TOPICOS DE INVESTIGACION EN CIENCIAS DE LA TIERRA Y MATERIALES

Regresar al indice

IMPLEMENTACI()N DE LA METODOLOGIA DE EXTRACCION DE LA MATERIA
ORGANICA SOLUBLE EN LUTITAS Y CALCARENITAS PARA LA IDENTIFICACION DE
COMPUESTOS ORGANICOS Y BIOMARCADORES.

Patricia Candelaria Montiel Garcia, Mara Cassandra Quiroz Acufia, Kinardo Flores Castro, Enrique Cruz
Chavez, Evodio Pedro Castafieda Ovando

Area Académica de Ciencias de la Tierra y Materiales, UAEH, Mineral de la Reforma, Hidalgo
pmontiel@uaeh.edu.mx

RESUMEN

Dentro de los pardmetros que afectan al método de extraccion de materia organica soluble en rocas, se
encuentra la composicion y volumen del disolvente asi como las caracteristicas de la matriz, por lo que
en este trabajo de investigacion se estudio el efecto de utilizar dos mezclas de disolventes acetona-
hexano y acetona-diclorometano, en tres muestras de lutitas y dos de calcarenitas, del Canén “El
Alamo” de Viesca, Coahuila, para la identificacion de compuestos organicos preservados en la fraccién
soluble de la materia orgdnica sedimentaria (bitumen) recuperados mediante la implementacion del
método de Extraccion Asistida por Microondas (MAE). En el desarrollo de este método de extraccion
se pesaron 3 g de muestra en vasos de teflon, adicionandoles 25 ml de mezcla de solventes acetona-
hexano (1:1) y en otra serie 25 mL con acetona-diclorometano (1:1), los vasos se colocaron en un
horno de microondas marca CEM, modelo MARS 5, con una potencia 1200 w, rampa 10:00 min, PSI
100, temperatura 110°C, tiempo de extraccion 15 min y tiempo de enfriamiento 15 min. La finalidad de
probar dos mezclas de disolventes (acetona-hexano y acetona-diclorometano) es para determinar con
que mezcla se obtiene la mayor cantidad de materia organica soluble para posteriormente proceder a la
identificacion de compuestos orgéanicos y biomarcadores utilizando la Cromatografia de Gases-Masas.
En este trabajo de investigacion se demostrd que la mezcla de disolvente en donde se obtuvo mayor
cantidad extraida de materia orgénica soluble fue la de acetona-diclorometano. Con respecto a la
identificacion de alcanos lineales y biomarcadores, en los cromatogramas de gases-masas resultantes de
la caracterizacion de las muestras, demostraron que la mezcla de disolvente acetona-diclorometano
mostro mejores identificaciones, independientemente del tipo de roca sedimentaria. Esta mezcla
permitid la identificacion de alcanos de cadena larga (n-CasHop); més no es asi alcanos de cadena corta
por debajo de n-C;gHss debido a la polaridad que presenta el disolvente, o bien, a que la muestra
pudiera presentar biodegradacion o alteracion térmica.

1. INTRODUCCION

La geoquimica organica de biomarcadores potencialmente proporciona una poderosa herramienta para
investigar informacién ambiental oculta en muestras geologicas [9]. Abelson (P.H.) fue uno de los
primeros en sugerir que el analisis de los "fosiles bioquimicos” podria proveer explicaciones sobre la
evolucion de los principios de la vida. Los biomarcadores son fosiles moleculares que se pueden
encontrar en rocas y sedimentos los cuales muestran poco o ningin cambio en la estructura de sus
moléculas orgéanicas principales, preservando toda la informacién deposicional. Aunque los n-alcanos
no se consideran biomarcadores, sus patrones de distribucion y parametros especificos (por ejemplo,
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Carbon Preference Index, CPI) permiten discriminar entre las diferentes muestras de rocas, basado en
la fuente de entrada de la Materia Organica [7].

Es bien sabido que la materia organica (MO) puede proporcionar informacion referente a las
condiciones de depositacion (marinos, terrestres o ambientes lacustres) y si el ambiente era 6xico o
anoxico [9, 13].

En términos generales, en condiciones fisicas favorables, la MO se convierte principalmente en dos
grandes fracciones: bitumen extraible y kerogeno insoluble. La fraccion del bitumen corresponde a la
MO extraida por medio de disolventes organicos comunes y contiene n-alcanos, metilalcanos y
biomarcadores policiclicos complejos tales como hopanos y esteranos. El kerdgeno es la fraccion
insoluble restante después de una extraccion con disolvente organico y se compone de diversos
macerales. Las técnicas cromatograficas, como la cromatografia de gases con detector de ionizacion de
llama (GC-FID), la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (GC-MS) o la
cromatografia de gases multidimensional (GC-GC) son entre las principales técnicas para el analisis de
bitumen. El andlisis de los biomarcadores, sin embargo, no es una tarea analitica facil ya que estan
presentes en cantidades de sub partes por billon y su aislamiento requiere procedimientos de extraccion
eficientes [7].

La etapa de extraccion es la parte menos evolucionado de la mayoria de los procedimientos analiticos,
y todavia hoy en dia la extraccion de Soxhlet se usa en muchos laboratorios de rutina. En la tltima
década ha habido una creciente demanda de nuevas técnicas de extraccion, susceptibles de
automatizacion, con tiempos de extraccion mas cortos y el consumo reducido de disolvente organico
previniendo la contaminacién en los laboratorios de analisis y reduccion de los costos en la preparacion
de muestras. Impulsado por estos fines los avances en la preparacion de la muestra ha resultado en un
nimero de técnicas tales como la extraccion asistida por microondas (MAE), extraccion de fluido
supercritico (SFE) y la extraccion presurizada (PLE). La similitud entre estas técnicas es la posibilidad
de trabajar temperaturas y presiones elevadas, lo que mejora drasticamente la velocidad del proceso de
extraccion. Una de las principales ventajas utilizando MAE es la reduccion del tiempo de extraccion
cuando se aplican las microondas. El principio del calentamiento utilizando energia de microondas se
basa en el efecto directo de las microondas sobre las moléculas por conduccion idnica y por rotacion
dipolar. En la conduccion ionica se lleva a cabo la migracion electroforética de iones cuando se aplica
un campo electromagnético. La resistencia de la solucion a este flujo de iones dara lugar a la friccion y,
por lo tanto, la solucion se calienta. En la rotacion dipolar existe un realineamiento de dipolos con el
campo aplicado a 2,450 MHz, que es la frecuencia que se utiliza en los sistemas de microondas, los
dipolos se alinean y se presentan de manera aleatoria 49,310 veces por segundo y esto obliga el
movimiento molecular resultando en el calentamiento. En el calentamiento convencional se necesita un
periodo finito de tiempo para calentar el recipiente antes de que el calor se transfiera a la solucion,
mientras que en microondas el calor a la solucidn es directo, manteniendo el gradiente de temperatura a
un minimo y se acelera la velocidad de calentamiento, ademas MAE permite una reduccion
significativa en el consumo del disolvente organico, asi como la posibilidad de correr multiples
muestras a la vez [12].

La Optimizacion de las condiciones MAE se ha reportado en varias aplicaciones, los parametros mas
comunmente estudiadas son la composicion del disolvente, el volumen de disolvente, temperatura de
extraccion, el tiempo de extraccion y caracteristicas de la matriz, incluyendo el contenido de agua [5,
14].

Una correcta eleccion de disolvente es fundamental para la obtencién de un proceso de extraccion
optima. Al seleccionar el disolvente, se debe considerar las propiedades de absorcion de microondas
del disolvente, la interaccion del disolvente con la matriz, y la solubilidad del analito en el disolvente.
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De preferencia el disolvente debe tener una alta selectividad hacia el analito de interés excluyendo los
componentes indeseables de la matriz. Otro aspecto importante es la compatibilidad del disolvente de
extraccion con el método analitico utilizado para la etapa final del anélisis. Si la molécula de disolvente
no es capaz de absorber la energia de microondas no habré calentamiento y por lo tanto la extraccion
no sera efectiva [12].

Una de las mezclas mas cominmente utilizado es hexano-acetona (1:1). El hexano no calentard en un
campo de microondas, pero mezclandolo con acetona el calentamiento se llevard a cabo en unos pocos
segundos, Lopez-Avila et al. extrajo 95 compuestos organicos semivolatiles de un listado de la EPA y
se encontrd6 que la mezcla hexano-acetona (1:1) es un extractante prometedor [6]. Esta mezcla de
disolventes también se ha encontrado ventajosa para contaminantes ambientales, tales como
hidrocarburos aromaticos policiclicos [1,10, 11], hidrocarburos alifaticos lineales (Vazquez et al.,
2000), fenoles (Egizabal et al., 1998), OCPs (Chee et al., 1996b) y ésteres de ftalato (Chee et al., 1997)
[2-4, 14].

La cantidad de disolvente necesario por una sola muestra suele estar en el rango de 10-30 mL. En
algunos casos el volumen de disolvente puede ser un parametro importante para las extracciones
eficientes. El volumen de disolvente debe ser suficiente para garantizar que toda la muestra esta
sumergida, sobre todo cuando tiene una matriz que se dilata durante el proceso de extraccion. El uso
del MAE ha aumentado rapidamente en la Ultima década, y para la mayoria de las aplicaciones ha
demostrado ser eficaz en comparacion con las técnicas de extraccion tradicionales. Los principales
beneficios son reduccion en los tiempos de extraccion, reduccion en el consumo de disolvente y un
mayor rendimiento de la muestra. La técnica es facil de usar y los sistemas son mdas baratos en
comparacion con otras técnicas modernas, como SFE y PLE [12].

Dentro de los parametros que afectan al método de extraccion de materia organica soluble en rocas, se
encuentra la composicion y volumen del disolvente asi como las caracteristicas de la matriz, por lo que
en este trabajo de investigacion se estudiara el efecto de utilizar dos mezclas de disolventes: acetona-
hexano y acetona-diclorometano, en tres muestras de lutitas y dos de calcarenitas, del Cafion “El
Alamo” de Viesca, Coahuila, para la identificacion de compuestos organicos preservados en la fraccion
soluble de la materia orgdnica sedimentaria (bitumen) recuperados mediante la implementacion del
método de Extraccion Asistida por Microondas (MAE).

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El area de estudio pertenece al municipio de Viesca, estado de Coahuila, para llegar a esta zona hay que
tomar la carretera federal Saltillo-Torredn km. 40, seguir la desviacion al sureste hacia Emiliano Zapata
y posteriormente a Viesca, tomar el acceso de terraceria de 3 km. en direccion oeste. El afloramiento se
encuentra en la sierra El Alamo entre la sierra La Cadena y la unidad E1 Manco, correspondiendo a las
coordenadas geograficas 25°20°N y 102°49°W. Del afloramiento se extrajeron tres muestras de lutita
(Vie 21, 26 y 28) y dos muestras de calcarenita (Vie 19 y 20). El muestreo se realiz6 retirando la roca
afectada por intemperismo para obtener una muestra sana. Las muestras se trituraron con apoyo de la
pica y se dejaron secar a temperatura ambiente para eliminar cualquier humedad que pudieran tener,
posteriormente se pulverizaron (10 min. aprox.) en un pulverizador modelo Pulverissette 2, marca
Fristch, constituido por un mortero y un pistilo de agata. En el desarrollo de este método de extraccion
se pesaron 3 g de muestra en vasos de teflon, adiciondndoles 25 ml de mezcla de solventes acetona-
hexano (1:1) y en otra serie 25 mL con acetona-diclorometano (1:1) grado HPLC, 99,8%, los vasos se
colocaron en un horno de microondas marca CEM, modelo MARS 5, version 049031, con una potencia
1200 w, rampa 10:00 min, PSI 100, temperatura 110°C, tiempo de extraccion 15 min y tiempo de
enfriamiento 15 min. Las muestras se filtraron, utilizando papel filtro Whatman 40, el cual previamente
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fue tratado en Hexano para evitar cualquier humedad en el sedimento. El filtrado se coloc6 en un
matraz balon de 250 mL y se colocd en un rotavapor marca Biichi modelo R-205 a una temperatura de
60°C con una rotacion de 45 rpm para evaporar el exceso de disolvente hasta obtener aprox. 5 mL de
extracto por muestra. El extracto se transfirid con ayuda de una pipeta Pasteur a un vial de vidrio
(previamente pesado) y se le coloco una tapa de papel absorbente para permitir la evaporacion total del
disolvente y prevenir cualquier contaminacion por particulas del aire.

Una vez corroborado que no quedara disolvente en los viales, éstos se pesaron para obtener el peso de
la MO soluble en el sedimento (bitumen). Los extractos obtenidos en los viales se analizaron mediante
un Cromatodgrafo de Gases, marca Hewlett Packard (HP) modelo 6890N con sistema de inyeccion
splitless acoplado a un Espectrometro de Masas marca HP modelo 5973N; las condiciones del
operacion del cromatografo fueron: columna de silice fundida de 30 m largo x 0.25mm de diametro,
0.25 mm de grosor; gas acarreador helio a un flujo de 1 ml/min; rampa de temperatura del horno T=
70°C /1 min, 10°C/min hasta 290°C y 290°C por 17 min; temperatura de inyeccion 250°C y volumen
inyectado 1.0 pL. Todos los andlisis fueron realizados en el modo SCAN. La distribucion de n-alcanos
se determin6 en modo de control de iones unica (SIM), utilizando la mayor abundancia de m/z de los
fragmentos (m/z 57, 71, 85). Los n-alcanos fueron identificados a partir de los espectros de masas y la
comparacion de tiempos de retencion con los datos de la literatura. Para la interpretacion de los
cromatogramas se utilizo el software ChemStation (Agilent) apoyandose de la base de datos Wiley138
con lo que fue posible identificar los compuestos organicos presentes en los extractos.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de los pesos obtenidos de bitumen, después de la extraccion, permitieron conocer la
cantidad de recuperacion del bitumen en ambas mezclas de disolventes (acetona-hexano y acetona-
diclorometano) mediante el método de extraccion asistida por microondas (Tabla 1).

Tabla 1. Peso del bitumen extraido por MAE utilizando mezclas de disolventes (acetona-hexano y
acetona-diclorometano)

. Peso del bitumen (g)
Muestra Tipo de Roca Acetona-Hexano Acetona-Diclorometano
Vie 19 Calcarenita 0.0015 0.0015
Vie 20 Calcarenita 0.0004 0.0017
Vie 21 Lutita 0.0017 0.0010
Vie 26 Lutita 0.0006 0.0021
Vie 28 Lutita 0.0006 0.0011

De acuerdo con los pesos obtenidos del bitumen presentado en la tabla anterior, se puede apreciar que
en las muestras de calcarenita en la Vie 19 el peso del bitumen obtenido utilizando las dos mezclas de
disolventes es el mismo (0.0015 g), pero en la muestra Vie 20 el mayor peso se obtuvo en la mezcla de
acetona-diclorometano (0.0017 g). Con lo que respecto a las muestras de lutita en la Vie 21 se obtuvo
el mayor peso en la mezcla acetona-hexano (0.0017 g) pero en la Vie 26 y Vie 28 se obtuvo el mayor
peso en la mezcla de acetona-diclorometano (0.0021 y 0.0011 g respectivamente). De acuerdo con lo
anterior se puede sugerir que independiendo del tipo de roca la mezcla de disolventes idonea para la
extraccion del bitumen fue la de acetona-diclorometano.
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Con lo que respecta a los analisis por Cromatografia de Gases-Masa (CG-MS) en las cinco muestras
(Vie 19, 20, 21, 26 y 28) se logré identificar en la materia organica soluble (bitumen) a los alcanos
lineales como compuestos organicos principales pero también se encontraron derivados de
hidrocarburos aromadticos policiclicos como naftaleno, azuleno, antraceno y fenantreno ademas de
aromaticos heterociclicos derivados de furano y tiofeno como compuestos traza.

La identificacion de los alcanos lineales encontrados en las cinco muestras analizadas por CG-MS, se
presenta a continuacion.

Muestra Vie 19 correspondiente a una calcarenita con la mezcla de disolvente acetona-hexano se
identifico una secuencie de alcanos de n-C4H3p al n-CsgH74 y n-Cy3Hgg sin presentar n-Cy4Hso, n-CosHsa
n-Cs3Heg y n-CssH7, como se aprecia en la Figura 1.
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Figura 1. Cromatograma correspondiente a una calcarenita con la mezcla de disolvente acetona-hexano
Muestra Vie 20 correspondiente a calcarenita con la mezcla de disolvente acetona-diclorometano se

identificé una secuencia de alcanos de n-C;gHsg al n-CsoHsg, sin presentar n-C,4Hsp y n-Cp6Hss como se
aprecia en la Figura 2.
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Figura 2. Cromatograma correspondiente a una calcarenita con la mezcla de disolvente acetona-
diclorometano

Muestra Vie 21 correspondiente a lutita con mezcla de disolvente acetona-diclorometano se identifico

una secuencie de alcanos de n-C;sHs4 al n-C;390Hg, y n-C34H7¢ sin presentar n-Cy4Hso y n-Cp6Hss como se
aprecia en el cromatograma 3.
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Figura 3. Cromatograma correspondiente a una lutita con mezcla de disolvente acetona-diclorometano

La muestra Vie 26 corresponde a lutita con mezcla de disolventes acetona-diclorometano se identifico

una secuencie de alcanos de n-C;7H36 al n-Cy9Hgp y n-C34H7g sin presentar n-Co4Hso y n-Cy6Hss como se
aprecia en el cromatograma 4.
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Figura 4. Cromatograma correspondiente a una lutita con mezcla de disolventes acetona-diclorometano

Muestra Vie 28 corresponde a lutita con mezcla de disolventes acetona-diclorometano se identificé una
secuencie de alcanos de n-C;gHsg al n-Ca4Hg sin presentar Cs3Heg y n-CssH7o, como se aprecia en el
cromatograma 5.
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Figura 5. Cromatograma correspondiente a una lutita con mezcla de disolventes acetona-diclorometano

Como se puede observar en los cromatogramas anteriores, los alcanos encontrados con la mezcla
acetona-diclorometano van desde n-C;4H3;, n-Ci6Hs4, n-Ci7H36 y n-CgH3s terminado hasta n-Cy9Heo,
CsoHga, C36H74 y n-CasHogp, en la mayoria con ausencia de n-Cy4Hso, n-Cy6Hss y n-CssH7, debido al
enmascaramiento con otros compuestos o en su defecto por la contaminacion propia de la columna por
lo que no se pudieron identificar a excepcion de la muestra Vie 28 en donde si se identificaron, por lo
que se puede concluir que en la mezcla acetona-diclorometano se identificaron mejor los alcanos
lineales en la mayoria de las muestras independientemente de si se trataba de lutita o calcarenita.
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Por otra parte también se pudo apreciar, que solo en una muestra (Vie 19) se identificd alcanos de
cadena corta a partir de n-Cj4Hs,, lo que nos indica que los alcanos mas pequefios no se alcanzan a
separar utilizando la mezcla acetona-diclorometano, pero permite ver alcanos de cadena mas larga
como n-CgsHygy, sin embargo de acuerdo a Pastor, et al., la ausencia de n-alcanos de bajo niimero de
atomos de carbono puede deberse a su eventual evaporacion, disolucion o biodegradacion [8].

CONCLUSIONES

Conforme a los resultados obtenidos podemos concluir que, con respecto al tipo de mezcla de
disolventes utilizados para la extraccion de la materia organica soluble (bitumen) en muestras de lutitas
y Calcarenitas, utilizando el método de extraccion asistida por microondas (MAE), la mezcla de
disolventes que obtuvo la mayor la cantidad de bitumen fue la de acetona-diclorometano, teniendo la
ventaja de que en este método reducimos costos tanto de tiempo de extraccion, de disolventes y de
cantidad de muestra, por lo que para la identificacion del origen de la materia organica sedimentaria a
partir de los alcanos lineales se recomienda el método de extraccion asistida por microondas
ampliamente.

Con respecto a la identificacion de alcanos lineales utilizando la Cromatografia de Gases-Masas, la
mezcla de disolvente que mostro mejores identificaciones fue la de acetona-diclorometano,
independientemente del tipo de roca, esta mezcla permitid la identificacion de alcanos de cadena larga
(n-C44Hgp); mas no es asi con los alcanos de cadena corta por debajo de n-C;gH3s debido a su eventual
evaporacion, disolucion o biodegradacion.

Finalmente se puede concluir que los cromatogramas obtenidos presentan valores de recuperacion altos
por lo que se demuestra la eficacia de la extraccion utilizando la metodologia de extraccion asistida por
microondas utilizando la mezcla de disolvente acetona-diclorometano.
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