compuestos no polares 6

medianamente polares del petrdleo crudo.

Ademas de los hidrocarburos, en el petréleo existen moléculas que contienen
atomos diferentes al carbono y al hidrogeno. Entre ellas, se distinguen los
compuestos organicos con hetero-atomos y los érgano-metélicos (Wade, 1993;
Botello, 2005; Melo y Cuamatzi, 2007). Los atomos de oxigeno, nitrégeno, azufre y
metales como (vanadio y niquel) hacen que estas moléculas sean consideradas los

constituyentes polares del petroleo (Figura 4).

PETROLEO
I

Compuestos Polares

Azufre > U
Asfaltenos
i - | |
Nitrégeno > O rT,‘ / \
H N

Porfirinas >
Oxigeno > m
Metales
F’es?dos Vanadio (V)

Miguel {Ni)

Figura 4. Componentes polares del petroleo crudo (Botello, 2005).



El azufre es el heteroAtomo mas abundante en los petrdleos crudos, con una
concentracion, que varia desde 0.1 a mas de 8 % en peso (Cuadro 2); este contenido
esta relacionado con la densidad del crudo, y por lo tanto con su calidad (ligero o
pesado) (Wauquier, 2004).

Cuadro 2. Caracteristicas de las fracciones 250 °C para distintos crudos (Wauquier,
2004 y Centeno et al., 2004).

Crudo Origen /iscosidad  Asfaltenos 0] N S Ni \%
(mm?/s) @%p) (%p) (%p) (%p) ("ppm) ("'ppm)

Batiraman Turquia 1.180 22.1 0.53 0.49 7.04 99 153
Boscan Venezuela 595 141  0.79 0.74 5.46 125 1.2
Lacq superior Francia 81.1 13.2 057 0.42 4.94 19 29
Chauvin Source Canada 28 6.0 0.48 0.66 2.80 35 67
Bellshill Lake Canada 7.9 22 034 <0.3 1.97 11 18
Esmeralda Congo 113 1.7 1.10 0.65 0.57 64 9
Anguila Gabdn 14.1 1.2 0.92 0.26 0.82 115 14
Duri Sumatra 51 0.7 0.65 0.47 <0.1 39 15
Permatang Sumatra 10.2 01 051 0.26 <0.1 15 0.6
Edjeleh Argelia 5.3 01 0.73 0.34 <0.1 1.5 2.3
Hassi Messaoud  Argelia 2.32 01 193 0.38 <0.1 <0.2 <0.2
Maya México ns 11 034 0.36 3.51 53 252

il

To5p= por ciento en peso 'ppm= partes por milldn ns= no se menciona en la referencia.

Botello (2005) mencion6 que el petrdleo contiene también una fraccidon
significativa (0-20 %) de materiales de alto peso molecular (1000 a 10000 g/mol)
(Cuadro 2), constituido por moléculas mixtas de hidrocarburos con algunos
compuestos polares, de estructura muy compleja, que puede estar formada por 10 6
20 anillos de benceno y cadenas laterales de hidrocarburos alifaticos. Al respecto,
Centeno et al. (2004) al precipitar asfaltenos del petréleo crudo Maya, con n-heptano
en un sistema a presion, encontraron un porcentaje en peso de aproximadamente
82.41, 7.78, 1.73, 8.32 para los atomos de carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre,
respectivamente. Fernandez et al. (2006), al hacer un estudio de biodegradabilidad
de las fracciones de resinas y asfaltenos en un suelo impactado, mencionaron, que la

solucion que resulta de la precipitacion de los asfaltenos, constituyen los maltenos
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(resinas, saturados y aromaticos), los cuales pueden separarse mediante una
cromatografia liquida de adsorcion en columna sobre gel de silice, a fin de obtener
las fracciones de resinas de hidrocarburos presentes en los crudos. Wauquier (2004)
menciono que las resinas tienen caracter fuertemente aromatico y contienen hetero-
atomos (N, O, Sy a veces Ni y V) con masa molecular entre 500 y 1000. Borges y
Acevedo (2007) hicieron la caracterizacion de distintas fracciones de un crudo
extrapesado, y mencionaron que de acuerdo con la informacion espectroscopica y
estructural, la fraccion acida del crudo soluble en heptano (asfaltenos), esta
constituida por compuestos alifaticos de peso molecular bajo; con aspecto fisico
resinoso y asfaltenos con grupos carbonilicos; de aspecto sélido negruzco.

En los productos de procesos de conversion del petroleo, se encuentran
diolefinas, hidrocarburos acetilénicos que no estan presentes en los crudos del
petréleo, o si lo estan es s6lo como trazas, en lo particular se menciona el butadieno

1,3y el isopreno (Wauquier, 2004):

CH, 0CHOCH O CH, CH, 0 C(CH,)JCHOCH,

La composicion aproximada de los crudos, en funcién de los elementos que
pueden estar presentes, se muestran en el Cuadro 3. El elemento con mayor
presencia es el carbono y el hidrégeno, principales constituyentes de los

hidrocarburos.

Cuadro 3. Composicion de los crudos (Puig y Corominas 1990; Lluch, 2008)

Elemento en el Crudo % peso
Carbono 84-87
Hidrégeno 11-14
Azufre 0-5

Nitrogeno 0-0.2
Vanadio Trazas
Plomo Trazas
Arsénico Trazas
Niquel Trazas
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2.3. Hidrocarburos del petrdleo: caracteristicas e interés medioambiental

Desde el punto de vista quimico, los hidrocarburos que componen el petréleo
crudo, se pueden agrupar en las siguientes series de hidrocarburos: parafinas,
isoparafinas, cicloparafinas o nafténicos, aromaticos, naftalenos o asfaltenos
(Gooding, 2009). Algunos de los principales hidrocarburos, se enlistan en el Cuadro
4,

Los hidrocarburos de petréleo también, se pueden clasificar en fracciones con
base en lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SS-
2003:

- Hidrocarburos de fraccién ligera. Son una mezcla de hidrocarburos cuyas
moléculas contienen cadenas lineales entre cinco y diez atomos de carbono
(C5 a ClO)-

- Hidrocarburos de fraccion media. Son una mezcla de hidrocarburos cuyas
moléculas contienen cadenas lineales entre diez y veintiocho atomos de

carbono (Cyp a Cis).

- Los hidrocarburos de fraccion pesada son una mezcla de hidrocarburos cuyo

peso molecular es mayor a Cjg.

Al respecto, Weisman (1998), Donna et al. (1999), Lynn et al. (2002) y Sadler
y Connell (2003) mencionaron que la definicion de HTP (hidrocarburos totales del
petrdleo), depende del método analitico usado para su determinacion, ya que la
medida de HTP, es la concentracién total de los hidrocarburos extraidos y medidos
por un método especifico, mismos que pueden corresponder a las fracciones ligera,
media y pesada, del petrdleo. Los HTP, han sido objeto de estudio en varios trabajos
de biodegradacion o recuperacion de suelos (Stephens et al., 1999; Harris et al.,
2002; Sanchez et al., 2004; Rivera-Cruz et al., 2005; Vallejo et al., 2005; Lu et al.,
2009).
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Cuadro 4. Principales hidrocarburos agrupados de acuerdo con la serie (Botello,

2005; Gooding, 2009).

Serie Hidrocarburo Formula
Parafinas (alcanos) Metano CH,
Etano CHsCHs
Propano CH3CH,CH3
n-Butano CH3(CH,).CH3
- n-Pentano CH3(CH,)3CH3
—%—]C— n-Hexano CH5(CH,),CH3
n-Heptano CH3(CH,)sCH;5
n-Octano CH3(CH,)6CH3
n.Nonano CH3(CH,),CHj5
n-Decano CH3(CH,)sCH3
Cicloparafinas (Nafténicos) Metilciclopentano CeH1
, Ci[2 A Ciclopropano CsHs
CH;—CH, Ciclohexano CsHiz
Isoparafinas Isopentano (CH3),CHCH,CH3
Lo Isobutano (CH3),CHCH3
B t T Isohexano (CH3)2CH(CH2),CHj
Aromaticos (1 anillo de benceno) "Benceno CeHs
Tolueno CeHsCH;
H i H "Etilbenceno CeHsCH,CHs
TO-Xileno O-(CH3)2CeHa
H H "m-Xileno m-(CHs),CeHa
; Tp-Xileno P-(CH3)2CeHa
Estireno Ce¢HsCH-CH,
(2 anillos de benceno) Bifenilo CsHs-CgHs
Naftaleno CioHs
(3 anillos de benceno) Antraceno CisH1o
Fenantreno CisHio
(4 anillos de benceno) Pireno CieH1o
(5 anillos de benceno) Benzo-pireno CooH12

T- Perteneciente a la familia de los BTEX (Benceno, Tolueno Etilbenceno y Xilenos)

Kerr et al. (2001) realizaron la identificacion de compuestos en un

aceite

crudo, y mencionaron que los hidrocarburos aromaticos, encontrados con mayor
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frecuencia son: el naftaleno, el criseno, fenantreno, el benzo(a)pireno y el antraceno.
Por otra parte, uno de los problemas de contaminacién ambiental mas importantes a
nivel mundial, es el vertido de hidrocarburos derivados del petréleo en ecosistemas
acuaticos y terrestres (Riser-Roberts, 1998; Rahman et al., 2003 y Fernandez et al.,
2006b). Al respecto, Garcia-Gomez et al. (2004) identificaron hidrocarburos
aromaticos en una muestra de suelo de Minatitlan, Veracruz, México, utilizando
metodos espectroscopicos, encontrando, mediante la técnica de sincronos de
excitacion: fenantreno, dibenzo(a,h)antraceno y benzo(a)pireno. El conocimiento del
tipo de contaminacion por hidrocarburos, y su concentracion, es fundamental para
establecer las condiciones del sitio, el riesgo que representa y la seleccion de
posibles tecnologias de recuperacion (Fernandez et al.,, 2006b). Los limites de
limpieza para hidrocarburos en suelos y aguas dependeran de los criterios o normas
vigentes. En la Norma Oficial Mexicana, NOM-138-SEMARNAT/SS-2003, se
establecen los limites maximos permisibles de hidrocarburos en suelos (Cuadro 5).

Cuadro 5. Limites maximos permisibles para fracciones de hidrocarburos en suelos
(NOM-138-SEMARNAT/SS-2003).
Uso de suelo predominante*

Fraccion de hidrocarburos (mg kg™ base seca)
Agricola? Residencial®  Industrial
Ligera 200 200 500
Media 1200 1200 5000
Pesada 3000 3000 6000

Para usos de suelos mixtos, debera aplicarse la especificacién al menor de los valores de usos de
suelo involucrados.

2Incluye suelo forestal, recreativo y de conservacion.

®Incluye comercial.

Los hidrocarburos de la fraccion ligera, generalmente entre 5 y 10 carbonos
(Cs-Cip); son téxicos, volatiles, y no perduran en el ambiente (Gustafson et al., 1997).
Adams et al. (2008) afirmaron que en sitios donde se presentan hidrocarburos de
fraccibn media, o de moderada meteorizacion en el suelo superficial, puede existir

alguna toxicidad hacia las plantas y animales del suelo (tales como lombrices) pero
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sélo cuando la concentracion supere los 10000 mg HTP kg suelo; a

concentraciones menores, la afectacion es solo temporal (~2-3 meses).

El método EPA 4030 (1996f) es un procedimiento usado para evaluar la
concentracion de HTP presentes, y la exploracion de concentraciones, bajo este
método puede dar como resultado baja (<100 partes por millén), medio (100-1000
partes por millén) y alta (>1000 partes por millon); la sensibilidad del método,
depende de la naturaleza de la contaminacion por hidrocarburos y cualquier
degradacion que opere en el sitio (EPA, 1996f). La degradacion en un suelo
contaminado, es afectada por la cantidad de oxigeno disuelto, pH, temperatura,
potencial de oxido-reduccion, disponibilidad de nutrimentos organicos, salinidad, y la
concentracion de los contaminantes presentes tomando en cuenta que el nimero de
organismos presentes, tiene un importante papel en los procesos de degradacion
(Riser-Roberts, 1998). Por otra parte Seoanez (1998), menciono que el tipo de suelo
favorece o dificulta la actividad microbiana, argumentando que las arcillas aumentan

el grado de crecimiento de la poblacién microbiana.

Ortinez et al. (2003) mencionaron que en México no existen normas con
respecto a los limites permisibles de hidrocarburos en el ambiente (suelo, agua y
aire), por lo que se ha recurrido a referencias de organismos internacionales
(Canad4, Paises Bajos y Estados Unidos de América). En México, la PROFEPA ha
manejado los criterios de limpieza que se encuentran en la Norma Oficial NOM-138-
SEMARNAT/SS-2003 para BTEX e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP).

2.4. Efectos de hidrocarburos en suelos

En el suelo, la fraccién de n-alcanos de bajo (Cs-Cg) y medio (C10-C1g) peso
molecular, hidrocarburos aromaticos (1 anillo) se volatilizan o degradan con cierta
facilidad, mientras que los de alto peso molecular; n-alcanos (Cyo a Cyo), aromaticos
(5 6 6 anillos), asfaltenos y resinas se degradan lentamente (Eweis et al., 1998; IMO,
2005).
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Gutiérrez y Zavala (2002) mencionaron, que las investigaciones realizadas
para conocer los tipos de hidrocarburos que se han acumulado en los suelos
tropicales, han demostrado que los tipos de suelo tienen diferente capacidad de

respuesta a la acumulacion del contaminante.

Las arcillas y la materia organica favorecen la inmovilizacion de compuestos
del petréleo, evitando su diseminacion en la superficie o infiltracion en el perfil del
suelo, principalmente alifaticos, y aromaticos originados por la combustién
incompleta del petréleo (Bohn et al., 1980; Gupta y Lin, 1993; Gutiérrez y Zavala,
2002; Sadler y Connell, 2003). Por el contrario, la textura arenosa favorece la
movilidad e infiltracién de los hidrocarburos a lo largo del perfil (Gupta y Lin, 1993;
Totshe et al., 1997; Gutiérrez y Zavala, 2002). La presencia de naftas ademas de los
BTEX en el suelo inhibe la germinacién de semillas y reducen el crecimiento de maiz
y frijol (Chaineau et al., 1997). Garcia-Gomez et al. (2004) afirmaron, que los
porcentajes de humedad, carbono, materia orgénica, junto con la textura, sirven para

evaluar el grado de retencién de los contaminantes en el suelo.

El petréleo afecta varias propiedades fisicas y quimicas del suelo. El contenido
de carbono organico aumenta en el suelo mediante el proceso de oxidacion y se
relaciona con los contenidos de HTP (Udo y Bayomi, 1975; Ortinez et al., 2003). El
complejo mineral hamico incrementa la adsorcion de pireno, antraceno, xileno y
etilbenceno (Gupta y Lin, 1993; Totshe et al., 1997; Onken y Traina, 1997). Zavala et
al. (2005) afirmaron que los derrames de petréleo aumentan el contenido de carbono
organico en los suelos Antrosol, Acrisol y Gleysol del Activo Cinco Presidentes,

Tabasco.

Riser-Roberts (1998), Seoanez, (1998) y Manahan (2007) afirmaron que el
petréleo disminuye el pH del suelo, debido a la acumulacion de carbono orgéanico y
generacion de acidos organicos. Por otra parte Martinez y Lopez (2001) mencionaron
que la capacidad de intercambio cationico (CIC) no es afectada por el petroleo en el

suelo y que el contenido de carbono organico se incrementa en el suelo, debido a la
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oxidacion de hidrocarburos. Al respecto, Zavala et al. (2003) encontraron asociacion
en las variables CIC y contenido de hidrocarburos (aromatico y policiclicos) en tierras
de barrial y arenilla. Seoanez (1998) también afirmd que los derrames de petroleo

afectan la porosidad del suelo.

Jury (1986), Cole (1994), y Ortinez et al. (2003) mencionaron que los
parametros del suelo que mas influyen en el transporte del contaminante son: el
contenido de agua, porosidad, permeabilidad, contenido de arcilla, contenido de
materia organica y profundidad del agua subterranea; y dentro de los parametros del
contaminante que mas influyen para su transporte son la solubilidad, presion de
vapor, grupos funcionales y polaridad. Nudelman et al. (2000), mencionaron que la
capacidad adsortiva de hidrocarburos, por parte de las arcillas es mayor, cuando un
suelo esta seco y el contenido de materia organica es pobre. Al respecto, Sadler y
Connell (2003) y Manahan (2007), mencionaron que los hidrocarburos son

fuertemente retenidos por la materia organica del suelo.

En la materia organica del suelo pueden existir sustancias que son
consideradas contaminantes organicos (Cuadro 6). Gémez (2004) mencion6 que la
movilidad de los compuestos organicos en el suelo estad relacionada con su
solubilidad en agua, a mayor solubilidad mayor movilidad. Por otra parte, Nudelman
et al. (2000), también mencionaron que cuando el contenido de humedad es >5% se
inhibe la adsorcion de la fraccion polar del petréleo. Con un aumento considerable en
la humedad disminuye la adsorcion de hidrocarburos liquidos en la MO y arcilla, asi
como el espacio libre en poros y capilares del suelo (Fine et al., 1997). Por otra parte
Ortinez et al. (2003) mencionaron que el aumento de la retencion del agua en la capa
superficial, es una de las propiedades fisicas del suelo mas afectada cuando ocurre

un derrame de petréleo.
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Cuadro 6. Composicion de la materia organica del suelo (Dragun, 1998; Manahan,
2007)

Sustancias Existencia en forma natural en el Caracteristicas/funcion
suelo
Productos Aminoacidos y azlcares: a-alanina, b- Son exudados por los
metabdlicos alanina, arginina, &cido aspartico, microorganismos a causa de sus
cysteina, lisina, &cido glutamico, etc. funciones metabdlicas. Los que
tienen nitrégeno enlazado
contribuyen a la fertilidad del
suelo.
Polimeros Péptidos, proteinas, acidos nucleicos, Cadenas largas de moléculas
organicos polisacéridos, carbohidratos, celulosa, con alto peso molecular, de las
lignina, celulosa lignina-celulosa- cuales algunas se degradan
hemicelulosa (combinacion de rapidamente en el suelo.
polimeros), pectina, etc. Exudados por microorganismos 6
derivados de las plantas.
Sustancias Acidos fulvicos(15-45% de benceno  Moléculas de alto peso molecular
hamicas en su estructura):solubles en agua a y estructuras quimicas
todos los pH. Acidos humicos: complejas, con grupos
insolubles en agua a pH<2 y solubles  carboxilicos (COOH) e hidroxilo
a pH>2 (OH), de color café a negro,
Huminas. Insolubles en agua atodos  derivados de plantas y residuos
los pH.

de animales resistentes a la
degradacion, y solubles en agua
a distintos pH.

Grasas, resinas y

Lipidos extraibles por disolventes Constituyente pobre de la materia
ceras organicos. organica, tal vez son fitotéxicos.
Compuestos Alcanos, acidos alkanoicos, La mayoria son generados por la
organicos alcanoides, cicloalcanos, cianidas actividad enzimatica, y su

organicas, y derivados aromaticos existencia depende de las
(hidrocarburos aromaticos poli propiedades fisicas, quimicas y
ciclicos) biolégicas del suelo.
TBTEX (1-5 mg kg™), acetona, metil

alcanona, propano, taninos, terpenos,
benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno,
benzo[a]fluoranteno, antraceno,
indeno, pireno, criseno, entre otros.

Compuestos de

Esteres de fosfato, fosfato de inositol Fuente de fosfato para las
fésforo (acido fitico), fosfolipidos. plantas.
TBTEX= Benceno, Tolueno, Etilbenceno y Xilenos.
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Gutiérrez y Zavala (2002) mencionaron, que cuando un suelo presenta un
ambiente reducido y existe una fuente de energia, el Fe y el Mn pueden ser
removidos dentro del perfil. Al respecto Ortinez et al. (2003) describieron el aumento
de manganeso e hierro intercambiable como una consecuencia de los derrames de

petréleo en el suelo.

2.5. Métodos analiticos para la determinacién de hidrocarburos en suelos

Los métodos mas comunmente usados para el andlisis de suelos y aguas
subterraneas contaminadas son propuestos por la Agencia de Proteccion al
Ambiente de los Estados Unidos de Ameérica (Environmental Protection Agency of
United States “USEPA”).

La concentracion de hidrocarburos totales del petrdleo (HTP), puede incluir
miles de compuestos, de los cuales se toman aquellos de propiedades fisicas y
guimicas conocidas, como enfoque dentro de las acciones de limpieza (Donna et al.,
1999). Para el andlisis de componentes no volatiles o semi-volatiles en muestras de
suelo, es necesario que los hidrocarburos se encuentren en disolucion (Sadler y
Connell, 2003). Muchos procedimientos de la Environmental Protection Agency
(EPA), se refieren a este efecto de disolucion (Cuadro 7). La extraccion térmica con
el método EPA 8275A (1996b); es aplicada al andlisis de hidrocarburos aroméaticos
policiclicos (HAP); la extraccion con fluidos supercriticos en el método EPA 3560
(1996¢), es utilizada para la recuperacién de hidrocarburos totales, y el método EPA
3561 (1996d), es utilizado para recuperacion de hidrocarburos aromaticos
polinucleares. Vallejo et al. (2005) compararon la eficiencia en los procesos de
extraccion y determinacion de HTP, con el método EPA modificado de extraccion por
agitacibn mecénica y determinacion gravimétrica (EAMG)(1994), y el método
estandar ASTM para la determinacion de combustibles en suelos D-5831 (1995);
encontrando que el método EAMG presenta una mejor precision y exactitud que el

método ASTM, para diferentes matrices de suelo (contaminadas y no contaminadas).
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Cuadro 7. Métodos para el analisis de componentes no-volatiles o semi-volatiles en

suelos.

Método (Referencia)

Disolventes de extraccién sugeridos

Limite de deteccion
mg/kg (suelo)

Técnica de extraccion

3540C (EPA ,1996)

3550C ( EPA, 2007)

8275A (EPA, 1996b)

3560 (EPA,1996c)

3561 (EPA, 1996d)
*([EAMG)
(EPA, 1994)

p-5831
(ASTM, 1995)

418.1 (EPA, 1986a)

8440 (1996)

8015B (EPA, 1986b)

9071B
(EPA, 1998)

Acetona/hexano (1:1),
diclorometano/acetona (1:1),
diclorometano, hexano,
tolueno:metanol (2:1), 2-propanol,
acetonitrilo.

Acetona, cloruro de metileno,
acetona:hexano (1:1),
acetona/diclorometano (1:1),
"hexano, "2-propanol, Tciclohexano,
Tacetonitrilo, Tmetanol.

Cloruro de metileno, metanol,

disulfuro de carbono, tolueno.

*Tetracloroetano *(IR), *isooctano o
diclorometano (GC)

CO2/metanol/diclorometano
(95/1/4), CO2/metanol/agua (95/1/4)

Acetona/diclorometano (1:1),
hexano/metil tertbutil éter (80/20)

Alcohol isopropilico

Clorotrifluoroetileno, hexano

CO,, supercritico

Metanol, n-hexano, 2-propanol,
ciclohexano, acetonitrilo, acetona,
cloruro de metileno,
acetona/hexano (1:1),
acetona/cloruro de metileno (1/1),
hexano

Hexano

50

20

Depende de la
determinacion *(IR 6
GO).

0.1-10
625
75

10

10

Depende de la técnica
de disolucién empleada

50

Soxhlet

Ultrasonido

Unidad térmica con
solvente antes del
analisis *TE/GC/MS
Fluidos supercriticos
(COyz) para HTP
Fluido supercritico

(COy)

Agitacion mecéanica o
Soxhlet

Reflujo o agitacién
mecanica

Soxhlet o agitacion
mecanica

Fluidos supercriticos

Agitacion mecénica,
Soxhlet, Ultrasonido

Soxhlet

*Método modificado de extraccion por agitacion mecanica y determinacion gravimétrica

Sy eleccion depende del método instrumental que se usara para la determinacion del analito de interés.
™ Método estandar para la determinacion de combustibles en suelos D-5831.

ITE/GC/MS=Extraccion térmica/cromatografia de gas/espectrémetro de masas

GC=Cromatografia de gas y CO,=Di6xido de carbono.
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El método EPA 418.1 (1986a) es uno de los mas usados para la
determinaciéon de HTP (Rivera Cruz et al., 2005; Fernandez et al., 2006; Romaniuk et
al., 2007). Sin embargo, propone purificar la muestra con gel de silice (eliminando la
presencia de compuestos polares), para obtener mediciones confiables (George,
1994).

Al respecto, Pawlak et al. (2008) mencionaron que el método 418.1 también
induce a la cuantificacion de compuestos no derivados de los hidrocarburos como los
acidos humicos. Debido a los efectos del 1,1,2-triclorotrifluoroetano (CFC-113) sobre
la capa de ozono, este método fue reemplazado por el método D7066-04, publicado
en la ASTM Internacional en el 2004 (EPA, 2009), en el cual, se sugiere como

disolvente de extraccion el clorotrifluoroetileno (S-316).

El método EPA 8015B (1986b), ademéas de sugerir la extraccion de los
hidrocarburos semi-volatiles previo al analisis por cromatografia de gas con detector
de ionizacion de flama (GC-FID), con un disolvente para reportar una concentracion
en el intervalo del diesel, permite efectuar la cuantificacion de hidrocarburos volatiles
(en el intervalo de la gasolina), los cuales son medidos por purga y trampa en
andlisis por GC-FID (Sadler y Connell, 2003; Pawlak et al., 2008). El limite de
deteccién para este método, no se menciona en el Cuadro 7, porque depende de la
técnica de disolucion empleada. Actualmente muchos laboratorios han adoptado el
método EPA 9071B (1998), como reemplazo al método EPA 418.1 (1986a) (Pawlak
et al., 2008). Este método es recomendado cuando se sospecha la existencia de
compuestos con temperaturas de ebullicibn superior a la del hexano, y sugiere
determinar por gravimetria, la cantidad de hidrocarburos presentes (EPA, 1998;
Weisman, 1998; NMX-AA-134-scfi-2006 y Villalobos et al., 2008).

Los métodos antes mencionados, para el analisis de hidrocarburos semi
volatiles y no volatiles, constan habitualmente de cuatro etapas: pretratamiento,
extraccion, preconcentracion y medida (EPA, 1996e; NEPC, 1999). Los extractantes

mas usados para la separacion de los hidrocarburos son: hexano, metanol, éter
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etilico, diclorometano, butanol, acetato de etilo, acetona, ciclohexano, o la
combinacion entre ellos (USEPA, 1996 y Szolar et al., 2002). En el Cuadro 8, es
presentada una cronosecuencia de investigacién, a cerca de contaminacion en
suelos con petréleo, destacando el método de extraccion Soxhlet y el diclorometano
como extractante; sin embargo, el tiempo de extraccion es modificado, ain cuando

sea utilizado el mismo método de extraccion y el disolvente.

En el Cuadro 8, se observa que el diclorometano es uno de los disolventes
mas ampliamente utilizados para las determinaciones de HTP; ademas de que
también se ha utilizado, para extracciones de HAP en otras matrices soélidas (Rey-
Salgueiro et al., 2004). Por otra parte, Garcia-Falcon et al. (2005) y Rey-Salgueiro et
al. (2009) utilizaron hexano como disolvente para la extraccion de HAP en muestras
sélidas (café y mariscos respectivamente), y los HAP estudiados en ambos casos
fueron: pyreno, benzo[a]anthraceno, criseno, metilcriseno, benzo[jJfluoranteno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pyreno, dibenzo[a,l]pyreno,
dibenzo[a,h]antraceno, benzo[g,h,i]perileno e indeno[1,2,3-cd]pireno.
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Cuadro 8. Extraccion de hidrocarburos totales del petréleo (HTP) y compuestos derivados del petroleo en diversos

estudios de suelos.

Tipo de estudio Sistema de extraccion Extractante Tiempo (h) Referencia
Biorremediacion Soxhlet Diclorometano 24 Stephens, et al., 1999
Analisis de TPH Ultrasonido Diclorometano y Freén- 5 Nadim et al., 2002

113"
Biodegradacion Agitacion mecéanica Diclorometano 0.50 Harris et al., 2002
Degradacion de asfaltenos Agitacion con barra magnética n-heptano 18 Pineda-Flores et al., 2002
Identificacion de Soxhlet Diclorometano:metanol 8 Ortiz y Garcia, 2003
compuestos (2:1)
Precipitacion de asfaltenos Reflujo y agitacion n-heptano 0.33-10 Centeno et al., 2004
Andlisis de TPH Agitacion orbital Diclorometano 4 Pardo et al., 2004
Analisis de TPH Soxhlet Diclorometano 8 Séanchez et al., 2004
Evaluacion de suelos Soxhlet Diclorometano 8 Rivera-Cruz et al., 2005
contaminados
Biodegradacion Agitacién mecanica Acetona: Diclorometano 0.50 Vallejo et al., 2005

(1:1)
Andlisis de TPH Soxhlet Hexano 4 Duran y Contreras, 2006
TPH en sedimentos Soxhlet Hexano 4 Fernandez et al., 2006a
Fitorremediacién Agitacion mecénica Diclorometano 0.50 Sangabriel et al., 2006
Remediacion Soxhlet Fredn ns Romaniuk et al., 2007
Analisis de TPH Ultrasonido Hexano 0.42 Villalobos et al., 2008
Analisis de TPH Soxhlet Hexano 8 Villalobos et al., 2008
Biodegradacion Soxhlet Diclorometano 8 Lu et al., 2009

ns - no se menciona en la referencia, 1 usados por separado
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2.6. Disolventes organicos utilizados para la extraccion de hidrocarburos

Las muestras a analizar que se reciben en un laboratorio no estan en la forma
apropiada para realizar directamente el andlisis y es necesario aplicar técnicas que
“‘extraigan” el analito de la matriz en que se encuentre y lo coloquen en una matriz
apropiada para la realizacion del analisis. El conjunto de técnicas analiticas que
“‘extraen” analitos de una matriz para pasarlo a otra se denominan “técnicas de

extraccion” (Sogorb et al., 2004).

Para matrices soélidas de las cuales, los solutos son dificiles de extraer, se
utilizan las técnicas tradicionales (extraccion Soxhlet y extraccion por ultrasonido).
Las condiciones de extraccion se facilitan con disolventes organicos recomendados

en las técnicas tradicionales de extraccion (Camel, 2001; Rey-Salgueiro et al., 2009).

Wade (1993) asi como Melo y Cuamatzi (2007) mencionaron, que los
disolventes de extraccion, pueden existir como moléculas polares o apolares;
argumentan que las moléculas polares constituyen un dipolo, es decir, dos cargas
iguales y opuestas separadas en el espacio, que generan un momento dipolar
molecular (u), el cual se toma como un indicador del indice de polaridad de una

sustancia.

En la Figura 5, se indica la direccién del momento dipolar de la molécula del
diclorometano (H,CCl,), que resulta, de la suma de los dos dipolos correspondientes
a cada enlace carbono-cloro. En el triclorometano o cloroformo (HCCI3) hay tres
enlaces carbono-cloro y la polaridad total de la molécula, sera la suma vectorial de
los tres enlaces carbono-cloro. Para el tetracloruro de carbono (CCl,), puesto que
todos los enlaces carbono-cloro estan opuestos y dirigidos hacia los vértices de un
tetraedro (Wade, 1993; Melo y Cuamatzi, 2007), la suma vectorial de los cuatro

dipolos se anula y el momento dipolar es cero.
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Figura 5. Polarizacion en los clorometanos (Dupont y Gokel, 2007)

Al igual que el indice de polaridad de un disolvente, la constante dieléctrica (£)
es una medida de la polaridad del disolvente (Wade, 1993 y Lide, 1999). El Cuadro 9

enumera las constantes dieléctricas de algunos disolventes comunes.

Cuadro 9. Propiedades de los disolventes mas comunes (Wade, 1993; Lide, 1999;
Dupont y Gokel, 2007).

Solvente Punto de ebullicion, °C  Constante dieléctrica (£) Momento dipolar, p
Metanol 65 1.7 32.6
Etanol (anhidro) 78.5 1.7 243
2-propanol 82 1.7 18.3
terc-Butanol 83 1.7 10.9
n-Propanol 97 1.7 20.1
n-Butanol 118 1.7 171
2-Metoxietanol 124 2.2 16.0
Etilenglicol 198 2.3 37.7
Acetona 56 29 20.7
Agua 100 1.8 81.5
Hexano 69 0 1.89
Ciclohexano 81 0 2.02
Diclorometano 40 1.6 8.9
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3. MATERIALES Y METODOS

El experimento se desarroll6 en dos etapas: i) Trabajo de campo, muestreo
en tres sitios que presentan contaminacion por derrames de petroleo, i)
Cuantificacion de los hidrocarburos totales del petréleo (HTP) y compuestos
derivados del petrdleo (CDP), en suelos con caracteristicas fisicas y quimicas

diferentes.

3.1. Trabajo de campo

3.1.1 Localizaciéon del area de muestreo

El muestreo se realizé en la Cuenca Baja del rio Tonala y lagunas del Carmen
y Machona con una superficie de 109,000 ha, localizada en el sureste de México, al
oeste del estado de Tabasco, entre las coordenadas geograficas 17° 59° 30" y 18°
18°02” de latitud norte, y los 93° 46°58” y 94° 07°48” de longitud oeste, en los
municipios de Cardenas y Huimanguillo. El sitio se sitla en la provincia fisiogréafica de
llanuras y pantanos tabasquefios, con clima calido himedo (Amf), temperatura media
anual de 26 °C y precipitacion media anual de 2200 mm. La vegetacion tipica es
selva baja perennifolia, manglares, vegetacion hidréfita y palmar. En esta zona fue

posible localizar las tres matrices de suelo requeridas para esta investigacion.

3.1.2 Herramientas de muestreo

Como materiales se utilizaron bolsas de nylon con capacidad para 2 kg, pala
recta, machete, cubetas metalicas, etiquetas, lapiz y libreta de campo.
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3.1.3 Muestreo de suelos en la cuenca baja del rio Tonala

Se utiliz6 un muestreo dirigido de acuerdo con la Normativa Oficial Mexicana
(NOM-138-SEMARNAT/SS-2003) en tres areas. El criterio de seleccion de sitios, fue
suelos con diferentes caracteristicas fisicas y quimicas. El estudio se realizd en las
comunidades: el Yucateco (sitio 1), ejido José Narciso Rovirosa (sitio 2), y ejido La
Ceiba (sitio 3) en el estado de Tabasco, México (Cuadro 10 y Figura 6). Se realizo la
recolecta de suelo superficial (0-30 cm de profundidad) en las tres areas. En cada
sitio fueron recolectados 20 kg de suelo con pala recta. El uso del suelo en el sitio 1,
es el cultivo de coco, pastos pelillo y humidicola [Brachiaria humidicola (Rendle)
Sch.] (Garcia-Lopez et al., 2006). En el sitio 2, se encontrd cultivo de pasto para la
ganaderia bovina, la especie dominante es el pasto japonesa (zoysia japonica) y se
pueden encontrar otras especies de menor cobertura como tulillo (Cyperus
articulatus) y tres lomas (Ciperacea). El clima es calido humedo con abundantes
lluvias en verano, con 2240 mm de precipitacion anual y 25.8 °C de temperatura
media anual (INEGI, 2001). El suelo presenta contaminacion severa con petréleo por
derrame crénico de petroleo ubicado en el terreno (Figuras 7 y 8). Por otra parte, el
sitio 3 permanece por lo regular 9 meses inundados y 3 meses secos a lo largo del
afo, y presentd un derrame desde hace 7 afios. El uso de este suelo, es cultivo de
pasto egipto [Brachiaria mutica (Forksskal) Stapf] y aleméan [Echinochloa polystachya

(H. B. K.) Hitchcok] para la ganaderia bovina.

Cuadro 10. Caracteristicas de los sitios seleccionados.

Variable Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3

Tipo de suelo

Coordenadas
geograficas

Uso del suelo

Presencia de
derrames

TAntrosol Districo
Hoértico

15Q393022 y UTM
2013986

Cultivos de coco y
pastos.
Moderada

Gleysol Histico
(Districo Hamico)

15Q389415 y UTM
2013986
Cultivo de pastos

Severa

Histosol Rehico
Saprico (Eutrico
Toxico Sédico)

15Q390015 y UTM
1995514

Cultivo de pastos

Severa

Fuente: "Zavala (2004) y ""Palma-Lépez et al. (2007).
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Figura 6. Ubicacion Geografica del Antrosol Districo Hortico (1), Gleysol Histico (Districo Himico) (2), Histosol Rehico
Saprico (Eutrico Toxico Sodico) (3).
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Figura 7. Aspecto del derrame de petroleo crudo en el ejido José Narciso Rovirosa,
ubicado 2 km al sur de la petroquimica La Venta (sitio 2).

Figura 8. Perfil de suelo contaminado con petréleo crudo, en la profundidad de 0-30
cm, de un suelo Gleysol en el ejido José Narciso Rovirosa (sitio 2).
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3.2. Cuantificacién de HTP y compuestos derivados del petroleo en cada
uno de los suelos

3.2.1 Preparacion de las muestras

Los suelos se secaron al aire y a la sombra en charolas de acrilico (a 27 °C
aproximadamente), se molieron con rodillo de madera, se tamizaron en malla de 2
mm de didmetro, y malla de 1 mm para el suelo organico proveniente del sitio 3. Los
suelos se almacenaron en frascos de vidrio con tapa metdlica de rosca y se

homogeneizaron en un periodo de 17 horas mediante rotacion manual del frasco.

3.2.2 Anélisis Soxhlet

El andlisis de los contenidos totales de hidrocarburos en suelos con
caracteristicas fisicas y quimicas diferentes (apartado 3.2.4), se realiz0 mediante
extraccion por reflujo Soxhlet, empleando el método EPA 3540C (1996a), disolventes
de distinta polaridad y aplicando diferentes tiempos de extraccién. En la Figura 9, se

presenta el sistema Soxhlet, que se empled para las extracciones.

Figura 9. Sistema Soxhlet
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Las propiedades fisicas de los disolventes empleados en este trabajo se
mencionan en el apartado 3.2.3. Este método de extraccion asegura el contacto
intimo de la matriz de la muestra con el disolvente. Para la 6ptima extraccion de los
compuestos organicos, el suelo se pulverizo en particulas pequefias, para asegurar

un mejor contacto con el disolvente, y asi lograr una extraccion mas eficiente.

El disolvente fue evaporado, y el extracto organico obtenido se cuantifico
gravimétricamente. El resultado se reporta como porcentaje de la muestra total en

base peso seco.

3.2.3 Reactivos

Las propiedades fisicas de los disolventes empleados en este trabajo estan
listadas en el Cuadro 11. El criterio para la seleccion de los disolventes de
extraccion, se baso en la constante dieléctrica, la cual se tom6 como una medida de
la polaridad del disolvente (Wade, 1993), lo que permitié elegir tres disolventes de

polaridad contrastante.

Cuadro 11. Constantes fisicas de los disolventes utilizados (Wade, 1993; Lide, 1999,
Dupont y Gokel, 2007).
T

Solvente F £ PE (°C) Caracteristicas
Metanol CH3OH 24.30 69 Toxico e inflamable
Hexano CeHia 1.89 80 Toxico e inflamable
Diclorometano CH.Cl, 8.90 40 Toxico y ligeramente
inflamable

TF=Férmula Quimica, PE=Temperatura de ebullicién normal, £=Constante dieléctrica.

3.2.4 Matrices de suelo

A continuacion se describen los suelos (Palma-Lopez et al., 2007 y Zavala,

2004), los cuales presentaron caracteristicas fisicas y quimicas diferentes:

31



Histosol (HS). Suelo que tiene material organico (horizonte H de mas de 20%
de materia orgénica) de 40 cm de espesor o mas. Los Histosoles tienen como
caracteristica principal una fuerte acumulaciéon de materia organica en diferentes
estados de descomposicion. La acumulacion de materia organica en el trépico
hamedo, es debida a condiciones de anegamiento que no permite la difusién del
oxigeno y por ende la oxidacion de la materia organica. Estas condiciones se
presentan en lugares bajos que estan sujetos al anegamiento la mayor parte del afio,
de tal forma que estos suelos s6lo estan libres de agua en la superficie, 30 6 40 dias.
En el estado de Tabasco (México), se han identificado las subunidades: Histosoles
Sapricos (HSsa) e Histosoles Sodi-Sapricos (HSsosa), presentan una CIC muy alta,
el contenido de bases intercambiables es alto y el pH es acido (Palma-Lopez et al.,
2007).

Antrosol Districo Hértico (ATordy). Suelos que tienen un origen
antropogenico, con un horizonte hértico en la capa (0-97 cm), en el cual no existe
labranza profunda. Este horizonte permite diferenciar los Atordy de los Arenosoles,
aunque por su textura ambos suelos son similares. Los ATordy son profundos y de
textura arenosa, el pH es muy acido en la capa superficial; el contenido de materia
organica es pobre, el contenido de bases intercambiables es baja, la CIC y la CE,

también son muy bajas (Zavala, 2004).

Gleysoles (GL). Suelo que presenta propiedades gléyicas (saturacion con
agua durante ciertos periodos, del afio o todo el afio y que manifiestan procesos de
reduccion o una reduccién asociada a la segregacion de hierro) a menos de 50 cm
de profundidad, no deben tener caracteristicas de diagnéstico de un Vertisol o
Arenosol, ni propiedades salicas; no deben tener plintita. En el estado de Tabasco,
se han identificado las subunidades: Gleysoles Mdlicos (GLmo), Gleysoles Haumicos
(GLhu), Gleysol Umbrico (GLum), Gleysol Eutrico (GLeu), y Gleysol Districo (GLdy),
el cual presenta un porcentaje de saturacién de bases inferior a 50% entre 20 y 50

cm de profundidad y un pH acido (Palma-Lépez et al., 2007).
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En los suelos colectados se determin6é la humedad de acuerdo a la
Normatividad Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000, con objeto de reportar las

concentraciones de HTP y compuestos derivados del petréleo en base peso seco

(ps).

3.2.5 Disefio experimental

Para realizar las extracciones, se propuso el disefio experimental (Cuadro 13)
con las variables indicadas en el Cuadro 12. Se emple6é el modelo factorial 4x3
(tiempo x solvente), para analizar el efecto de interacciones en las variables de
estudio, en un disefio completamente al azar con tres repeticiones por tratamiento

para cada tipo de suelo.

El modelo establecido fue el siguiente:

Yix= u+Bi+Ci+(B*C)i+Eix

Donde:
Yix = Variable de respuesta en la repeticion Kk, i=1,2,...a
nivel J de b, nivel i de A. i=12,...b
M= Media general.
Bi= Efecto del factor B al nivel i.
Cj=  Efecto del factor C al nivel J.

(BC)j= Efecto de la interaccion BC al nivel i,j.

Ei= Error aleatorio.
Este modelo indica el efecto de interacciones entre B y C, y la significancia de

los niveles de B y C. En cada suelo se aplicaron 12 tratamientos que resultan de la

combinacion de los tiempos de extraccion y los diferentes extractantes.
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Cuadro 12. Factores y niveles de estudio.

Factores Clave Niveles

Sitio 1(Antrosol)
Suelo A Sitio 2(Gleysol)
Sitio 3(Histosol)

4
8

12
16

Tiempo (horas) B

Metanol
Disolvente C Hexano
Diclorometano

En el Cuadro 12, se observan los cuatro niveles del factor tiempo y los 3
niveles de los factores suelo y disolvente, respectivamente. Los nombres de los
suelos (Antrosol, Gleysol e Histosol) presentados en el Cuadro 12, se emplearon
como una abreviatura de los nombres presentados en el Cuadro 10, para el suelo de

cada sitio.

Cuadro 13. Disefio experimental.

Factor A
Factor B Factor C ai a, as
(Tiempo) (Disolvente) (Antrosol) (Gleysol) (Histosol)
Cy a;bicy abicy asb,cq
b, () a;bicy abiCy asb,C,
C3 a;b,c3 ab,C3 asb,Cs
Cq albzcl azbzcl agbgcl
b2 Cy albzcz azb2C2 a3b202
C3 albzcg azb2C3 a3b203
Cq a1b301 azb3C1 agbgcl
bs () a,bsc, absc, azbsCy
C3 a;bsCs a,bsCs azbsCs
(o2 a;bscy aybscy azbaCy
b, () a;bsco a,b,Cy azb4Cy
C3 a;baC3 a,baCs azbaCs
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En el Cuadro 13, las combinaciones de cada nivel del factor tiempo, con cada
nivel del factor disolvente, dio como resultado un tratamiento, que se aplicé en cada
una de las unidades de suelos (con derrames de petréleo), por lo cual se aplicaron
12 tratamientos (extracciones a 4, 8 12 y 16 horas con diferentes disolventes) en
cada suelo. El factor suelo, tomé tres niveles dentro del disefio experimental (Cuadro
13).

3.2.6 Andlisis estadistico

Para analizar las relaciones que tienen todas las variables entre si, se utilizé la
matriz de correlacion de Pearson. El andlisis estadistico de los datos se hizo con el
paquete SAS y MINITAB para Windows. Los valores de correlaciéon (r) cercanos a 1
indican fuerte asociacién positiva entre las variables y los valores cercanos a -1
asociacion negativa entre ellas, y valores proximos a cero que no existe relacion
lineal entre ellos (Infante, 1990). Se aplico el procedimiento GLM y se utilizo la
prueba de Tukey para determinar diferencias estadisticas de las medias de los
tratamientos (p<0,05) (SAS Institute, 2002).

Para verificar la homogeneidad de cada uno de los suelos, se tomo el criterio
del coeficiente de variacion, en las mediciones realizadas de HTP 6 CDP, y humedad
(Serra y Aranceta, 2006). De igual forma, para hacer tal verificacion, se realiz6 la
prueba de esfericidad y el analisis de varianza de medidas repetidas. El modelo de
medidas repetidas es el siguiente (Moreno, 1993 y Ruiz-Ochoa et al., 2006).

Yij=p o+ g+ it e,
Dondei=1,..., nindividuos

j=1,..., p niveles o tratamientos

Si las diferencias entre los niveles estan correlacionadas a través de los

tratamientos (tiempo), entonces los contrastes usados para probar la hipotesis no
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deberian ser independientes uno del otro (Underwood, 1981; Maxwell y Delaney,
2004).

La esfericidad dentro del modelo anterior supone que, existe una relacion
especial entre las respuestas dentro de los niveles de las variables que esté implicita
en el modelo de la matriz de varianzas y covarianzas, es decir existe igualdad de las

varianzas obtenidas a partir de las diferencias entre dos tratamientos (Vallejo, 2001).

El supuesto de esfericidad, prueba la hipotesis que la estructura de
covarianzas del andlisis de medidas repetidas es de forma que las probabilidades de
una distribucion F es correcta, es decir, verificara la hipotesis que los componentes
ortogonales no estan correlacionados y tienen varianza coman (Herrera y Barreras,
2005).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Las caracteristicas fisicas y quimicas mas relevantes de los suelos en estudio
se presentan en el Cuadro 14. Debido al alto contenido de MO en los suelos de los
sitios 2 y 3, no se realizd el analisis de textura. Los tres suelos de estos sitios,
difieren mucho en cuanto al contenido de MO y CIC. Estas propiedades, son las que
sustentan el tener suelos, con caracteristicas fisicas y quimicas diferentes; ademas

de considerar al suelo del sitio 3, como un suelo organico (Adams et al., 2008).

Cuadro 14. Caracteristicas fisicas y quimicas de las muestras de suelo.

Variable Método Analitico ISitio 1 “Sitio 2 “Sitio 3
(Antrosol) (Gleysol) (Histosol)

MO (%) Walkley y Black; y por 0.77 31.00 83.80
combustion seca (mufla)

CIC (cmol kg™ Acetato de amonio 3.0 32.6 71.5
(1.0 N, pH 7.0)

pHH,0 (potenciometria) 5.1 54 4.1

Textura Bouyoucos Arena Nd Nd

"THumedad (%) Gravimetria 2.21 11.49 14.01

"Na* Acetato de amonio 0.055 2.35 11.3
(1.0 N, pH 7.0)

Tca®* Acetato de amonio 1.23 11.68 27.54
(1.0 N, pH 7.0)

Mg Acetato de amonio 0.58 4.93 33.14
(1.0 N, pH 7.0)

TK* Acetato de amonio 0.105 0.97 0.47
(1.0 N, pH 7.0)

Fuente: ‘Zavala et al. (2005) y “Zavala et al. (2010).

"Medicion efectuada al momento de efectuar la extraccién de hidrocarburos.

"Na'= sodio intercambiable "Mg*?= magnesio intercambiable  "Ca**= calcio intercambiable
"K*= potasio intercambiable Nd- No determinada.

El alto contenido de MO en los suelos indica que esta propiedad retiene
fracciones de HTP (Al-Sarawi y Massoud, 1998; Sadler y Connell, 2003). El
contenido la MO también se puede atribuir al método usado para su determinacion,
ya que los hidrocarburos se cuantifican como carbono organico (Martinez y Lopez,
2001; Villalobos et al., 2008). Por otra parte, Zavala et al. (2005) mencionaron que

los derrames de petréleo aportan agua salada, los cuales aumentan la concentraciéon
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de sales solubles como el Na, situacién que se observa en las unidades de suelo
Gleysol e Histosol.

4.1. Prueba homogeneidad en las muestras de suelo

En virtud de que no se cuenta con una muestra de referencia, certificada o
interna, se procedio a evaluar la calidad de los resultados mediante la cuantificacion
de la reproducibilidad de los datos obtenidos y una prueba de homogeneidad de los
suelos utilizados en la experimentacion. La homogeneidad y precisiébn se puede
verificar con la reproducibilidad al momento de efectuar las mediciones repetidas,
para observar si en efecto, existe concordancia de los resultados obtenidos en las
mediciones de hidrocarburos totales de petréleo (HTP), compuestos derivados del

petréleo (CDP) y humedad, en cada uno de los suelos.

En los Cuadros 15, 16, 17, se presentan las mediciones repetidas de HTP y
CDP para cada suelo; también se presentan los valores promedios, las desviaciones
estandar, y los coeficientes de variacion de cada uno de los suelos. Se observa, que
los coeficientes de variacién son inferiores al 5 % en todas las repeticiones; excepto
en el suelo Antrosol, en el cual, las mediciones realizadas en la prueba de 8 h con
hexano proporcionan un coeficiente de variacion (CV), mayor a 5 %. Al respecto
Serra y Aranceta (2006), mencionaron que una técnica analitica, tiene alta precision,
cuando su coeficiente de variacion es inferior al 5 % y baja precisiébn cuando es
superior a 10 %, siendo calificados como aceptables los valores intermedios. En el
99 % de los casos, los coeficientes de variacion son bajos en las determinaciones de
HTP y CDP; de acuerdo con este criterio se tiene alta precision (Minkkinen, 1986).
Adicionalmente se comprueba la homogeneidad en las determinaciones para cada

uno de los suelos.
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Cuadro 15. Precision en las determinaciones de hidrocarburos totales de petréleo (HTP) y compuestos derivados del
petréleo (CDP) en el suelo Antrosol.

Tratamiento Resultados de las repeticiones de HTP y CDP Desviacion Media  Coeficiente

(Tiempo -Solvente) (mg kg™ base seca) estandar de variacion
(%)

1 2 3 4

4 horas-hexano 4190 3979 4294 3982 156.45 4111.33 3.81

4 horas-diclorometano 8755 8781 8682 Nd 51.17 8739.52 0.59

4 horas-metanol 4393 4602 4702 4700 145.16 4599.19 3.16

8 horas-hexano 4585 4801 5316 4902 305.54 4901.72 6.23

8 horas-diclorometano 9292 9194 9097 Nd 97.57 9194.55 1.06

8 horas-metanol 6331 5719 6028 5828 268.77 5976.48 4.50

12 horas-hexano 4950 4557 4583 5082 133.85 4920.10 2.72

12 horas-diclorometano 9402 9096 8997 Nd 211.16 9165.09 2.30

12 horas-metanol 6637 6638 7162 6601 42.74 6644.84 0.64

16 horas-hexano 4907 5306 4902 4993 141.20 5001.30 2.82

16 horas-diclorometano 9303 9305 9155 Nd 86.26 9254.24 0.93

16 horas-metanol 7290 6979 7239 7321 155.74 7207.00 2.16

Nd- No determinado
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Cuadro 16. Precision en las determinaciones de hidrocarburos totales de petroleo (HTP) y compuestos derivados del
petrdleo (CDP) en el suelo Gleysol.

Tratamiento Resultados de las repeticiones de HTP y CDP  Desviacion Media Coeficiente

(Tiempo -Solvente) (mg kg™ base seca) estandar de variacion
(%)

1 2 3 4

4 horas-hexano 22708 21005 22486 21126 890.27 21831.42 4.08

4 horas-diclorometano 29599 28916 28467 Nd 570.34 28994.01 1.97

4 horas-metanol 39872 39163 38871 Nd 514.79 39302.14 1.31

8 horas-hexano 22362 21357 21220 23049 866.83 21997.05 3.94

8 horas-diclorometano 27684 28574 27232 Nd 226.15 28583.60 0.79

8 horas-metanol 45081 45727 44503 Nd 612.41 45104.02 1.36

12 horas-hexano 22258 22938 21578 22249 555.35 22256.08 2.50

12 horas-diclorometano 31187 29040 31175 Nd 1235.96 30467.49 4.06

12 horas-metanol 46546 48692 49561 Nd 1552.25  48266.37 3.22

16 horas-hexano 22806 22294 22392 Nd 271.43 22497.39 1.21

16 horas-diclorometano 31291 29652 31089 Nd 893.88 30677.27 291

16 horas-metanol 49166 49013 49105 Nd 76.99 49094.63 0.16

Nd- No determinado
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Cuadro 17. Precision en las determinaciones de hidrocarburos totales de petréleo (HTP) y compuestos derivados del
petréleo (CDP) en el suelo Histosol.

Tratamiento Resultados de las repeticiones de HTP y CDP  Desviacion Media Coeficiente

(Tiempo -Solvente) (mg kg™ base seca) estandar de variacion
(%)

1 2 3 4

4 horas-hexano 88487 84998 88326 85903 1747.28 86928.46 2.01

4 horas-diclorometano 107672 107821 108021 Nd 175.05 107838.08 0.16

4 horas-metanol 55464 54301 56040 56338 899.38 55535.73 1.62

8 horas-hexano 88970 89524 89032 88576 388.84 89025.58 0.44

8 horas-diclorometano 109710 110136 110241 Nd 281.14 110029.29 0.26

8 horas-metanol 68029 68466 68166 Nd 223.91 68220.34 0.33

12 horas-hexano 90812 90938 90963 90848 1230.34 89774.77 1.37

12 horas-diclorometano 109805 109860 109566 Nd 156.33 109743.26 0.14

12 horas-metanol 70115 71154 69766 69889 632.14 70231.12 0.90

16 horas-hexano 90812 90938 90963 90848 71.53 90890.24 0.08

16 horas-diclorometano 111061 110579 111404 Nd 414.45 111014.69 0.37

16 horas-metanol 75441 75107 74657 74758 356.62 74990.96 0.48

Nd- No determinado
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En el Cuadro 18, se presentan las mediciones repetidas de humedad, para
cada suelo; de igual forma son presentados los valores promedios, las desviaciones
estandar, y los coeficientes de variacion de cada uno de los suelos. Se observa, que
los coeficientes de variacion son inferiores al 5 % en todas las repeticiones; por lo
que la mediciones efectuadas tienen alta precision (Serra y Aranceta, 2006). En el
Cuadro 18, los resultados de las repeticiones para la variable humedad muestran que
existe homogeneidad en las determinaciones para cada unidad de suelo (Minkkinen,
1986). Los resultados presentados en el Cuadro 18, en conjunto con los Cuadros 15,
16 y 17, demuestran que las unidades de suelo presentan uniformidad de
propiedades en todas sus partes, alcanzada durante la preparacién de la muestra
(NOM-021-RECNAT-2000).

Cuadro 18. Precision en las determinaciones de humedad para las unidades de suelo
Antrosol, Gleysol e Histosol.

Unidad Resultados de las Desviacion Media Coeficiente de

de suelo repeticiones de humedad (%) estandar variacion (%)
1 2 3

Antrosol  2.2143  2.2460 2.1624 0.04 2.21 1.91

Gleysol 11.5101 11.4330 11.5376  0.0542 11.51 0.47

Histosol  13.7719 14.1356 14.1389 0.21 13.77 1.53

Los suelos Gleysol e Histosol presentan alta humedad, lo que significa que la
circulacion de oxigeno sea deficiente en estas unidades de suelo y hace
predominante los procesos de reduccion que pueden disminuir la movilidad de
distintos elementos (Porta et al., 2003). La humificacibn y mineralizacion de la
materia organica se llevan a efecto lentamente a condiciones favorables de
humedad, por lo que se acumulara en el perfil del suelo (Porta et al., 2003 y
Manahan, 2007). Los altos contenido de MO presentados en el Cuadro 14 dan razén

de la existencia de este hecho en las unidades de suelo Gleysol e Histosol.
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Adicional a las pruebas anteriores se plantearon dos hipotesis bajo el supuesto
de esfericidad:

Ho= Las concentraciones de cada tratamiento estan correlacionadas, es decir
presentan esfericidad.

H;= Las concentraciones de cada tratamiento no estan correlacionadas, y tienen
varianza comun.

Mediante la prueba de Mauchly (1940), se acepto la hipo6tesis Ho, de que los
datos presentan esfericidad (Cuadro 19) ya que la probabilidad asociada para la
aproximacion de Chi-Cuadrada en ambas variables (HTP 6 CDP y humedad), es
mayor a 0.1, cuando deberia ser menor para aceptar H1. Al aceptar Ho se asume
que las varianzas de los diferentes tratamientos son homogéneas (Herrera y

Barreras, 2005), y los suelos presentan homogeneidad.

Cuadro 19. Prueba de Mauchly al evaluar la esfericidad en hidrocarburos totales de
petréleo (HTP) y compuestos derivados del petréleo (CDP) (mg kg™) asf
como humedad (%) con los estimadores Greenhouse-Geisser y Huynh-

Feldt.
Variable Mauchly — X* 0.l p-Valor £
Greenhouse- Huynh-Feldt
Geisser
HTPyCDP  0.552 5.178 5 0.394 0.748 1.651
Humedad 0.419 0.869 2 0.647 0.632 1.22

g. |- grados de libertad (p<0.1)

De acuerdo a Ruiz-Ochoa et al. (2006), el indice épsilon (£) de Box (1954)
constituye una medida del grado en que las varianzas y covarianzas del disefio se
adaptan a dicho patron de esfericidad, tomando un valor cercano a £=1 en caso de
cumplir la esfericidad y un valor minimo, £=0.33, en caso contrario. En el Cuadro 19,

se observa, que los valores de £ cumplen con el supuesto de esfericidad.

Como Hj se rechazd, Herrera y Barreras (2005), mencionaron que cuando esto

sucede, se usa una prueba aproximada, tal como la que provee el procedimiento
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REPEATED de SAS, es decir conviene realizar un analisis de varianza univariado
(Cuadro 20y 21).

En el Cuadro 20, se observa que los coeficientes de correlacion entre los
valores de todas las repeticiones para la concentracion de HTP y CDP fueron
significativos (p<0.0002) indicando que existe una fuerte asociacion entre todas las

repeticiones, por lo cual, existe homogeneidad en el suelo.

Cuadro 20. Analisis de varianza de las medidas repetidas. Coeficientes de
correlacién parcial de las concentraciones de medidas repetidas.

Variable Repeticion 1  Repeticion 2  Repeticion 3 Repeticion 4
Repeticion 1 1 -0.999* 0.999* 0.999*
Repeticién 2 1 '0.997* 0.999*
Repeticion 3 1 0.999*
Repeticion 4 1

* Correlacion significativa al nivel de 0.0002 (p<0.0002).

En el Cuadro 21, se observa que los coeficientes de correlacion entre los
valores de las repeticiones de humedad para los tres suelos, fueron significativos
(p<0.05) indicando que existe una fuerte asociacion entre todas las repeticiones, por
lo cual, tomando el criterio de las repeticiones de humedad, se deduce, de igual
forma que existe homogeneidad en las tres unidades de suelo. Para hacer el andlisis
estadistico presentado en el Cuadro 21, se utilizaron las 3 medidas repetidas de

humedad de los suelos Antrosol, Gleysol e Histosol en forma simultanea.

Cuadro 21. Analisis de varianza de las medidas repetidas. Coeficientes de
correlacién parcial de humedad en medidas repetidas.

Variable Humedad 1 Humedad 2 Humedad 3
Repeticion 1 1 -0.999* 0.999*
Repeticion 2 1 0.997*
Repeticion 3 1

* Correlacion significativa al nivel de 0.05 (p<0.05).

Por otra parte, se aplicé la prueba de efectos principales dentro de sujetos
(Herrera y Barreras, 2005). Esta prueba examina las diferencias de las
concentraciones de HTP y CDP obtenidas en las repeticiones de cada uno de los
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tratamientos. La hipotesis nula es que la concentracion de HTP 6 CDP no cambia en
las repeticiones de cada uno de los tratamientos, y la hipotesis alternativa es que la
concentracion de HTP y CDP varia dentro de las repeticiones para cada tratamiento.

El programa estadistico SAS, muestra las pruebas presentadas en el Cuadro 22.

Cuadro 22. Criterio estadistico para la hipétesis de efecto en las repeticiones.

Estadistico Valor F Valor Pr>F
Wilk” Lambda 0.815 0.6 <0.6307
Pillai’s Trace 0.184 0.6 <0.6307
Hotelling-Lawley Trace 0.226 0.6 <0.6307
Roy’s Greatest Root 0.226 0.6 <0.6307

Significancia al nivel de 0.0001 (p<0.0001) para todos los estadisticos.

De acuerdo con Herrera y Barreras (2005), la prueba Wilk’s Lambda es la mas
comunmente usada. Debido a que p<0.0001 no se cumple para ninguna de las
pruebas estadisticas, se acepta la hip6tesis nula (Ho), se rechaza la hipoétesis
alternativa (H1), y se concluye que las concentraciones de HTP y CDP no cambian
en las repeticiones de cada uno de los tratamientos. Con base en la informacién
presentada, las determinaciones de humedad, asi como contenido de HTP y CDP,
garantizaron unidades experimentales (suelos Antrosol, Gleysol e Histosol) uniformes
en sus propiedades fisicas o quimicas, por lo cual los suelos presentan

homogeneidad.

Con las pruebas realizadas, se logré calificar la calidad analitica de los
resultados emitidos, la homogeneidad de las muestras utilizadas en la
experimentacion, asi como establecer una estrategia metodolégica para evaluar los

resultados cuando no se cuenta con estandares de referencia.

4.2. Relacion entre las propiedades del suelo con los contenidos de HTP y
CDP

Las relaciones que tienen todas las variables entre si, se presentan por medio
de la matriz de correlacion de Pearson, tomando en cuenta que los analisis de HTP y

CDP se hicieron con tres disolventes diferentes (Cuadros 23, 24 y 25).
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Cuadro 23. Matriz de correlacion de propiedades del suelo (Antrosol, Gleysol e
Histosol) con el contenido de hidrocarburos totales de petréleo (HTP)
y compuestos derivados del petroleo (CDP) en metanol para el
horizonte superficial.

Variable pH CIC MO Arcilla HTP y CDP
pH 1 -0.6425 -0.6998 0.09578 -0.47067
CIC 1 "0.9970 "0.82430 '0.97851
MO 1 -0.77803 '0.95962
Arcilla 1 -0.92333
CDP 1

CIC= Capacidad de intercambio cationico = MO= Materia organica pH= Potencial de Hidrégeno.
CDP= Compuestos derivados del petréleo  * Correlacion significativa al nivel de 0.05

Cuadro 24. Matriz de correlacion de propiedades del suelo (Antrosol, Gleysol e
Histosol) con el contenido de hidrocarburos totales de petréleo (HTP)
y compuestos derivados del petroleo (CDP) en hexano para el
horizonte superficial.

Variable pH CiC MO Arcilla HTP y CDP
pH 1 -0.6425 -0.6998 0.09578 -0.8099
CIC 1 "0.9970 -0.82430 '0.9698
MO 1 -0.77803 '0.9857
Arcilla 1 -0.6614
CDP 1

CIC= Capacidad de intercambio cationico = MO= Materia organica pH= Potencial de Hidrégeno.
HTP= Hidrocarburos totales del petréleo * Correlacion significativa al nivel de 0.05

Cuadro 25. Matriz de correlacion de propiedades del suelo (Antrosol, Gleysol e
Histosol) con el contenido de hidrocarburos totales del petrdleo (HTP)
y compuestos derivados del petréleo (CDP) en diclorometano para el
horizonte superficial.

Variable pH CIC MO Arcilla HTP y CDP
pH 1 -0.6425 -0.6998 0.09578 -0.8063
CIC 1 "0.9970 -0.82430 '0.9712
MO 1 -0.77803 '0.9867
Arcilla 1 0.6659
CDP 1

CIC= Capacidad de intercambio cationico = MO= Materia organica pH= Potencial de Hidrégeno.
HTP= Hidrocarburos totales del petréleo * Correlacion significativa al nivel de 0.05
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La determinacion de CDP (en metanol) (Cuadro 23) correlacion6 positivamente
con la MO, de acuerdo con el coeficiente de correlacion de Pearson (0.95962) y el
nivel de significancia (NCS) (NCS<0.5) (Cuadro 25) e indica que los compuestos
derivados del petroleo, y solubles en metanol, estan adsorbidos en la materia
organica (Sadler y Connell 2003). También se observd asociacion positiva de los
CDP solubles en metanol y la CIC (0.97851 y NCS<0.5), por lo cual se asume, que a
mayor sedes de intercambio en un suelo, se favorece la adsorcion de los
compuestos solubles en metanol. Esto se explica porque, de acuerdo con Wade

(1993), los compuestos solubles en metanol son polares.

El contenido de HTP y CDP (en hexano), correlacion6 positivamente con la MO
de acuerdo con el coeficiente de correlacion de Pearson (0.9857) y el nivel de
significancia (NCS<0.5) (Cuadro 24). Ortiz y Garcia (2003) mencionaron que los
compuestos solubles en hexano, son principalmente hidrocarburos saturados e
hidrocarburos aromaticos mas benzotiofenos, nafténicos, parafinicos y algunas
resinas, por lo cual la alta correlacion de HTP y CDP (en hexano) con la MO es
explicada muy posiblemente por la adsorcion de estos en la materia organica (Sadler
y Connell, 2003). También se observo asociacion positiva de los HTP con la CIC
(0.9698 y NCS=<0.5), lo cual se asemeja con lo reportado por Zavala et al. (2003),
quienes encontraron relacién positiva entre la variable CIC y el contenido de
hidrocarburos aromaticos y policiclicos. Esta asociacién positiva, posiblemente se
debe a una interrupcion causada por los hidrocarburos entre las interacciones
electrostaticas de los nutrientes cationicos (Ca*™, K", NH4") con las particulas del

suelo con carga negativa (Adams et al., 2008).

El contenido de HTP (en diclorometano) correlacion6 positivamente con la MO
de acuerdo al coeficiente de correlacion de Pearson 0.9867 y NCS<0.5 (Cuadro 25),
indicando que los compuestos solubles en diclorometano son también retenidos en la
materia organica, al igual que los solubles en metanol y hexano (Sadler y Connell,
2003). Pardo et al., (2004) mencionan que los compuestos solubles en diclorometano
son principalmente hidrocarburos policiclicos aromaticos. Por otra parte, en este

suelo también se observa asociacion positiva del contenido de HTP con la CIC
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(0.9712); lo cual, contrasta con lo reportado por Martinez y Lopez (2001), quienes no

encontraron asociacion entre ambas variables.

En ninguna de las determinaciones de HTP y CDP con los tres disolventes, se
observo asociacion significativa entre la arcilla y el pH del suelo, lo cual coincide con
lo reportado por Zavala et al. (2003), pero contrario a lo reportado por Bohn et al.
(1980), Gupta y Lin (1993), Gutiérrez y Zavala (2002), y Sadler y Connell (2003) para
el caso de la arcilla. Este proceso, se atribuye a la humedad y precipitacion
presentes en el suelo, que como consecuencia disminuye la adsorcion de los
hidrocarburos en la arcilla y poros del suelo (Zavala et al., 2003). De acuerdo con lo
anterior, aunque se tengan grandes proporciones de arcilla y espacio poroso en un
suelo, su capacidad adsortiva de hidrocarburos, dependera de la cantidad de agua
presente, ya que cuando ocurre un derrame en el suelo, los hidrocarburos compiten
pobremente con el agua en el espacio poroso (Cole, 1994). En los Cuadros 23 ,24 y
25, se observa una correlacion positiva de la arcilla con el pH, la MO y la CIC del
suelo, por lo cual la arcilla ejerce una gran influencia sobre las propiedades quimicas

y fisicas del suelo (Porta et al., 2003), mas no en la adsorcién de HTP 6 CDP.

Los coeficientes de correlacion presentados en los Cuadros 23, 24 y 25
indicaron, que los contenidos de HTP y CDP estan altamente asociados con la CIC y
con la MO.

4.3. Resultados del disefio experimental
En el Cuadro 26 se presentan los parametros del disefio experimental, asi

como las respuestas obtenidas. La respuesta considerada, fue el promedio de
recuperaciones de los distintos HTP y CDP (compuestos derivados del petroleo).
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Cuadro 26. Concentraciones de hidrocarburos totales de petréleo (HTP) vy
compuestos derivados del petroleo (CDP) en cada suelo.

HTP y CDP (mg kg™ base seca)

Tratamiento (Antrosol) (Gleysol) (Histosol)
4 horas Metanol 4599s 39302k 55536h
Hexano 4111s 21831n 86929d
Diclorometano 87390p 28994Im 107838b
8 horas Metanol 5977rqgs 45104 682209
Hexano 4902rs 21997n 89026¢
Diclorometano 91940 28583m 110029a
12 horas Metanol 6645rq 48266i 70231f
Hexano 4920rs 22256n 89775c
Diclorometano 91650 304671 109744ab
16 horas Metanol 7207pq 49095i 74991e
Hexano 5002rs 22497n 90890c
Diclorometano 92540 30677l 111015a

Medias con distinta letra en sentido vertical son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).

El Cuadro 26 muestra que en cada tipo de suelo, se tiene asignacion de letras
diferentes para las respuestas de HTP y CDP, lo que se atribuye a una diferenciacion
estadistica para cada unidad de suelo (suelos Antrosol, Gleysol e Histosol) efectuada
por el estadistico SAS (SAS Institute, 2000) al evaluar el disefio experimental. En el
Cuadro 26 se observa que las letras asignadas para los diferentes tratamientos a
cada unidad de suelo, no se repiten para las otras unidades. La fraccion de HTP se
define como aquellos hidrocarburos del extracto organico total pertenecientes a la
fraccion aromética y la fraccién saturada, como se estableci6 en el método EPA
3611b (1996g). Los CDP son considerados en esta investigacion, como aquellos
compuestos derivados del petréleo que tienen en su estructura quimica atomos
diferentes al carbono e hidréogeno (Wade, 1993; Centeno et al., 2004; Melo y
Cuamatzi, 2007). Los tratamientos con metanol a diferentes tiempos, proporcionaron

las mayores cuantificaciones de HTP y CDP en el suelo Gleysol, mientras que para
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el suelo Histosol se obtuvieron las menores cuantificaciones de HTP y CDP extraidos

con metanol, cuando se compararon con los otros dos extractantes.

Por otra parte, los tratamientos con hexano en los diferentes tiempos,
proporcionaron las menores cuantificaciones de HTP y CDP para los suelos Antrosol
y Gleysol, mientras que para el suelo Histosol se observaron cuantificaciones altas,

cercanas a las obtenidas con diclorometano (Cuadro 26).

Los tratamientos con diclorometano mostraron las cuantificaciones mas altas
de HTP y CDP para los suelos Antrosol e Histosol. Sin embargo, en el suelo Gleysol,

este extractante no proporcion6 las mayores cuantificaciones (Cuadro 26).

El efecto de los disolventes de extraccion fue mas marcado en el suelo
Histosol. Esto se explica, porque los Histosoles son formados de materiales
organicos, con propiedades fisicas y quimicas que difieren fuertemente de los suelos
minerales (FAO/ISRIC/SICS, 1999) (Cuadro 6). Al respecto, Nufiez (2000) y Porta et
al. (2003) mencionaron que un suelo Histosol presenta un contenido de materia
organica superior al 20 % y esta saturado con agua gran parte del afio, mientras que
un suelo Antrosol es considerado un suelo mineral. Por estas cualidades
mencionadas, el efecto del disolvente en la extraccidon esta en funcion de la fraccion

organica o mineral de un suelo.

Eweis et al. (1998) y Pardo et al. (2004) mencionaron que la tasa de
biodegradacion en el suelo, se duplica cuando los factores como la temperatura y
humedad del suelo son adecuados, sobre todo en los hidrocarburos més facilmente
degradables, como son los hidrocarburos lineales. Ademas, Riser-Roberts (1998)
menciono6 que el pH del suelo afecta la movilidad, formas ionizables y solubilidad de
contaminantes en el suelo, y que el pH optimo para la degradacion de contaminantes
y residuos, esta en el intervalo de 6.5 a 8. Al respecto Pardo et al. (2004)
mencionaron que valores de pH extremos afectan de manera negativa a las
comunidades microbianas inhibiendo su capacidad para degradar hidrocarburos. En
el Cuadro 14, se observan valores de pH bajos, para los suelos Gleysol e Histosol
comparados con el intervalo optimo, y al hacer un diagnostico exploratorio en las
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concentraciones de hidrocarburos con los tres solventes, de acuerdo con el método
EPA 4030(1996f), para cada suelo, las concentraciones de hidrocarburos y
compuestos derivados del petrdleo, son altas en los tres sitios (Cuadro 26), lo cual
supone la existencia de compuestos que no presentan condiciones favorables para
su degradacion e indica que existe contaminacion del suelo ya que se rebasan los
niveles establecidos por Adams et al. (2008) y la Norma Oficial Mexicana NOM-138-
SEMARNAT/SS-2003. Ademas se observé que las mayores concentraciones de HTP
y CDP, se encontraron en los suelos con mayor contenido de materia organica

(Gleysol e Histosol).

Al respecto, Garcia-Falcén et al. (2004) asi como Dreyer y Radke (2005)
sefalaron que las caracteristicas de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP)
(baja solubilidad en agua y baja polaridad) los convierten en componentes con alta
capacidad para ser adsorbidos por la materia organica de los suelos. Por otra parte,
Riser-Roberts (1998) sefalé a los HAP de 4 6 5 anillos bencénicos como los mas

persistentes en el ambiente.

Para encontrar el tratamiento que proporcioné la maxima recuperacion de HTP
y CDP en cada suelo, fue utilizado el andlisis de varianza (ANOVA) para estimar la
significancia de los efectos principales y sus interacciones, tal y como se indica en el
Cuadro 27. En este Cuadro la suma de cuadrados fue el factor utilizado para estimar
las relaciones F, es decir las relaciones de los respectivos cuadrados medios de los
efectos y el cuadrado medio del error. ElI valor P indica cual factor es

estadisticamente significativo, y cuél no lo es.

El Cuadro 27 muestra que los factores A, B y C fueron todos significativos en
el proceso de extraccion en estudio. Es decir, existen diferencias significativas
(P<0.0001) entre los niveles de disolvente, tiempo de extraccion y suelo. Las
interacciones de A x B (suelo-tiempo de extraccion), A x C (suelo-disolvente), y B x C
(tiempo-disolvente), también fueron estadisticamente significativas. La significancia
de la interaccion suelo-disolvente se reflejé también, en la informacién presentada

para el Cuadro 26.
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Cuadro 27. Analisis de varianza (ANOVA) para el diseiio factorial.

Efecto Suma de Grados de Cuadrado F P

cuadrados libertad medio

(*10%) (*10%)

Tratamientos 16.2348 23 0.7058 3944.40 <.0001
A 14.5470 2 7.2700 40644.70 <.0001
B 0.4645 3 0.1548 86.54 <.0001
C 0.3016 2 0.1508 842.82 <.0001
A*B 0.0224 6 0.0037 20.94 <.0001
A*C 1.2857 4 0.3214 1796.24 <.0001
B*C 0.0314 6 0.0052 29.32 <.0001
ET' 0.0180 101 0.0002
scT't 16.2529 124

A=Unidad de suelo (Antrosol, Gleysol e Histosol) B=Tiempo de extraccion C=Disolvente
TError experimental y ""'Suma de cuadrados totales.

El efecto de los disolventes en cada uno de los suelos, ademas de verificarse
en forma estadistica, también se puede observar en las Figuras 10, 11y 12. Aunque
el efecto, de forma fisica es mas notorio para el diclorometano, en el suelo Antrosol y

Gleysol.

El suelo Antrosol presenté un derrame de petréleo crudo con antigiiedad de
mas de 20 afios, y aunque el aspecto fisico del suelo antes de la extraccion
manifestaba estar ausente de contaminacion, la capacidad extractora del
diclorometano fue suficiente para disolver compuestos que no se apreciaron de igual
forma en los extractos con hexano y metanol. Estos compuestos se atribuyen a
compuestos aromaticos policiclicos de alto peso molecular y muy lenta degradacion
(Pardo et al., 2004; IMO, 2005) que no son cuantificables en las determinaciones de
la fraccion pesada de hidrocarburos con hexano en los método EPA 9071B (1998) y
la Norma Oficial Mexicana NMX-AA-134-scfi-2006 (derivada de la Norma Oficial
Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SS-2003).
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Figura 10. Aspecto de la extraccion Soxhlet de hidrocarburos totales de petréleo
(HTP) y compuestos derivados del petroleo (CDP) después de 6 horas con
metanol (a y e), hexano (b y d) y diclorometano (c) en el suelo Antrosol.

Figura 11. Aspecto de la extraccion de hidrocarburos totales del petréleo (HTP) y
compuestos derivados del petréleo (CDP) con los disolventes, hexano (a),
diclorometano (b) y metanol (c) en un suelo Gleysol.
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Figura 12. Aspecto de la capacidad extractora de hidrocarburos totales de petréleo
(HTP) y compuestos derivados del petréleo (CDP) por efecto de los
disolventes diclorometano (a), metanol (b) y hexano (c), en el suelo
Histosol.

En la Figura 12, se observa que las coloraciones de extractos obtenidos con
hexano y diclorometano son muy marcadas en el suelo Histosol, siendo imposible
establecer una diferencia fisica en los efectos de estos disolventes. Gamboa et al.
(2005) mencionaron que las fracciones de petroleo recuperadas con diclorometano
corresponden a compuestos saturados, aromaticos y polares. En los extractos con

diclorometano, es probable la existencia de estos compuestos.

Los extractos con metanol presentaron coloraciones mas claras en los tres
suelos al ser comparadas con los extractos obtenidos a partir de hexano y
diclorometano. Aunque son escasos los trabajos en los que se emplea metanol para
la extraccion de HTP y CDP en suelos, Armenta et al. (2008) efectuaron la
caracterizacion espectroscopica de estructuras organicas de acidos humicos
extraidas con metanol en muestras de suelo, empleando un extractor Soxhlet, y
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encontraron sefiales asociadas a alcoholes, fenoles, hidrocarburos alifaticos, acidos
carboxilicos, amidas, esteres y una alta complejidad estructural que manifiesta la
presencia de compuestos con un mayor caracter aromatico. La coloracién de
extractos con metanol, se puede atribuir a la posible presencia de los compuestos

antes mencionados, ademas de los HTP y CDP que pudieran estar presentes.

4.4, Optimizacion de la etapa de extraccion de HTP y CDP en funcion de
las propiedades fisicas y quimicas de cada suelo

En la Figura 13, se observa la cuantificacion de HTP y CDP obtenidas en un
suelo Antrosol Districo Hortico, al emplear los diferentes extractantes (sitio 1). Se
aprecia que las determinaciones gravimétricas de HTP y CDP obtenidas con
diclorometano, son muy superiores a las obtenidas a partir de metanol y hexano a

medida que se incrementa el tiempo de extraccion.
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Figura 13. Cuantificacion de hidrocarburos totales de petroleo (HTP) y compuestos
derivados del petr6leo(CDP), en un suelo Antrosol Districo Hortico. Letras
distintas en cada curva son estadisticamente diferentes (Tukey, p=0.05).
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El petréleo es una mezcla compleja de compuestos polares (compuestos con
azufre, nitrégeno, oxigeno o metales pesados en su estructura) y compuestos no
polares (hidrocarburos) (Murgich et al., 1999; Centeno et al., 2004; Melo y Cuamatzi,
2007), por lo que al utilizar hexano como disolvente en las extracciones, son
cuantificables algunos compuestos no polares, como los hidrocarburos lineales
(Villalobos et al., 2008). Por otra parte, el empleo de diclorometano, ademas de
hidrocarburos lineales, permite la cuantificacion de otros compuestos, entre ellos los

hidrocarburos arométicos policiclicos (Pardo et al., 2004 y Gamboa et al., 2005).

Este suelo presenta una coloracion parda; a lo cual Porta et al. (2003)
sefalaron que esta coloracidon es propia de suelos bien aireados y con buen drenaje.
Por otra parte, Gutiérrez y Zavala (2002) mencionaron que un buen drenaje favorece
la volatilizacion, lixiviacion u oxidacion de los hidrocarburos. Sin embargo, las altas
cuantificaciones de HTP y CDP, a partir de los tres disolventes muestran la posible
existencia de compuestos aromaticos policiclicos que han sufrido una lenta
degradacion (IMO, 2005) a lo largo de casi 20 afos, y a los que Adams et al. (2008)
atribuyeron a hidrocarburos de medio a alto peso molecular, que ademas fueron
poco solubles en hexano y evidenciaron la poca eficiencia de este extractante en un
suelo de textura arenosa (sitio 1), al observar las menores cuantificaciones de HTP y
CDP frente a los otros disolventes (Figura 13). Por otra parte, Adams et al. (2008)
mencionaron que en suelos arenosos con presencia de antiguos derrames, se
desarrolla una lamina delgada de hidrocarburos meteorizados que reduce la
capacidad de humectacion del suelo e incrementa significativamente la repelencia al
agua a concentraciones de HTP en el rango de 2400 mg kg™de suelo. Este rango de
concentracion e incluso superiores, son observadas en la Figura 13, para las
mediciones de HTP y CDP efectuadas con los tres solventes, por lo que se justifica la

presencia de baja humedad en el suelo Antrosol (Cuadro 18).

En el suelo Antrosol, el tiempo optimizado al utilizar hexano como solvente en
el sistema de extraccion Soxhlet es de 4 horas, si se quiere cuantificar la maxima
cantidad de hidrocarburos presentes. La cuantificacion de HTP en el suelo Antrosol

no presenté diferencias estadisticas significativas cuando se realizé la extraccion con
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hexano en los cuatro tiempos propuestos. Lo anterior, coincide con la Norma Oficial
Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 y el método EPA 9071B (1998), los
cuales establecen un tiempo de extraccion maximo de 4 horas, cuando se utiliza

hexano.

Hernandez-Valencia y Mager (2003) evaluaron en un ensayo en invernadero,
la capacidad de fitorremediacion de dos gramineas, en un suelo contaminado de
textura arenosa y baja capacidad de intercambio cationico (CIC), por lo cual
realizaron la determinacion de hidrocarburos segun el método gravimétrico EPA
3540C (1996a) utilizando como extractante diclorometano. Aunque en este trabajo no
se menciona el tiempo de extraccion empleado, el método EPA 3540C (1996a),
argumenta que un disolvente en un sistema de extraccion Soxhlet actuara en un
periodo 16 a 24 horas. En la Figura 13, se observa que el tiempo optimizado al
utilizar diclorometano en un suelo Antrosol de textura arenosa, bajo contenido de MO
y baja CIC (Cuadro 14), fue de 4 horas. A mayor tiempo de extraccion las
cuantificaciones de HTP y CDP no fueron estadisticamente diferentes, con lo cual se

reduce en 12 a 20 horas la extraccion de HTP y CDP en suelos Antrosoles.

Los trabajos en donde se utilice metanol como solvente en un sistema de
extraccibn Soxhlet para la determinacion de hidrocarburos son escasos. Sin
embargo, si se ha empleado en combinacién con otro disolventes (Cuadro 8), y en
forma independiente para la identificacion y cuantificacion de hidrocarburos
aromaticos policiclicos empleando sistemas de extraccion diferentes al Soxhlet (Van
Shooten et al., 1997; Garcia-Gomez et al., 2004 y Richardson et al., 2004).

En el presente trabajo se ha optimizado un tiempo de extraccion de 8 horas, al

utilizar metanol como disolvente para un suelo Antrosol.

Al tratar el suelo con un disolvente de alta polaridad como el metanol, las
cuantificaciones de HTP y CDP obtenidas se pueden atribuir a esa fraccion polar que
es removida en el procedimiento de limpieza con gel de silice, sugerido en el método
EPA 418.1 (1978 y 1986a), método EPA 9071B (1998) y la Norma Oficial Mexicana
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003). Por otra parte, Villalobos et al. (2008) mencionaron
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gue esta técnica de limpieza con gel de silice, puede omitirse en las determinaciones
gravimétricas, debido a que esta no retiene la materia orgéanica natural causante de
interferencias en las mediciones de HTP y convenientemente, es aplicable a suelos
con un contenido de carbono organico por encima del 5%. La omisién de limpieza,

indicada por Villalobos et al. (2008) fue la opcion utilizada en el presente trabajo.

Gutiérrez y Zavala (2002) al estudiar la relacion de rasgos hidromorficos,
mineralogia, y actividad biolégica de suelos tropicales como variables de impacto en
la acumulacion de hidrocarburos, mencionan que los suelos arenosos presentan
condiciones oxidantes generadas por los poros de conduccion, que favorecen la
degradacion de hidrocarburos y hacen que las concentraciones sean bajas. Por esta
razon la concentracién de hidrocarburos en estos suelos, deberia ser baja, situacion
gue no se observa para las cuantificaciones altas de HTP y CDP en las extracciones
con los tiempos optimizados (>1000 mg/kg), de acuerdo con el método EPA
4030(1996f), lo cual puede atribuirse a la antigledad del derrame (alrededor de 20
afos), la composicidén del crudo presente, y la posible presencia de compuestos con
alto peso molecular (alquilarométicos y alcanos ramificados) (Pardo et al., 2004). Al
respecto Adams et al. (2008) consideraron bajas las concentraciones de HTP, en un
rango de 2500-4000 mg kgt de suelo, y mencionan que para sitios muy
meteorizados en el suelo superficial (derrames muy viejos) existe afectacion de la

fertilidad del suelo a este rango de concentracion de HTP.

Gutiérrez y Zavala (2002) mencionaron que a concentraciones bajas de HTP
en suelos arenosos, los contaminantes encuentran pocas superficies activas para ser
retenidos y Porta et al. (2003) sefialaron que la CIC determina la influencia de
adsorciéon en el suelo, al permitir la retencibn de elementos contaminantes
incorporados al suelo, asi mismo interviene en el desarrollo de estructura y
estabilidad de agregados. Aun cuando se obtuvo un valor de CIC bajo y una textura
arenosa (Cuadro 14), para el suelo Antrosol, los contenidos de HTP y CDP
estuvieron por encima de 4000 mg kg™, a partir de los tres disolventes, debido a que

en el medio tropical los hidrocarburos que podrian perdurar después de un derrame

58



corresponden a la fraccion media (C11-Cas) 0 la fraccion pesada (>Cazg) (Adams et al.,
2008).

En la Figura 14, se pueden observar las cuantificaciones de HTP vy
compuestos derivados del petréleo, obtenidas a partir de los disolventes empleados
en un suelo Histosol Rehico Saprico (Eutrico Toxico Sodico) (sitio 3). Para el caso de
este suelo, las cuantificaciones mayores de HTP y compuestos derivados del
petréleo, fueron obtenidas al usar diclorometano como disolvente de extraccion, al

igual que en el suelo Antrosol.

Deuel y Holliday (1997) mencionaron que el diclorometano ha mostrado ser un
extractante efectivo de aceites y grasas en el suelo. EI comportamiento de los
disolventes metanol y hexano en este suelo, es diferente al comportamiento
observado para el suelo Antrosol (Figura 13). En el suelo Histosol, se observa que la
cuantificacion de HTP con hexano es superior a la obtenida con metanol, mientras que

en el suelo Antrosol, el comportamiento de los disolventes sucede en forma inversa.

Wade (1993) menciond que el momento dipolar y la constante diélectrica, son
indicadores de la polaridad de una molécula y que la disolucion entre sustancias soélo
se lleva a efecto cuando ambas tienen indices de polaridad semejantes. La mayor
capacidad de disolucién del hexano (indice de polaridad=0) en el suelo Histosol,
contrario a lo que sucede en el suelo Antrosol, se atribuye a la composicién del crudo
presente (compuestos polares y no polares) y a la existencia de hidrocarburos de
cadena lineal (Villalobos et al., 2008) adsorbidos en la materia organica del suelo, que
posiblemente no se encuentran en las mismas proporciones en el suelo Antrosol. Sin
embargo en el suelo Antrosol, el metanol mostré una mayor capacidad de disolucion
de compuestos frente al hexano, compuestos que pueden tratarse de fenoles,
alcoholes, acidos carboxilicos y grupos alifaticos caracteristicos de los asfaltenos
(Fernandez et al., 2009).
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Figura 14. Cuantificacion de hidrocarburos totales de petroleo (HTP) y compuestos
derivados del petrdleo (CDP), en un suelo Histosol Rehico Saprico
(Eutrico Toxico Sdbdico). Letras distintas en cada curva son
estadisticamente diferentes (Tukey, p=0.05).

Por otra parte, Dragun (1998) mencioné que la magnitud de las fuerzas de Van
der Waals y las interacciones dipolo-dipolo entre las moléculas, determinan la
solubilidad de compuestos quimicos en los disolventes orgénicos. Esto explica las
altas cuantificaciones obtenidas con hexano y metanol en el suelo Histosol, que
puede estar constituido por compuestos con grupos funcionales complejos (hidratos
de carbono, celulosa, hemicelulosa, lignina, taninos, proteinas y macromoléculas
lipidicas) que favorecen las interacciones dipolo-dipolo entre las moléculas (Porta et
al., 2003). Por lo tanto, no se descarta la posibilidad de que estos compuestos
puedan estar presentes en las cuantificaciones, ademas de los compuestos

derivados del petréleo; debido a las interacciones dipolo-dipolo entre los compuestos
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derivados de la materia organica de este suelo (Cuadro 6). Al respecto, Manahan
(2007) menciond que la presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos es una
caracteristica importante de la materia organica del suelo, y que los compuestos
encontrados de forma natural en el suelo incluyen el fluoranteno, el pireno y el
criseno. Estos autores también mencionaron, que el humus del suelo es de los
componentes organicos mas importantes y que la capacidad de retencion de
contaminantes en el suelo aumenta en un relacion directa y positiva por la presencia

de sustancias humicas.

En consecuencia, los tiempos optimizados para la extraccion de HTP y CDP
en este suelo (Histosol) son mayores (Figura 14), comparados con los obtenidos en
el suelo Antrosol (Figura 13). El tiempo optimizado al usar diclorometano o hexano
como solvente de extraccién es de 8 horas, las extracciones efectuadas a mayor
tiempo no proporcionaron cuantificaciones estadisticamente diferentes. Para el caso
de usar metanol como solvente de extraccion, en la Figura 14 se observa que al
incrementar el tiempo de extraccion aumentan significativamente las cuantificaciones
de HTP y CDP, por lo cual, en otra etapa de estas investigaciones para este suelo,
deben estudiarse tratamientos que incrementen el tiempo de extracciébn con este
solvente y permitan encontrar el tiempo 6ptimo de extraccién. Skoog et al. (2008)
mencionaron que el utilizar un extractor Soxhlet para el analisis de hidrocarburos, por
lo regular requiere varias horas para alcanzar recuperaciones satisfactorias de
analitos, y en ocasiones no se consiguen, situacion que se presenté al utilizar
metanol como extractante. Al respecto, Armenta et al. (2008) emplearon extracciones
sucesivas con diferentes disolventes en un equipo Soxhlet para lograr la separacion
de compuestos organicos de los acidos humicos en suelos con alto contenido de
MO; el metanol fue uno de los disolventes utilizados en forma pura, y en la mezcla
metanol-diclorometano (1:1), con un tiempo de contacto de 130 y 133 horas
respectivamente con la muestra de suelo al momento de la extraccion. Estos
prolongados tiempos de contacto disolvente-suelo, se deben posiblemente al tipo de
matriz que se estudia, ya que el Histosol es de los suelos mas ricos en materia

organica y por tanto quimicamente mas complejos.
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Para este suelo, el tiempo optimizado al utilizar hexano como solvente de
extraccion no coincide con el tiempo (4 horas) establecido en la Norma Oficial
Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 y el método EPA 9071B (1998), lo que
puede atribuirse a un alto contenido de compuestos organicos que interaccionan con
el solvente en tiempos superiores a 4 horas de extraccion. Ademéas de acuerdo con
el método EPA 4030(1996f), las cuantificaciones de HTP y CDP que se obtuvieron

para los tiempos optimizados también son altas en este suelo (sitio 3).

En la Figura 15, se pueden observar las cuantificaciones de HTP y CDP,
obtenidas a partir de los tres disolventes empleados en un suelo Gleysol Histico
(Districo, Hamico) (sitio 2). Se observaron que las cuantificaciones mas altas se

obtuvieron al utilizar metanol.

Al respecto, Garcia-Gomez et al. (2004) efectuaron la cuantificacion con
diferentes disolventes, mediante cromatografia y analisis espectroscopicos, en
extractos de un suelo contaminado con alto contenido de materia organica (15.29 %),
reportando al fenantreno, naftaleno, fluoreno, fluoranteno, pireno, criseno,
benzo(a)pireno y, dibenzo(a,h)antraceno como compuestos solubles en metanol, y
concluyeron que conforme la polaridad de un solvente aumenta, se favorece la
extraccion de hidrocarburos arométicos. Por lo anterior, las altas cuantificaciones en
metanol, se puede atribuir a la presencia de compuestos aromaticos, los cuales
posiblemente estan presentes con cantidades similares en el petrdleo crudo
derramado sobre el suelo Antrosol, sin embargo este suelo tiene pocas superficies
activas para retener los contaminantes (Gutiérrez y Zavala, 2002) y presenta una CIC
baja (Cuadro 14), mientras que el suelo Gleysol presenta una mayor CIC y un alto
contenido de MO que favorece la adsorcion de hidrocarburos aroméaticos policiclicos
en la materia organica del suelo (Garcia-Falcon et al. 2004; Dreyer y Radke (2005).
Por esta razén no se extraen cantidades similares de HTP y CDP en los suelos
Antrosol y Gleysol, aun cuando presentan derrames muy antiguos. Por todo lo
anterior, es de esperarse que las mayores cuantificaciones fueran reportadas para el

suelo Gleysol, como se observa en la Figura 15.
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Figura 15. Cuantificacién de hidrocarburos totales de petroleo (HTP) y compuestos derivados del petréleo (CDP), en un
suelo Gleysol Histico (Districo, HUumico). Letras distintas en cada curva son estadisticamente diferentes
(Tukey, p=0.05).
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El tiempo optimizado en este trabajo, al utilizar diclorometano como disolvente
fue de 4 horas. Al respecto Sanchez et al. (2004) estudiaron la descontaminacion por
petréleo de un suelo Gleysol histi-orthiéutrico (abruptico) usando pasto aleman
(Echinochloa polystachya), asociado con poblaciones autdctonas de bacterias y
hongos rizosféricos, y efectuaron la extraccion de HTP con diclorometano en equipo
Soxhlet durante 12 horas. Se concluye entonces, que para este suelo y este

disolvente el tiempo de extraccion se reduce en 8 horas.

Por otra parte en este suelo, el tiempo que se optimizé al usar hexano como
disolvente de extraccion, fue de 4 horas, el cuél coincide con el tiempo de 4 horas,
propuesto en la Norma Oficial Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 y el
método EPA 9071B (1998). El efecto de los disolventes en este suelo, fue diferente
al presentado en la Figura 13 y 14, lo cual se podria explicar por la composicion y la
concentracion del crudo presente. La solubilidad del metanol frente a los otros dos
extractantes denota una mayor existencia de compuestos medianamente polares
comparada con la existencia de hidrocarburos lineales comunmente solubles en
hexano (Ortiz y Garcia, 2003; Pardo et al., 2004).

Las cuantificaciones de HTP y CDP que se obtuvieron para los tiempos
optimizados fueron altas en el suelo del sitio 2, de acuerdo con el método EPA 4030
(1996f), y se observd que las extracciones de HTP y CDP aumentan conforme se
incrementa la polaridad del solvente, lo cual coincide con lo sefalado por Garcia-
GOmez et al. (2004). El efecto del disolvente y la necesidad de optimizar tiempos de
extraccion en las unidades de suelo, se demostro con la significancia de los niveles
(Cuadro 29), pero se confirmd, con las figuras presentadas para los tiempos

optimizados de extracciones en cada uno de los suelos.
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5. CONCLUSIONES

Para el andlisis de hidrocarburos correspondientes a la fraccion pesada en
muestras de suelo, el tiempo de extraccion propuesto en la Norma Oficial Mexicana y
en el método EPA 9071B, fue optimizado en funcion de las caracteristicas fisicas y
quimicas del suelo. Especialmente en aquellos suelos que presentan altos
contenidos de materia organica y los que presentan baja capacidad de intercambio

catidnico. Con el presente trabajo se concluye que:

- Para la extraccion Soxhlet con hexano, son suficientes 4 horas para los suelos
Antrosol y Gleysol, mientras que para el suelo Histosol son necesarias 8
horas.

- Cuando en la extraccion Soxhlet sea utilizado metanol seran suficientes 8 y 12
horas para un suelo Antrosol y Gleysol, respectivamente, mientras que para el
Histosol son necesarias mas de 16 horas.

- La extraccion Soxhlet con diclorometano se debe realizar, durante 4 horas
para el suelo Antrosol y Gleysol, y durante 8 horas para el suelo Histosol.

- La extraccion Soxhlet, es uno de los recursos mas empleados en los analisis
de HTP y CDP. Sin embargo, esta condicionada la eleccién del solvente y el

tiempo de extraccion, dependiendo del tipo de suelo.

En la presente investigacion, la optimizacion del tiempo de extraccion para tres
tipos de suelo y tres disolventes; permitird invertir menor tiempo en los anlisis

cuando se tienen que procesar grandes lotes de muestras.

Adicionalmente, se establecié una metodologia para evaluar la reproducibilidad
de las mediciones realizadas cuando no se cuenta con materiales de referencia
certificados; asi también se realizaron pruebas estadisticas de reproducibilidad de las
mediciones. Lo anterior, es aplicable en investigaciones en las cuales se desarrollan
nuevas metodologias analiticas para cuantificar fracciones o contenidos totales de un

analito determinado.
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