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1. INTRODUCCION

El incremento de la demanda mundial del petréleo y la disminucién de los crudos
convencionales durante los ultimos afos han motivado la investigacion y el desarrollo de nuevas
tecnologias para producir y mejorar los crudos pesados existentes. Venezuela posee la reserva
de crudos pesados y extrapesados mas grande del mundo segun la Organizacion de Paises
Exportadores de Petroleo (OPEP)'; la mayoria de estos crudos se encuentran principalmente en
la Faja Petrolifera del Orinoco (FPO) ubicada al Oriente del pais. La economia Venezolana
depende fuertemente de los ingresos petroleros y en ello se justifica el esfuerzo que actualmente

se realiza para incrementar su produccion y la calidad de los mismos.

El petréleo esta constituido por una gran cantidad de compuestos, los cuales le aportan distintas
propiedades y entre otras cosas, permiten evaluar su valor comercial y de procesamiento?. Una
familia de compuestos considerada importante en el crudo corresponde a las especies acidas
organicas, ya que han representado un tema de estudio importante en los procesos de
comercializacion de crudo, en las refinerias y en otras instalaciones de la industria petrolera
durante anos. Esto se debe a que son los principales causantes de corrosion en las superficies
metdlicas de algunas estructuras®, ademas son los responsables de la actividad interfacial
agua/crudo produciendo emulsiones sumamente estables y en consecuencia dificiles de romper*
y, adicionalmente, pueden formar depdsitos pesados que bloquean tuberias y valvulas®, entre

otras razones®.

Actualmente, para medir la acidez de un crudo se utiliza una titulacién por neutralizacion con
hidréxido de potasio (KOH) denominado Numero Total de Acidos (TAN, por sus siglas en inglés,
Total Acid Number). A partir de este valor, un crudo es considerado acido cuando posee un TAN
mayor a 0.5 mg de KOH por gramo de crudo, influyendo directamente en su comercializacion y
procesamiento. Sin embargo, segun lo reportado en la literatura, la porcion de especies acidas
en el crudo varia y los valores de TAN hoy en dia no aportan suficiente informacion sobre su
composicion®. En consecuencia es necesario contar con metodologias de analisis mas detalladas
que permitan aportar informacion no sélo para su clasificacion, sino para la comprensién de sus

propiedades y comportamiento.

El area de desarrollo de métodos y el area de caracterizacion molecular empleando diferentes
metodologias de separacion han generado entre otras cosas, informacion util en relacion a la

composicién quimica de crudos pesados y extrapesados’. Asi que, el uso de herramientas y
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técnicas analiticas disponibles para llevar a cabo la caracterizacién de crudos, ha avanzado a lo
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largo del tiempo, la bibliografia reportada asi lo demuestra®. Por ejemplo, las técnicas de
separacion cromatografica y meétodos de preparacion de muestras como la extraccion en fase
sélida (SPE, por sus siglas en inglés, Solid Phase Extraction), representan alternativas de gran
aplicabilidad al momento de plantearse el desarrollo de un método para el fraccionamiento,

identificacion y cuantificacion de especies organicas e inorganicas en crudos extrapesados.

En este sentido, el presente trabajo plantea el desarrollo de un método de tratamiento de muestra
que en conjunto con cromatografia de gases acoplada a un detector selectivo de masas (GC-
MS, por sus siglas en inglés, Gas Chromatography-Mass Spectrometry) permitan extraer y
separar de forma quimicamente selectiva especies acidas organicas de una matriz compleja
como es un crudo extrapesado, y de esta manera lograr la identificacion de la mayor cantidad de
especies acidas organicas posibles. Para ello, se ensayaran técnicas como SPE y extraccion
Soxhlet como alternativas para aislar especies acidas, en apoyo con otras técnicas
instrumentales como espectrometria infrarroja y cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC,
por sus siglas en inglés, High Performance Liquid Chromatography). El método se desarrollara
empleando el crudo Carabobo perteneciente a la Faja Petrolifera del Orinoco, orientado bajo la
premisa de que este valioso recurso constituye un aspecto importante para el impulso del

desarrollo econdmico de la nacion.
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2.1 PETROLEO.

2.1.1 Generalidades

El petrdleo es la sustancia mas importante consumida por la sociedad moderna, su nombre
deriva del latin petro(piedra) y oleum(aceite) o del griego merpéAaiov de igual significado®. La
industria petrolera moderna tuvo sus inicios en el aino 1859 cuando comenzd la explotacion
comercial del primer pozo en Estados Unidos, desde entonces, este se ha convertido en la fuente

de energia y de materia prima por excelencia™.

El crudo en su estado natural ha sido definido como una mezcla inflamable constituido por una
gran cantidad de hidrocarburos gaseosos, liquidos, semisélidos y sélidos. Adicionalmente,
contiene moléculas con heteroatomos en su estructura como el Oxigeno (O), Azufre (S),
Nitrogeno (N); de esa misma manera estan presentes metales como Vanadio (V), Niquel (Ni),
Hierro (Fe), Cobre (Cu) entre otros'. Sin embargo, las proporciones de estos elementos varian
dentro de un intervalo relativamente estrecho, donde el contenido de carbono puede encontrarse
desde un 83 hasta 87% en peso, el de hidrogeno entre 10 y 14%, los heteroatomos y metales se
encuentra a menor concentracién (menor al 6% en peso). Entre las caracteristicas fisicas se
tiene que los crudos poseen una coloracién variada, entre amarillo y pardo oscuro, hasta llegar

a negro, ademas tiene un olor caracteristico y su densidad comprende entre 0.75 y 0.95 g/mL"".

A lo largo de los ultimos anos, se ha acumulado una valiosa y extensa informacion acerca de la
formacion y origen del petréleo, clasificandolo en dos grupos principales: las teorias inorganicas
qgue explican la formacion del petroleo a través de reacciones netamente quimicas, es decir, sin
la intervencion de agentes vegetales y/o animales; por otro lado se encuentran las teorias
organicas, estas suponen que el petréleo es producto de la descomposicion de residuos
vegetales o de animales que existieron en ciertos periodos de tiempo geoldgico'. Esta Ultima es
la mas aceptada, ya que senala que el petroleo es el resultado de un complejo proceso fisico-
quimico en el interior de la tierra en el que se produce, debido a la presién y las altas
temperaturas, en donde la descomposicion de enormes cantidades de materia organica que se
convierten en aceite y gas. Entre los gedlogos hay quienes ubican el inicio de todo ese proceso
en la época de los dinosaurios y los cataclismos y que hoy en dia se esta formando de una

manera similar el petroleo del mafiana™.
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2.1.2 Clasificacion del petréleo segun su densidad y grados API

La clasificacion del petréleo segun la densidad y grados API es una de las formas empleadas
internacionalmente en la industria petrolera para la catalogacién y establecimiento de
diferenciales de precios del crudo, considerando también otros factores como el contenido de
azufre, metales, sal, corrosividad entre otros'®. La gravedad API es una escala normalizada por
el Instituto Americano del Petréleo (API, por sus siglas en inglés, American Petroleum Institute),
describe que tan pesado o liviano es el petrdleo en base a su densidad, esta se evaliua mediante

la siguiente ecuacion®:

1.1
_1415 1315 (1.1)
Densidad relativa

Grados API =

Donde la densidad relativa de la formula anterior corresponde a:

) ) Densidad del liquido (1.2)
Densidad relativa= - (a 60 F)
Densidad del agua

De acuerdo a los grados AP, el crudo puede ser clasificado en diferentes tipos tal y como se
muestra en la Tabla 1. Los valores reflejados en esta tabla indican que a mayor grado API el

crudo es mas liviano.

Tabla 1. Clasificacién de los tipos de crudo de acuerdo a los grados API™

Petréleo Densidad (g/mL) Grados API
Extrapesado 21,0 <10,0
Pesado 0,92 - 1,01 10,1-22,3
Mediano 0,87 - 0,91 22,4 - 31,1
Liviano 0,83 -0,86 31,2-39,0

Los crudos livianos y medianos son ricos en fracciones ligeras de hidrocarburos es por esto que
son los crudos de mayor interés comercial, ya que, son faciles de procesar para la elaboracion
de combustibles de alta calidad. Con el declive de las reservas de crudos livianos, las companias
petroleras se han visto en la necesidad de explotar los yacimientos de crudo del tipo pesado y

extrapesado con el propésito de sustentar las necesidades energéticas que van en aumento. Sin
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embargo, estos crudos no pueden ser procesados de igual manera que los crudos livianos ya

que poseen mayor cantidad de contaminantes, lo cual implica altas inversiones para poder

obtener productos refinados que cumplan con los estandares internacionales de calidad®.

A nivel mundial, las reservas de crudo liviano y mediano se encuentran en menor proporcion en
comparacion con los crudos pesados y extrapesados™. En Venezuela, la mayor cantidad de
crudos existentes son del tipo pesado y extrapesado, estos se encuentran en la Faja Petrolifera
del Orinoco ubicados geograficamente a orillas del rio Orinoco y enmarcada en los estados
Monagas, Guarico y Anzoategui completando un area geografica de 55 mil kilbmetros cuadrados
divididos en cuatro grandes areas, llamados (de oeste a este): Boyacda, Junin, Ayacucho y

Carabobo. En la Figura 1 se observa el mapa de la region que comprende a la FPO™.

Faja Petrolifera del Orinoco
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Figura 1. Faja Petrolifera del Orinoco™

Venezuela es un pais petrolero, el proyecto conocido como Magna reserva, el cual dirige
Petréleos de Venezuela (PDVSA) ha logrado la cuantificaciéon y la certificacion de las reservas
de petroleo existentes en la Faja petrolifera del Orinoco, determinando que los mismos ascienden
a 299.000 millones de barriles de petréleo’®, ocupando el primer lugar con mayores reservas de

hidrocarburos liquidos en el mundo (Ver Figura 2).
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Figura 2. Reservas del Petroleo globales (MMMBIs)*

2.1.3 Composicion quimica del petréleo

En el petréleo se encuentran una gran cantidad de hidrocarburos y de heteroatomos en
distintas proporciones, haciendo de este una mezcla compleja de compuestos organicos e
inorganicos de estructura variada y de pesos moleculares diferentes', por consiguiente,
dependiendo del nimero de atomos de carbono y de la estructura de los mismos, presentaran
diferentes propiedades que determinan su comportamiento y uso como: Combustibles,
lubricantes, ceras o solventes'. Dentro de los tipos de hidrocarburos que pueden estar presentes

en el crudo se tienen:

Parafinas. Son moléculas organicas formadas Unicamente por atomos de carbono e
hidrogeno de cadenas lineales (parafinas) o ramificadas (isoparafinas), que no poseen en su

estructura grupos funcionales y anillos™.

Naftenos. Son hidrocarburos saturados que contienen uno o mas anillos, en donde
predominan los naftenos de un solo anillo (parafinas monociclicas) con 5 y 6 atomos de carbono
y los naftenos de dos anillos (parafinas diciclicas). Algunas estructuras nafténicas contienen

cadenas parafinicas".

Aromaticos. Son moléculas organicas formadas estructuralmente por atomos de carbono e

hidrogeno unidos de manera ciclica y con dobles enlaces conjugados. La mayoria de estos
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anillos contienen cadenas parafinicas, anillos nafténicos, o incluso anillos aromaticos que son

mas complejos formando aromaticos polinucleares (tres o mas anillos aromaticos fusionados)".

Resinas. Las resinas son componentes no volatiles constituidos por anillos polinucleares
condensados que contienen cadenas alifaticas cortas, naftenos y heteroatomos (Ver Figura 3).
Estos poseen peso molecular menor a 1000 g/mol. Son componentes que tienen capacidad de
adsorcion ya que, contiene heteroatomos en su estructura. Existen teorias que establecen que
las resinas actian como agentes dispersantes, peptizadores y estabilizadores de los

asfaltenos'®1°,

CHJ

OH

Figura 3. Ejemplo de estructura molecular de una resina en el crudo™

Asfaltenos. Los Asfaltenos son moléculas organicas con una estructura similar a las resinas
con masa molecular comprendida entre 500 a 2000 g/mol. Son las moléculas con mayor
presencia de heteroatomos (O, S y N) y de constituyentes organometalicos de Ni, V y Fe entre
otros?°2122_ | as estructuras quimicas de los asfaltenos son hipotéticas y un ejemplo de este tipo

de moléculas se muestra en la Figura 4.

CHj

Figura 4. Molécula hipotética de un asfalteno en el crudo (estructura modelo)™
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Otros compuestos en el crudo

Ademas de los compuestos hidrocarburados, en el petrdleo se encuentran los compuestos
que contienen heteroatomos en su estructura como azufre, oxigeno, nitrégeno y metales, si bien
estos se encuentren en menor proporcion, su influencia es importante?®. Inclusive se encuentran
formando compuestos cuya complejidad varia con la estructura quimica del hidrocarburo'. Entre

los tipos de heteroatomos presentes en el crudo tenemos:

Compuestos Azufrados. Los compuestos azufrados estan entre los constituyentes mas
importantes del petrdleo, estos se encuentran formando tioles, mercaptanos, sulfuros,
polisulfuros; algunos compuestos que contienen a este heteroatomo se muestran en la Figura 5.
El contenido total del azufre se incrementa a medida que el crudo es mas pesado, varian desde

0.04% peso para los crudos livianos hasta 5% peso para los crudos pesados™.

mercaptanos tiofeno benzotiofeno dibenzotiofeno

Figura 5. Algunos compuestos azufrados presentes en el crudo?

Compuestos Oxigenados. En el crudo se encuentra una gran cantidad de compuestos
oxigenados que forman compuestos como acidos carboxilicos, fenoles, cetonas, esteres, éteres
y anhidridos en proporciones variables?, algunos ejemplos de ellos se representan en la Figura
6. En general, el contenido de estos esta por debajo del 2% en peso''. No se conoce claramente
la estructura quimica de los compuestos que contienen oxigeno, sin embargo, en la literatura se
reporta que en fracciones de petrdleo de bajo peso molecular existen en su mayoria fenoles y
acidos carboxilicos™.
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0 OH
C
CH;  CH, “SoH ﬁ
C
o} o~ o~ o H3C CHg
tetrahidropirano acético anhidrido acido benzoico acetona fenol

Figura 6. Compuestos oxigenados presentes en el petréleo®

Compuestos Nitrogenados. Los compuestos que contienen nitrdgeno se encuentran
principalmente como piridinas y sus homdélogos (quinoleina, indolina, benzoquenoleina entre
otros) formando parte de compuestos basicos. De igual manera, se encuentran los compuestos
nitrogenados no basicos como pirroles y sus analogos (indoles, carbazoles, entre otros). El
contenido de nitrégeno en el crudo existen en una proporcion entre 0.1 hasta 0.9 %'". Algunos

tipos de compuestos que contienen nitrdgeno se representan en la figura 7.

H
H
N N
H
\ 5 \ / \
/ N —
N H
piridina indolina pirrol indol carbazol

Figura 7. Compuestos Nitrogenados presentes en el crudo™

Constituyentes metalicos. Los metales contenidos en los crudos estan presentes en dos
importantes grupos (formando compuestos organometalicos) como son: los porfirinicos y los no
porfirinicos'. Las porfirinas son moléculas que estan constituidas por heterociclos formados por
cuatro anillos pirrol unidos en la posicion alfa (a) por puentes metinicos y la parte central del anillo
porfirinico es ocupado por un ion metalico coordinado con el anillo pirrdlico™. Entre los complejos
porfirinicos mas abundantes estan los de niquel y vanadio, algunos ejemplos de estos

compuestos se muestran en la Figura 8.
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Por otra parte, los complejos no porfirinicos (Ver Figura 9) estan conformados por complejos
tetradentados con ligandos multiples; estos ligandos pueden ser la combinacion de heteroatomos

(4tomos de azufre, nitrégeno y oxigeno)®.

CHj

H;C

H,;C

CHj

CHj

H,;C H,;C

Figura 8.Modelo molecular de porfirinas de niquel y vanadio contenidas en crudo™

Figura 9. Modelo molecular de estructuras no porfirinicas contenidas en crudos'

En definitiva, las propiedades y/o composicion del crudo varian dependiendo de las diferentes
proporciones de hidrocarburos, inclusive de la variacién en la concentracion de heteroatomos y

metales.
2.2 ACIDOS EN EL CRUDO

En el Petrdleo se encuentran una gran cantidad de compuestos &cidos, formado
principalmente por acidos inorganicos como H»S, H.SO4, HCI, HNO3 entre otros. De igual forma,

estan los acidos organicos que no son mas que hidrocarburos unidos a heteroatomos con

10
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propiedades acidicas. En general, es posible agrupar los acidos organicos presentes en el crudo

en diferentes tipos tal y como se observa en la serie de Tablas que se presentan a continuacion:

Tabla 2. Algunos acidos carboxilicos identificados en el crudo?”:262°

Alcanoico n-R—</ )\/\)\/\)\’/0 /\(\fo
Nafténico (/\}{ R

OH

Aromético @%:H . @@ ‘/<° R@ ‘{o

HO
Heterociclos m
N N—— R
e )
R_\ N’/M\N /4<)H EN?E?): —~/<o
N I NS M=Ni o VO OH

Tabla 3. Algunos tioles identificados en el crudo?” 282

Alifatico

n-R—SH R—3SH (Ramificado)

Nafténico
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Tabla 4. Algunos compuestos hidroxilos identificados en el crudo? 282

Tipo Clase Estructura Representativa
: @
o)
= Alcohol O.
o
9 HO n-R
<
f OH
@]
-— R
3 Hidroxi- @R @ \ @‘)_@3
Q.
£ aromatico \/ R R@
8 HO HO OH
Tabla 5. Algunos acidos multifuncionales identificados en el crudo?’:282°
Tipo Clase Estructura Representativa
. . R/ N\ (COOH),
Dicarboxi R—(COOH), @/
lico
[ Carboxi- wo
o . R —
'© pirroles N
é ||4 HO
S
=
Carboxi- HO@ "
fenoles ‘{
OH

Segun se ha citado en la literatura, se han logrado identificar una gran cantidad de compuestos

acidicos en el crudo®?®', algunos de ellos se encuentran representados en las Tablas 2, 3, 4 y 5.

Entre los acidos carboxilicos presentes en el crudo se encuentran los acidos nafténicos, estos

son clasificados como monoacidos carboxilicos de formula general RCOOH, donde R representa

cualquier estructura aliciclica®?. Generalmente el término “acido nafténico” es empleado para

incluir a todos los acidos carboxilicos presentes en el petréleo, aunque en la industria petrolera

emplean el término “nafténico” para referirse a todos los acidos organicos presentes en el

crudo®3.En la Tabla 2 se representan algunas estructuras de acidos carboxilicos presentes en el

crudo.

12
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Ademas de los acidos carboxilicos, en el petréleo se encuentra los compuestos hidroxilos,
generalmente ellos estan presentes como fenoles, alquilfenoles y sus homdlogos; en
comparacion con los acidos carboxilicos estos se encuentran a muy baja concentracion en el
crudo, pero en depédsitos de carbdon y bitumen se ha evidenciado su presencia a altas
concentraciones®*. En la Tabla 4 se encuentran algunas compuestos hidroxilos presentes en el

crudo.

Por otra parte, se encuentran algunos acidos multifuncionales (Ver Tabla 5), que han sido
identificados en el crudo®®, asi como los mercaptanos que han sido detectados e identificados en
destilados de petroleo® (Ver Tabla 3). Los principales compuestos acidicos encontrados en el
petréleo poseen en su estructura heteroatomos como oxigeno, nitrégeno y azufre en diferentes

proporciones, siendo los de menor abundancia los compuestos azufrados®.
2.2.1 Importancia de los acidos organicos en el crudo

El impacto de los compuestos acidicos en las propiedades del petréleo es
predominantemente negativo. Las especies acidas organicas han representado un problema
para la industria petrolera durante afios*®, dado que la mayoria de estas especies son moléculas
anfifilicas donde el grupo carboxilico representa la parte polar y el esqueleto hidrocarburado
representa la parte hidrofébica®” (Ver Figura 10). Cuando estos acidos entran en contacto en
sistemas que contienen aceite y agua, estas se distribuyen en las dos fases actuando como
surfactantes “naturales” reduciendo la tensién interfacial entre ambas fases (fase organica no
polar y fase acuosa polar), provocando emulsiones dificiles de romper, dificultando la

deshidratacion del crudo durante los procesos de produccion®.

Parte Apolar
_—>
Aceite
I Interfase
Agua
Parte Polar

Figura 10. Molécula de un surfactante en un sistema aceite/agua
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como el sodio y calcio, se forman sales de naftenatos (Figura 11), las cuales ocasionan
problemas durante el tratamiento de petroleo, ya que forman depdsitos pesados que pueden
bloquear tuberias y valvulas®. Estos depositos pueden contener asfaltenos, incrustaciones y

otros sdlidos, con efectos perjudiciales en la estabilidad de los crudos?’.

Figura 11. Depésitos de Naftenatos en sistemas desaladores®

También los acidos organicos producen fendmenos de corrosion en las superficies metalicas a
temperaturas elevadas (230-400 °C) principalmente en las refinerias e instalaciones de la
industria petrolera. La corrosion del acero debido al acido nafténico se representa mediante la

siguiente reaccion?’:
Fe® + 2RCOOH — (RCOO0), Fe® +2H (1.3)

El producto de la reaccioén (naftenato de hierro) es extremadamente soluble en petréleo dejando
la superficie metalica sin productos de corrosion, produciendo asi un dafio acelerado del metal“C.
Ademas, los acidos nafténicos son precursores de coque provocando envenenamiento en los
catalizadores usados en la industria petrolera®. Por otro lado, entre los beneficios que tienen los
compuestos acidicos son diversos; entre los mas importantes se tienen que los acidos organicos
han sido usados ampliamente como materia prima de varios productos®, ademas son de interés
en estudios geoquimicos, particularmente migracién y biodegradacion*!, entre otras cosas®,

haciendo de estos compuestos aprovechables para la industria petrolera.

En la siguiente figura se puede observar el crecimiento que ha tenido en los ultimos afios la

investigacion de los acidos organicos presentes en el petréleo; para ello se realizé una revision
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bibliografica con respecto a este tema (alrededor de un total de 38 articulos) a través de dos

fuentes de bases de datos (Science Direct y ACS publications) desde 1961 hasta la actualidad.

2005-Actualidad

2000-2005

1995-2000

- “1990-1995
1985-1990

~ Anteriormente-1985

Figura 12. Incremento de la investigacién de los acidos organicos presentes en el
crudo

2.2.2 Medicion de la acidez en el crudo

Para la medicién del contenido de acidos presentes en el crudo tradicionalmente se realiza
una titulacién por neutralizacién con hidréxido de potasio (KOH) denominado Total Acid Number
o TAN*2, EI TAN indica los miligramos de KOH necesarios para neutralizar los acidos presentes
en un gramo de hidrocarburo. A partir del TAN se puede establecer que los crudos con un valor
menor a 0,5 mg KOH/g son considerados como de bajo potencial corrosivo. Los crudos con un
valor TAN de 0,5 a 1,0 mg KOH/g como moderado y superior a 1,0 mg KOH/g como crudos de
alto potencial corrosivo. Sin embargo, la titulaciéon no es especifica y no da informacién acerca
de la composicion de los acidos, debido a que el KOH titula el total de los compuestos acidicos

presentes en el crudo y la proporcion de cada uno de ellos varia de acuerdo al tipo de crudo.

2.3 TRATAMIENTO DE MUESTRAS DE CRUDO

Debido a la complejidad molecular que describe al petrdleo, no es posible caracterizarlo por
moléculas de forma individual. El analisis elemental proporciona informacién limitada acerca de
su composicién’, es por ello que el pretratamiento de la muestra para obtener fracciones menos

complejas es una etapa importante ya que, permite la separaciéon del crudo en matrices mas

15



R

simples para su posterior analisis. Se han reportado a lo largo del tiempo una variedad de

UNIVERSIDAD
DE LOS ANDES

alternativas para fraccionar el petréleo, entre las mas destacadas se encuentran:
2.3.1 Separacion SARA

En los afios 70, Jewel y colaboradores*® desarrollaron un método cromatografico llamado
analisis SARA, el cual separa el crudo en cuatro grupos organicos bien definidos basandose en
la polaridad y solubilidad de sus diferentes componentes** ya que, separa al crudo en cuatro

fracciones como: Saturados (S), Aromaticos (A), Resinas (R) y Asfaltenos (A) (Ver Figura 13).

m
Saturados l Aromaticos Resinas Asfaltenos
/)

Figura 13. Separacion del petroleo mediante fraccionamiento SARA

En la actualidad, existen diferentes metodologias cromatograficas para el fraccionamiento SARA,
entre las mas importantes se puede citar: la cromatografia en columna abierta de adsorcion en
arcilla-gel*®, la cromatografia en capa fina (TLC)* y cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC)*. La cromatografia en columna abierta de adsorcién en arcilla-gel esta descrita en la
norma ASTM D 2007-03%, en ella la separacion cromatografica se realiza a través de un sistema
con doble columna conteniendo en la primera columna una arcilla con propiedades adsorbentes
(atapulgita) que permita retener las fracciones mas polares del crudo (resinas) y en la segunda

columna silica gel, para separar los aromaticos de la fraccion saturada.

Para una separacion mas rapida y empleando pequefias cantidades de muestra se ha

desarrollado un sistema de cromatografia de capa fina (TLC) el cual emplea un detector de
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ionizacion a la llama (FID)*. Este método consiste en revelar varillas de cuarzo que estan

recubiertas con particulas de gel de silice.

Una metodologia SARA que emplea cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) combinado
a un detector de indice de refraccion y espectrometro UV, es la descrita bajo el protocolo analitico
establecido en la norma del Instituto Francés del Petroleo IFP 93054, en ella emplean columnas
preparativas empacadas con silica gel y alumina, y como fase mévil emplean n-heptano, tolueno,
diclorometano y metanol en diferentes proporciones para separar a los maltenos de acuerdo a
su polaridad. Los asfaltenos son separados previamente precipitandolos en n-heptano. Dentro
de las ventajas de emplear HPLC se encuentran que estas metodologias suelen ser mas
reproducibles, automatizadas y con menor porcentaje de error que los métodos anteriormente

descritos, ademas las fracciones obtenidas pueden ser caracterizadas posteriormente®’.
2.3.2 Extraccion solido-liquido

Es uno de los métodos mas comunes para llevar a cabo separaciones analiticas en muestras
complejas de origen medioambiental, farmacéutico, alimentario y de petréleos. Se basan en la
extraccion de las muestras con disolventes organicos clorados o hidrocarburos mediante un
extractor Soxhlet*®. En general, comprende la solubilizacion del analito presente en una muestra
a través del uso de un solvente en caliente, ya que permite separar o retirar compuestos de una
fase homogénea por diferencias de solubilidad. Las caracteristicas del solvente de solubilizacion,
la cantidad de extracciones, la velocidad y el tiempo de agitacién dependeran tanto de las

caracteristicas del analito como de la matriz que lo rodea.

Desafortunadamente, las extracciones sélido-liquido posee varias desventajas ya que estos
procedimientos necesitan, normalmente, varias horas o mas para obtener recuperaciones del
analito satisfactorias y los costes de los disolventes son con frecuencia elevados. Las
disoluciones de los analitos recuperados son, a menudo, tan diluidas que tras la extraccion debe
llevarse a cabo un proceso de concentracién que puede ir acompafnado de la degradacién y de

la pérdida de analito, asi como de la contaminacion del mismo*.
Antecedentes

Gerson Chavez y colaboradores (2003) aislaron diferentes fracciones de un crudo pesado

soportado en 3 tipos de alumina (neutra, acida y basica) aplicando extraccion soxhlet y utilizando
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como solvente Acetonitrilo (ACN), metanol, n-heptano, tolueno y tetrahidrofurano (THF).

Obtuvieron en la fraccién 1 (ACN) la porcidbn mas polar de las resinas, luego en la fraccion 2
(metanol) la porcion de menor polaridad de las resinas, seguidamente en la fraccion 3 (n-
heptano) se obtuvo la porcién de saturados y alquil-aromaticos, y por ultimo, en la fraccion 4
(tolueno) la porcion asfalténica y el resto de aromaticos y poliaromaticos no polares. Finalmente,
los compuestos fuertemente retenidos se obtuvieron en la fraccidon 5 con THF para las aluminas
acida y basica. Por otro lado, en el extracto obtenido de la alumina neutra se realizdé una
extraccion liquido-liquido para aislar los surfactantes naturales presentes en el crudo en estudio.
Las fracciones se caracterizaron empleando espectrometria UV-visible, infrarrojo, tensiometria y
cromatografia de permeacion sobre geles. Los resultados obtenidos demuestran que existen
mezclas de compuestos acidos con peso molecular promedio relativamente altos (entre 1459 y
1869 Daltons). Por otra parte, el porcentaje de recuperaciéon de los acidos fue entre 5 a 7 por
ciento (con THF, extraccion soxhlet), las cuales fueron mayores a las obtenidas con alumina

neutra (extraccion liquido-liquido) la cual fue entre 3 y 4%*°.

Belsay Borges y Sécrates Acevedo (2007), separaron los compuestos acidos del crudo
empleando extraccion soxhlet, en el cual la fase estacionaria estd compuesta por silice gel
modificado con hidréxido de potasio e isopropanol (para formar silicatos de potasio), y utilizaron
una mezcla de 20% acido formico (HCOOH) en CHClspara extraer la fraccién acida. Concluyeron
que existen dos tipos de compuestos de acidos carboxilicos en el crudo Carabobo, uno de
aspecto fisico resinoso, de bajo peso molecular altamente alifatico y otro de aspecto fisico sélido

negruzco, de alto peso molecular y un poco mas alifatico que el tipico asfalteno®.

Yahe Zhang y colaboradores (2011) sometieron el crudo a una extraccién soxhlet para obtener
diversos compuestos de acido en varias fracciones, para ello prepararon un dedal empacado con
una silica modificada con KOH e Isopropanol. La muestra de crudo se separé en nueve
subfracciones, las primeras cinco se obtienen por recirculacién de CHCI; y las ultimas (6-9) se
obtienen por recirculacion de una mezcla CHCL3/HCOOH. El analisis de las subfracciones se
realizd por GC-MS vy por espectrometria de masas de resonancia de i6n ciclotron con
transformada de Fourier (FT-ICRMS, por sus siglas en inglés, Fourier Transform lon Cyclotron
Resonance Mass Spectrometry). Los resultados obtenidos muestran que el sistema por
extraccion soxhlet es una técnica de separacion adecuada para la particion de crudo en

compuestos acidicos en diferentes subfracciones®'.
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2.3.3 Extraccién liquido-liquido

En la extraccién liquido- liquido se separa los componentes de una mezcla liquida, con ayuda
de un solvente que solubiliza preferentemente a uno de ellos. A menudo, se emplea un ajuste de
pH para controlar la ionizacidn, y una re-extraccion a diferente pH para mejorar la selectividad y
la recuperacion. La extraccion liquido-liquido es una operacion lenta y tediosa, dependiente de
la habilidad del operador y que estd expuesta a numerosos problemas técnicos (formacion de
emulsiones, manipulacién de grandes cantidades de solventes toxicos e inflamables, entre otros).
Adicionalmente, en el analisis de trazas debe considerarse que los solventes de extraccion
pueden agregar nuevos compuestos a la muestra a analizar y que estos compuestos pueden

interferir en la determinacion del analito®®.

Antecedentes

Lijuan J. Shi y colaboradores (2008) removieron acidos nafténicos de crudos de Beijiang,
China, empleando para ello una extraccion liquido-liquido utilizando como agente removedor de
acidos un liquido idnico, el cual consiste en una solucidn de 20% /v de 2-metilimidazol en etanol,
con ello lograron separar al crudo en dos fases, la fase superior contiene al liquido iénico con la
fraccién acidica y la fase inferior es el crudo sin acidos. Los resultados obtenidos indican que se
obtienen acidos nafténicos de alta pureza y que el porcentaje de remocién de acidos fue de un

67% para los crudos estudiados, disminuyendo asi su valor en nimero total de acidos®2.

2.3.4 Extraccion en fase solida

La extraccion en fase solida consiste en percolar un volumen conocido sobre un sorbente
sélido bajo condiciones controladas, permitiendo aislar, purificar y preconcentrar con éxito
analitos segun sea necesario para su posterior analisis. Los componentes de la muestra se
separan por migracién diferencial desde la fase estacionaria hacia los solventes de lavado y
elucién, atendiendo a las diferencias en cuanto a propiedades fisicas y quimicas, las cuales

favorecen las fuerzas de retencion para algunos compuestos y las fuerzas de elucion para otros.

Se emplean columnas o cartuchos fabricados con polipropileno que contienen entre 50 y 1000
mg de distintos materiales de relleno (sorbente) segun la aplicacién concreta a que se destine,
estos son soportes de silica-gel modificado con un determinado polimero poroso (cadenas

hidrocarbonadas C8, C18, polimeros de poliestireno-divinilbenceno, resinas del tipo Amberlita-
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XAD vy poliuterano)*® cuyo tamario de particula esta entre 40 y 60 um de didametro*®. Los
diferentes sorbentes se clasifican segun el tipo de interaccidon que tengan con el analito. Las
interacciones son consecuencias de sus propiedades quimicas y basicamente son de tres tipos:
interacciones polares, interacciones no polares e interacciones de intercambio iénico. Esta ultima

clase se subdivide en intercambio anidnico e intercambio idnico.

Las interacciones idnicas ocurren entre las moléculas de analito con cargas opuestas a las del
sorbente. Los grupos iénicos pueden estar cargados (positiva o0 negativamente) o no
dependiendo del pH del medio. Cuando el sorbente contiene grupos funcionales cargados
negativamente y el contraion intercambiable del analito en la matriz de la muestra esta cargado
positivamente, el proceso de acumulacidn se llama intercambio catidnico. Por el contrario, si el
grupo funcional en la superficie del sorbente esta cargado positivamente y el contraion
intercambiable del analito en la matriz de la muestra liquida esta cargado negativamente, el
proceso de acumulacion se llama intercambio anidnico. Los sorbentes de intercambio aniénico
por lo general contienen grupos funcionales débilmente basicos como las aminas primarias o
secundarias (se cargan a condiciones de pH bajos) o grupos de amonio cuaternario muy basicos
(se cargan a todos los pH). En la figura 14 se representa una amina cuaternaria empleada como

sorbente de intercambio aniénico.

.

ice

_N(CH3ly «—» 00C -~ -

“~

— -\../.\\_/'/

%]
Figura 14. Amina cuaternaria (trietilamino-propil) empleada como sorbente de
intercambio anidnico

La fuerza idnica también juega un papel importante en las separaciones SPE de intercambio
idnico. La fuerza iénica es una medida de la concentracion total de iones presentes en el medio.
La retencion del analito en la fase estacionaria sera funcion del nimero de otras especies idnicas
presentes en la matriz y disolvente capaces de competir por los grupos cargados del adsorbente.
Asi, bajas fuerzas idnicas promueven la retencion del analito, mientras que altas fuerzas idnicas

facilitan la elucion.
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Etapas de la extraccion en fase solida. El primer paso para la extraccion en fase solida es

el acondicionamiento o solvatacién de los grupos funcionales del material del relleno, este paso
es necesario a fin de garantizar una interaccion reproducible del sorbente con el analito. Los
analitos no pueden interactuar con el sorbente si sus grupos no se encuentran totalmente
activados. Luego del acondicionamiento el sorbente, se aplica la muestra, esta se puede realizar
con presion positiva o negativa con un caudal entre 1-10 mL/min. Esta operacion se puede
efectuar de dos formas distintas de acuerdo al modo de trabajo que se seleccione, estas dos

modalidades son:

= La muestra pasa a través del sorbente de fase sélida que retiene los interferentes
mientras que los analitos eluyen.

= La muestra pasa a través de un sorbente de fase sélida que retiene los analitos v,
posiblemente, algunos interferentes. Estos se eliminan del sorbente y después se eluyen

los analitos.

Seguidamente se realiza una etapa de lavado con la que se pretende desorber los interferentes
que hayan podido quedar retenidos. Finalmente, los compuestos de interés se eluyen mediante
el paso del volumen necesario de un solvente fuerte para despazar el analito del sorbente. En la

figura 15 se representa un esquema del procedimiento de la SPE.

Activacién  Acondicionamiento Carga Lavado Elucion

o @ || @ 9

FdCa T

FaCaddd

© 10O

@ e @ @ O
@ ®

Figura 15. SPE para la purificacién del extracto (LAS) en un cartucho conteniendo una
sal de amonio cuaternaria (SAX)
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La extraccion en fase sélida ofrece un gran numero de importantes beneficios cuando son

comparadas con otros tipos de extraccion, tales como la minimizacion del uso de solventes, altas
recuperaciones de analitos, rapida separacion, facilidad para acoplarse a diferentes técnicas de
separacion o técnicas de deteccion, posibilidad de usar sorbentes especiales para aplicaciones

especificas y de procesar simultdneamente multiples muestras.
Antecedentes

W. A. MacCrehan y colaboradores (1987) aislaron fenoles en el petréleo empleando cartuchos
C-18, para ello disolvieron el crudo en hexano y extrajeron con una mezcla de 60%v/v
metanol/agua conteniendo 0.1M de NaOH. La capa acuosa se filtr6 a través de un cartucho SPE
de C-18, de esta manera van quedando los interferentes en el sorbente y los fenoles no son
retenidos en el cartucho ya que, estos se encuentran formando fenolatos en el medio.
Concluyeron que la mezcla 60%v/v metanol/agua para la extraccion de fenoles es 6ptima ya que

esta disminuye la formacion de emulsiones®.

Umer Farooq y colaboradores (2011) emplearon un método de extraccién en fase solida para
extraer las especies acidicas del crudo, para ello usaron una resina de intercambio aniénico
(amina cuaternaria SAX) la cual fue empleada como sorbente de estas especies. El sorbente es
activado con una mezcla de NaHCO3/Na>;CO; luego con agua desionizada y por ultimo
emplearon metanol. Después el sorbente es acondicionado con diclorometano, luego se carga
la muestra, y los interferentes son eluidos con diclorometano. La fraccion acidica queda retenida

en el sorbente®.

D. M. Jones y colaboradores (2001) emplearon un método por SPE para determinar acidos
alifaticos y nafténicos en el petréleo, para ello utilizaron como sorbente aminas cuaternarias. El
sorbente es activado afiadiendo n-hexano. Luego es cargado el crudo y los interferentes son
removidos eluyendo n-hexano seguido de diclorometano. Las fracciones acidas retenidas en el
sorbente son eluidas con dietileter conteniendo 2 % (v/v) de acido féormico. Posteriormente, esta
fracciéon es metilada (BF/metanol o diazometano) y analizadas GC-MS. Concluyeron que la SPE
es un método rutinario, cuantitativo y reproducible para el analisis de acidos alifaticos y nafténicos
en crudos, ademas que se emplean bajo volumenes de solventes. Demostraron ser efectivas

para crudos livianos y pesados®.
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El término cromatografia deriva de las palabras griegas chroma (color) y graphein (escribir),

fue descubierto y empleado por primera vez en el afio 1903 por el botanico ruso Mikhail Tswett*s.

La cromatografia es un método usado principalmente para la separacion de los componentes de

una muestra, en la cual los componentes se distribuyen en dos fases, una de ellas es

estacionaria, mientras que la otra se mueve a través de la fase estacionaria (fase movil); todos

los componentes de una mezcla son transportados a través de la fase estacionaria (que es fijada

en una columna o en una superficie solida) por el flujo de una fase mévil (liquido, gas o fluido

supercritico), y las separaciones se basan en las diferencias de velocidad de migracién de los

distintos componentes de la mezcla en las dos fases®. Existen diferentes tipos de cromatografia,

en la Tabla 6 da una relacion de las tres clases generales de cromatografia en columna, segun

la naturaleza de la fase movil.

Tabla 6. Clasificacion de los métodos cromatograficos®®

Liquido adsorbido

Reparto entre liquidos

Intercambio idnico

intercambio idnico

Reparto 0 unido a una N g
iy = inmiscibles
superficie solida
Adsorcion Soélido Adsorcion
Resina de

Intercambio idnico

Exclusion por

Liquido en los
intersticios de un

Reparto/tamizado

tamario o s
so6lido polimérico
LIC]UId’O. con grupo Reparto entre liquido
- especifico unido a - L
Afinidad una superficie superficial y liquido
solida movil
Liquido absorbido
Gas-liquido sobre una Repartlg entre gasy
SR iquido
superficie solida
Gas-solido Sdlido Adsorcion

Especie organica
unida a una
superficie solida

Distribucion entre el
fluido supercritico y la
superficie unida

23



e

DE LOS ANDES

A pesar de las diferencias entre las distintas modalidades, los principios que gobiernan la
separacion son los mismos en todos los casos. La separacion cromatografica se produce porque
las moléculas de soluto se distribuyen entre las dos fases en funcién de su afinidad relativa en
cada una de ellas.

A lo largo del sistema cromatografico, los solutos se mueven a diferentes velocidades,
dependiendo del tipo de interaccion con la fase estacionaria y la fase mévil (puentes de
hidréogeno, interacciones dipolares, hidrofdbicas y electrostaticas), asi el componente afin a la
fase estacionaria se retiene mas (tardando mas tiempo en salir) y el componente afin a la fase

movil se retiene menos (eluye antes)®.

Como consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de la muestra se separan en
bandas o zonas que pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente mediante un sistema de
deteccién, la cual se puede representar a través de un cromatograma (Ver Figura 16),

correspondiendo cada pico a un analito diferente®.

\ /
40000 |- ts >\/\/
E 30000 : |
g - |
< 20000 l
10000 /\
W —ry
0 / \
0 5 10 15 20

Tiempo (min.)

Figura 16. Cromatograma de una mezcla de dos componentes

En un cromatograma se puede obtener las siguientes variables:

Volumen de elucion (Ve). O tiempo de retencion (tr), es el volumen de la fase movil eluida

entre la inyeccion y la elucion de la concentracion maxima del soluto®.

Volumen muerto (Vo). O tiempo muerto (t;), volumen requerido entre la inyeccion de la

muestra y la aparicion del primer pico®.
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Anchura de pico (W). Es la distancia entre los puntos de interseccion de las tangentes con

la linea base.

A partir de los parametros obtenidos en un cromatograma se pueden determinar las siguientes

variables:

Factor de retencion (k). Es la cantidad de tiempo que pasa un soluto en la fase estacionaria

en relacion con el tiempo que pasa en la fase movil®°.

Ko =——" (1.4)

Selectividad (a). Como su nombre lo indica, es un término que define que tan selectiva es

una columna para separar dos picos®®. Se define como:
()=t _ke
a—&) t K (1.5)
R/A~ ™M A

Resolucion (R). Es el parametro que expresa el grado de separacion que se puede obtener

en un sistema cromatografico para dos componentes dados®. Se define como:

_ 2[(tR)B _(tR)A]
) W, +W,

(1.6)

Eficiencia de una columna (N). Este término se utiliza para describir el ensanchamiento de
una banda que se produce cuando el soluto pasa a través de una columna cromatografica. Se

define en base a dos teorias: la teoria de los platos tedricos y la teoria de la velocidad.

La teoria de los platos tedricos proviene de un estudio desarrollado en el afio 1941 por Martin y
Synge, basandose en considerar a una columna cromatografica como si estuviera constituida
por numerosas capas denominadas platos tedricos y en ella se establece el equilibrio del soluto
entre la fase estacionaria y la fase movil, y el desplazamiento del analito a través de la columna
se trata como una transferencia de la fase movil desde un plato al siguiente. La eficacia de una
columna aumenta al hacerlo el nUmero de estas transferencias, esto es, al aumentar el nimero

de platos tedricos*®. El nimero de platos tedricos se define como:
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N=—=16 * (1.7)

Donde L es la longitud del relleno de la columna (cm), H es la altura del plato y W es la anchura

del pico medido en la base.

Este modelo explica con éxito la forma gaussiana de los picos cromatograficos y también los
factores que influyen en las diferencias en la velocidad de migracion del soluto, pero falla al
intentar justificar el ensanchamiento de los picos. A partir de esto se desarroll6 la teoria de la
velocidad, ya que describe las formas y anchuras de las bandas de elucion en términos
cuantitativos, a partir de un mecanismo de trayectoria aleatoria para la migracién de las
moléculas a través de una columna. La primera ecuacion fue postulada por Van Deemter en el
afio 1956. Segun Van Deemter, las contribuciones al ensanchamiento de banda dentro de una

columna cromatografica, son tres, y se representan en la siguiente ecuacion:

H =A+E+Csu (1.8)
u

Proceso multipaso (A) (Difusion de eddy): Este término representa el efecto de la
trayectoria multiple que el soluto recorre a través de una columna empacada, dado que las
moléculas seguiran caminos variables, por tanto, los tiempos de residencia en la columna

también seran variables causando ensanchamiento de banda®®.

Difusién longitudinal (B): representa la difusion longitudinal del soluto en la fase mévil, ya
qgue las moléculas no permaneceran inmoviles sino que difudiran en todas direcciones hasta que
su concentracion sea uniforme en todo el seno del liquido contribuyendo al ensanchamiento de

banda*®.

Resistencia a la transferencia de masa (Cs): este término corresponde a un proceso
reversible donde las moléculas se transfieren desde la fase movil hacia la fase estacionaria, este
término es dividido en dos, segun se considere la transferencia de masa en la fase estacionaria

y en la fase movil.

La resistencia a la transferencia de masa en la fase mévil explica la interaccién que tiene el soluto
con la fase estacionaria, ya que las moléculas mas favorables a la interaccion con la fase

estacionaria son las mas cercanas a ésta, mientras que las mas alejadas demoraran mas tiempo
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alejadas de la particula habran viajado un determinado trayecto antes de que sean retenidas por
la fase estacionaria, lo que producira un ensanchamiento de banda. Por otra parte, la resistencia
a la transferencia de masa en la fase estacionaria ocurre cuando las moléculas del soluto quedan
retenidas mayor tiempo en la fase estacionaria, las mas préximas a la superficie seran devueltas
mas rapidamente que las moléculas que difundieron profundamente, lo que ocasionara a un
ensanchamiento de banda. En la figura 17 se representa las contribuciones al ensanchamiento

de banda de cada uno de los términos de la ecuacion de Van Deemter.

Proceso Multipaso Resistencia a la transferencia de masa
en la fase movil

RE2RF
A

o

H= A+ B/ut+C.u

/ e
Difusion longitudinal Resistencia a la transferencia de masa
ﬂ en lafase estacionaria
Ny A
Q0
000 =
2%

Figura 17. Procesos de ensanchamiento de banda en la columna cromatografica*®

2.4.1 Cromatografia de Gases

La cromatografia de gases es una técnica descrita en los afios 50° y en la actualidad es uno
de los métodos ampliamente usados para la separacion, cuantificacion e identificaciéon de
componentes. En esta técnica la muestra se volatiliza y se inyecta a la cabeza de una columna
cromatografica, esto implica que la muestra debe ser volatil y térmicamente estable. La elucion
se produce por el flujo de un gas inerte. A diferencia de la cromatografia liquida, la fase mévil no
interactua con las otras moléculas del analito; su Unica funcién es la de transportar el analito a

través de la columna®.
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Existen dos tipos de cromatografia de gases: la cromatografia de gas sélido y la cromatografia
de gas liquido. En la cromatografia de gas solido, la fase estacionaria es sdlida y la retencion de
los analitos en ella se produce mediante el proceso de adsorcion. Precisamente este proceso de
adsorcion, que no es lineal, es el que ha provocado que este tipo de cromatografia tenga
aplicacion limitada, ya que la retencion del analito sobre la superficie es semipermanente y se
obtienen picos de elucidn con colas. La cromatografia gas-liquido utiliza como fase estacionaria
moléculas de liquido inmovilizadas sobre la superficie de un soélido inerte®’. Los componentes
basicos de un instrumento para la cromatografia de gases se muestran en la Figura 18. A

continuacion se da una descripcion de cada uno de los componentes

Gas carrier. El gas carrier consiste principalmente en transportar los componentes de la
muestra a través de la columna; estos gases, en principio, no afectan a la separacion de los
analitos, ya que no tienen ninguna influencia en el proceso de sorcidon-desorcion o de particion
que se produce en la columna. Generalmente se emplean gases inertes como Helio, Argdn,
Nitrégeno o Hidrégeno, y la eleccion de estos en ocasiones depende del tipo de detector
empleado®. La pureza de los gases es sumamente importante, se requieren altos niveles de

pureza, es decir, 99.995%.

iEfinQaﬂ puerto de
1 / inyeccion

H| 7 detector
‘E columna M

trampa
de gases

!
Horno con temperatura tratamiento de los
programada datos

Gas Carrier

Figura 18. Diagrama de un cromatografo de gases
Horno. La temperatura de la columna es una variable importante, por ello la columna se

introduce dentro de un horno de temperatura controlada. El horno debe cumplir con una serie de

requisitos tales como establecer una temperatura fija con gran precision (dentro de los limites de
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1+ 1 C), tener escasa inercia térmica y poseer un sistema de control de temperatura sofisticado

que incluya la posibilidad de programar los cambios de temperatura del horno en funcién del

tiempo®°.

Sistema de inyeccion de muestra. El puerto de inyeccion es un dispositivo que permite
volatilizar e introducir la muestra a analizar bien sea liquida o gaseosa, e incorporarla a la
corriente del gas carrier que va hacia la columna de separacién. Se trata de una camara de
vaporizacion situada a la cabeza de la columna y calentada independientemente de esta
(generalmente a temperatura superior del punto de ebullicion del componente mas volatil de la
muestra), que suele tener una membrana de silicona llamada septa a través de la cual se
introduce la muestra con la ayuda de una microjeringa®’. Existen diferentes tipos de puerto de

inyeccion de los cuales se pueden nombrar los mas usados:

Microjeringa

Septa

Gas Carrier =

Aguja

— Alacolumna

Figura 19. Puerto de Inyeccion

Inyector Split/Splitless: este tipo de inyector, es el mas sencillo que utilizan para
cromatografia capilar, consta basicamente con los mismos elementos que un inyector normal,
con la diferencia de que tiene adicionalmente un sistema division de flujo a la salida de la camara

de vaporizacion, y de esta manera, dividir la muestra para evitar sobrecargar la columna®’.

Cuando este inyector se encuentra en modo Split, el flujo del gas carrier pasa a través del inyector
con la muestra vaporizada y la divide en dos, una parte es introducida en la columna y la otra
parte escapa fuera del sistema a través de una valvula de aguja que permite controlar la
proporcion de gas que es introducido en la columna. Esta divisién permite que se inyecte a la

cabeza de la columna una pequefia cantidad de muestra dando lugar a que las cantidades de
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analito que llegan al detector sea muy pequenfas, por lo que los limites de deteccién aumentan

bastante, lo que es un gran inconveniente a la hora de realizar analisis de trazas®’.

Para el analisis de analitos de baja concentracion, se emplea el inyector en modo Splitless, ya
que en este caso, la totalidad de la muestra es dirigida hacia la columna. La columna debe estar
a una temperatura inferior al punto de ebullicion del componente mas volatil de la muestra para
que esta se condense en la cabeza de la columna y asi concentrar los componentes a analizar
(efecto solvente). A partir de esto, se comienza un programa de calentamiento de la columna
para realizar el analisis. La reconcentracion de la muestra en la cabeza de la columna origina
que las pérdidas de eficacia debido a una inyecciéon inadecuada sean de mucha menor

importancia que en otras técnicas de inyeccion.

Otros puertos de inyeccion empleados, son los puertos empacados, cuyo disefio es parecido al
del puerto Split/Splitless pero sin el sistema de division de muestra; estos son instalados para
emplearse con columnas empacadas y tienen la ventaja de poder introducir mayor cantidad de
muestra (entre 1 y 20 yL). También existen valvulas rotatorias para inyeccion de gas, el cual
emplea un loop el cual permite cargar las muestras de gas a un volumen fijo que luego a través
de un switcheo de la misma es integrado al gas carrier para ser introducido en la columna de

separacion®’.

Columna. La separacion de una mezcla en sus componentes individuales ocurre en la
columna. Para cromatografia de gases, se emplean dos tipos de columnas, las empacadas o de
relleno y las tubulares abiertas o capilares. Estas ultimas son mas comunes en la actualidad,
debido a su mayor rapidez y eficiencia. La longitud de estas columnas es variable, de 2 a 60
metros, y estan construidas en acero inoxidable, vidrio y silice fundida. Debido a su longitud y a
la necesidad de ser introducidas en un horno, las columnas suelen enrollarse en una forma

helicoidal.

Las columnas capilares son de dos tipos basicos: las de pared recubierta (WCOT, por sus siglas
en inglés Wall Coated Open Tubular) y las de soporte recubierto (SCOT, por sus siglas en inglés
Support Coated Open Tubular). Las WCOT son simplemente tubos capilares donde la pared
interna se ha recubierto con una finisima capa de fase estacionaria. Las columnas SCOT tienen
en su parte interna una fina capa de material absorbente como el empleado en las columnas de
relleno donde se ha adherido la fase estacionaria. Por otro lado, las columnas empacadas, cuya

longitud varia entre 1.5 a 10 metros y un diametro interno de 2 a 4 mm. En el interior se rellena
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estacionaria liquida (el espesor varia entre 50 nmy 1 ym)®’.

La fase estacionaria mas empleadas para las columnas capilares y empacadas incluyen:
Metilsiliconas para compuestos no polares hasta moderadamente polar), Fenilmetilsiliconas (que
varian entre 5 a 50 % de Fenil) para olefinas, aromaticos y compuestos moderadamente polar y
fase estacionaria Carbowax (Poliglicol) para compuestos muy polares y acidos. Ademas se
emplean para las columnas empacadas las fases estacionarias como Molecular Sieve, Alimina
y Porapacks para analisis de gases permanentes como oxigeno, nitrégeno, hidrogeno, helio,

CO2, CO, metano entre otros.

Detectores. Al igual que en cromatografia liquida, los detectores permiten identificar cada
uno de los componentes de la muestra a la salida de la columna cromatogréfica. Entre los

detectores empleados en cromatografia de gases estan:

Detector de ionizacion de llama (FID, por sus siglas en inglés Flame lonization Detector)
es uno de los detectores mas empleados para el analisis de la mayoria de los compuestos
organicos. Consiste en un quemador por el cual el gas carrier proveniente de la columna se
mezcla con hidrogeno y aire para formar una llama. Cuando los compuestos se pirolizan a la
temperatura de una llama de hidrogeno/aire, producen iones y electrones que pueden conducir
la electricidad. Ofrece alta sensibilidad, un gran intervalo de respuesta lineal y bajo ruido, sin
embargo es un detector destructivo a la muestra. Excepciones como grupos funcionales tales
como carbonilo, alcohol, halégeno y amina originan en la llama pocos iones o practicamente
ninguno®’. Por otro lado, el detector es insensible a los gases no combustibles como H,0, CO,,
NOyxy SOo.

Detector selectivo de masas (MSD por sus siglas en inglés, Mass Spectral Detector):
este tipo de detectores es uno de los mas empleados para la identificacion de compuestos.
Consiste en ionizar las moléculas por medio de un bombardeo de electrones para la
fragmentacion de las mismas. Esto resulta en diferentes patrones de fragmentos en el cual puede
ser empleado para identificar el compuesto de la muestra. Hay dos tipos comunes de fuentes de

ionizacion los cuales son por ionizacién quimica y por impacto de electrones®.

Una vez ionizado, los compuestos entran al filtro de masas o cuadrupolo, el cual mueve los iones

elegidos desde la fuente de iones hacia el detector, filtrando y separando iones basandose en su
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carga/masa. Una vez que la muestra ionizada ha sido filtrada por la proporcion de masa/carga

en el cuadrupolo, la abundancia se detecta y se visualiza en un software el cual contiene un

sistema de datos. Algunos instrumentos estan equipados ademas con biblioteca de espectros

para la identificacion de los compuestos®.

Los detectores espectrométricos de masas tienen por lo comun varias formas de presentacion

de datos, que se agrupan en dos categorias: de tiempo real y reconstituido por ordenador. Dentro

de cada una de estas categorias se puede elegir entre los cromatogramas que registran la

intensidad de todos los iones (una representacion de la suma de las intensidades de todos los

iones en funcion del tiempo), los cromatogramas que registran la intensidad de un ion

seleccionado (una representacion de la intensidad para uno o unos pocos iones en funcion del

tiempo), y los espectros de masas de diversos picos®®. En la figura 20 se representa un esquema

general de un espectrometro de masas.

Fuente de lones | (&3]

Analizador de
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Entrada de

T&T
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Deteccion de iones
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to Vacio

Sistema de Vacio

Bomba Mecanica

Salida

Colector de Vacio

Figura 20. Esquema General de un espectrometro de masas®®

Antecedentes

Yahe Zhang y Colaboradores emplearon un GC-MS en apoyo con extraccion soxhlet, para

identificar compuestos acidicos en un crudo proveniente de Bohai Basin, China. Las condiciones

del GC-MS estan descritas en la Tabla 7. Los autores lograron identificar Fenoles Isoprenoides
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con formula molecular de C27H4s0 y CasHs00, ademas de Tocoferoles con formula molecular de
Co7H4602 de acuerdo con la libreria NIST (NIST, por sus siglas en inglés National Institute of

Standard and Technology) empleada®.

Tabla 7: Condiciones del GC-MS empleado por Yahe Zhang y Col en su investigacion

Dispositivo Condiciones de Operacién
Especificaciones: HP-5MS
Columna Dimensiones: 30 m x 0.25 mm; 0,25 um

Temperatura inicial: 80 °C por 1 min
Programa de 1 Rampa: 5 °C/min hasta llegar a 220 °C
Temperatura 2 Rampa: 8 °C /min hasta llegara 310 °C
Temperatura final: 310 °C por 12 min

Modo: Splitless.
Temperatura: 300 °C
Fuente: Impacto de Electrones
Modo: Scan de 35 a 500 Da

Puerto de Inyeccién

Detector MS

2.4 .2 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

Desde sus inicios a finales de los anos sesenta la cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC, por sus siglas en inglés, High Performance Liquid Chromatography) ha tenido mayor
difusién en el analisis quimico, debido a que con el uso de este se incrementa la eficiencia de los
sistemas cromatograficos, ya que se emplean columnas empacadas con pequefos tamafos de
particulas (de 3 a 5 uym), incrementando el niumero de platos tedricos. A partir de entonces, las
aplicaciones de ésta técnica han ido aumentando siendo factible la separacion, caracterizacion

y cuantificaciéon de una gran variedad de compuestos.

El sistema de HPLC requiere de instrumental especial que permita trabajar con las altas

presiones requeridas, entre ellas se tienen:

Sistema de Bombeo. En HPLC, el tamario de las particulas en las columnas empaquetadas
impide el flujo de la fase movil. Es por esto que es necesario un sistema de bombeo que permita
flujo razonable de la fase movil, de lo contrario los andlisis serian excesivamente lentos. Se
utilizan tres tipos de bombas, bombas de desplazamiento, bombas neumaticas y bombas

reciprocas; siendo esta ultima la mas empleada para la mayoria de los equipos HPLC, estos
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consisten en una pequena camara en el cual el disolvente es impelido por el movimiento de

vaivén de un piston accionado por un motor de arrastre.

Sistema de inyeccion de muestra. El sistema de inyeccién de muestras mas usado se
basa en un bucle de muestras. Este tipo de dispositivo es parte integral de algunos equipos de
HPLC. Frecuentemente se encuentran disponibles bucles intercambiables de una amplia gama
de tamanos que varian de 5 a 500 pl. La reproducibilidad tipica de las inyecciones con bucles de
muestra es del orden de décimas por ciento. Muchos instrumentos de HPLC incluyen un
muestreador dotado de un inyector automatico, que permite la inyeccion continua de volimenes

variables.

Fase movil. Aunque la fase moévil no es parte instrumental propiamente dicho, el control de
la presion, el flujo y la composicion de la misma son muy importantes, algunas de las
caracteristicas que debe presentar toda fase movil para ser empleado en HPLC son: alto poder
solubilizante de las muestras, baja reactividad, compatibilidad con el detector utilizado, baja
viscosidad, seguridad y alto grado de pureza. Los disolventes mas empleados en HPLC se

encuentran en la tabla 7 con algunas de sus propiedades.

Tabla 8. Propiedades de las fases moviles mas comunes

Disolvente indice de Barrera UV indice de T Ebullicién | Viscosidad
Polaridad (nm) Refraccién (°C) (cP)
Acetona 5,1 330 1.359 56,3 0,36
Acetonitrilo 5,8 190 1.341 81,6 0,38
Cloroformo 41 245 1.443 61,1 0,57
DMSO 7,2 268 1.478 189 2,24
Acetato de Etilo 4,4 256 1.370 77,1 0,45
Hexano 0,0 200 1.375 69 0,31
Heptano 0,0 200 1.387 98 0,50
Metanol 5,1 205 1.326 64,7 0,55
THF 4,0 212 1,405 66 0,55
Tolueno 2,4 284 1,494 110,6 0,59
o-Xileno 2,5 288 1.500 144 .4 0,81
Agua 10,2 190 1,333 100 1,0
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Una de las caracteristicas de la fase movil que tiene mayor importancia es la polaridad, ya que a

través de ella se pueden predecir las interacciones que los analitos pueden tener con la fase
movil, el disolvente y la fase estacionaria. Se han desarrollado varios indices para describir
cuantitativamente la polaridad de los disolventes, el mas util es el indice de polaridad desarrollado
por Snyder esta es la resultante de todas las propiedades quimicas como son las fuerzas
dispersivas, la capacidad aceptora o donadora de protones y el momento bipolar de una
molécula. En la Figura 18 se representa un diagrama triangular desarrollado por Snyder para la

eleccion de solventes en funcidon de su selectividad.

En HPLC, La eleccion de la fase movil es un factor importante y esta limitada a la columna. La
distincidn mas importante se da entre las cromatografias de fase normal y reversa. Las fases
moviles empleados en fase normal estan constituidas por solvente apolares como iso-octano y
hexano y en fase reversa se emplean mezclas de disolventes polares como agua, acetonitrilo y
etanol. Ademas en los sistemas de HPLC se puede trabajar de manera isocratica o en gradiente.
En la forma isocratica, la composicion de la fase mévil permanece constante a lo largo de todo
el analisis. Cuando se trabaja en gradiente, la composicion de la fase maovil es variada poco a

poco a lo largo del analisis.

BASICOS
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Fenoles THF

Nitroles
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CH,CI2,

10 , , , ~Nopo
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Figura 21. Diagrama Triangular desarrollado por Snyder

Fase estacionaria. En HPLC, la fase estacionaria se encuentra empacada en columnas de

acero inoxidable o plastico que poseen una longitud entre 10 y 30 cm con un diametro interno
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uniforme de 4 a 10mm, rellenos con particulas de tamafo aproximadamente a 5 ym. La tendencia

hoy en dia es emplear columnas de menor longitud entre 3 a 7,5 cm y diametro interno que

oscilan entre 1 y 4,6 mm, con rellenos particula de tamafo muy pequenas (3 0 5 ym) para

disminuir los tiempos de analisis. En muchas ocasiones se utilizan precolumnas para aumentar

la vida de la columna analitica, estas eliminan los contaminantes que se unen irreversiblemente

a la fase estacionaria. En funcion de la fase estacionaria, en HPLC se puede clasificar en:

Cromatografia de Adsorcién: en este tipo de cromatografia la fase estacionaria es la
superficie de un soélido polar finamente dividido. Con dicho empaquetamiento, el analito compite
con la fase mévil por los sitios sobre la superficie del empaquetamiento y la retencion se debe a
las fuerzas de adsorcion. La silice y la alumina finamente divididas son las uUnicas fases

estacionarias de uso generalizado en la cromatografia de adsorcion.

OH OH OH OH

(@]

\‘/ N /0\‘/0\‘/

Si Si Si Si
|

Figura 22. Grupos silanol empleados como fase estacionaria en la cromatografia de
adsorcion

Cromatografia de Reparto: es el tipo de cromatografia liquida mas utilizado, se puede
subdividir en cromatografia liquido-liquido (la fase estacionaria liquida se retiene sobre la
superficie del soporte por adsorcion fisica) y cromatografia de fase unida quimicamente (la fase
estacionaria se une quimicamente a la superficie del soporte). En la actualidad los métodos de
fase unida quimicamente son los que predominan debido a las desventajas del sistema liquido-
liquido, una de esas desventajas es la pérdida de la fase estacionaria por disolucién en fase
movil. La cromatografia de reparto se divide en “fase normal”, y “fase reversa”, cuyas principales

diferencias radican en las distintas polaridades de sus fases estacionarias y moviles.

En cromatografia en fase normal, Se emplean como fases estacionarias compuestos polares,
tales como amino-propil o ciano-propil soportados sobre particulas de silice o alumina, y como
fase movil se utilizan disolventes relativamente apolar como el hexano o el iso-propileter. La
retencion también (como la de fase reversa) tiene lugar en esa especie de capa liquida

depositada quimicamente, como consecuencia de la distinta solubilidad relativa en la fase
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estacionaria (polar) y la fase mévil (apolar), donde el analito menos polar sera el primero que se

eluye y el mas polar el ultimo en eluir.

En cromatografia en fase reversa, su fase estacionaria mayormente consisten en grupos
funcionales organosilanol unidos mediante enlace covalente a soportes de silica gel apolar (con
frecuencia un hidrocarburo), y la fase maovil polar (como el agua, metanol o acetonitrilo). En este

caso, los compuestos mas retenidos son los mas apolares.

Cromatografiade intercambio i6nico: esta basada en la atraccion entre iones del soluto
y puntos cargados que existen en la fase estacionaria, en el caso de los intercambiadores
anidnicos, los grupos cargados positivamente en la fase estacionaria atraen aniones del soluto.
Los intercambiadores catiénicos contienen puntos cargados negativamente, unidos por enlace
covalente a la fase estacionaria, que atraen cationes de soluto. Como fase estacionaria se
emplean resinas las cuales son particulas amorfas de material organico. Las resinas de
poliestireno, usadas en intercambiadores idnicos se clasifican en acidos o basicos, fuertes o

débiles.

Cromatografia de exclusion por tamafo: o cromatografia sobre geles es una técnica
que se aplica particularmente a especies de elevado peso molecular. La fase estacionaria esta
constituida por una matriz porosa, cuyos poros poseen un tamano determinado y estan
completamente llenos con el disolvente usado como fase movil. Las moléculas de soluto que
tienen diametros significativamente menores que los poros pueden penetrar en ellos y, de esta
manera, ser retenidos durante un cierto tiempo, mientras que las moléculas que son mas grandes
que el tamafio medio de los poros del relleno son excluidas, y, de esta forma, no se retienen,

siendo eluidas en primer lugar.

Detectores. Son dispositivos que permiten identificar cada uno de los componentes de la
muestra a la salida de la columna cromatografica®. Algunos detectores son universales, es decir
gue son sensibles a practicamente todos los compuestos que eluyen de la columna. Por otro
lado, hay detectores selectivos que son sensibles solo a compuestos especificos. Entre los

detectores empleados en HPLC estan:

Detector de indice de refraccion (RID, por sus siglas en inglés, refractive index detector):
Este detector mide la diferencia de indice de refraccion entre el solvente puro y el solvente que

contiene la muestra. Es un detector universal, no es destructivo y responde a la presencia de
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todos los solutos. Entre las desventajas se encuentra que es muy poco sensible, lo cual limita su
campo de aplicacion y es muy afectado por cambios de temperatura. Tampoco puede utilizarse
en sistemas de gradiente porque el cambio de la composicion de la fase mévil se acompania del

cambio de su indice de refraccion. Como consecuencia, no puede estabilizarse la linea de base®.

Detectores de absorcion UV: Se basa en el analisis de la cantidad de radiacion
electromagnética, en el rango de longitudes de onda del ultravioleta (190- 350 nm), que puede
absorber una muestra en funcién de la cantidad de sustancia presente. Estos detectores poseen
buena sensibilidad permitiendo detectar analitos en el orden de los nanogramos. No es
destructivo y puede emplearse con gradientes de solventes, con la Unica limitacidén de que éstos
sean transparentes en la longitud de onda de trabajo®. Se utiliza habitualmente en la
determinacion cuantitativa de soluciones de iones metalicos de transicion y compuestos

organicos muy conjugados®®®’,

Detector Evaporativo de Luz Dispersa (ELSD, por sus siglas en inglés, evaporative
light scattering detector): Este tipo de detector funciona mediante la medicion de la luz dispersada
por las particulas solidas de soluto que quedan después de la nebulizacién y evaporacion de la
fase maovil. Debido a que la fase movil es evaporada con una corriente de nitrégeno o aire antes
de que tenga lugar la deteccion, se eliminan los frentes de solvente y se mantiene estable la linea
base durante los gradientes, tampoco se ve afectada a los cambios de temperatura. Su respuesta
es dependiente de la concentracién del analito y detecta cualquier compuesto menos volatil que
la fase mavil, también su respuesta es independientemente de su capacidad de absorber luz
ultavioleta®? es por esto que se emplean generalmente en la deteccion de compuestos que no

posee grupos cromoforos.
Antecedentes

A.E Borgund y Colaboradores (2007)%, desarrollaron un método por HPLC usando
cromatografia en fase normal para separar en cuatro fracciones los extractos acidos organicos
presentes en petrdleo de la siguiente manera: compuestos no polares, acidos carboxilicos
saturados, fenoles y acidos polifuncionales (Figura 23); para ello utilizaron como fase
estacionaria columnas columnas ciano y como fase movil disefiaron un programa de elucion en

gradiente como se muestra en la tabla 9:
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Tabla 9. Programa de elucién en gradiente disefiado por A.E borgund y colaboradores

Tiempo (min) | Hexano (% “/v) DCM (% “Iv) Metanol (% “Iv)
0 97 3 -
10 97 3 -
20 70 30 -
35 40 55 5
40 - 100 -
50 97 3 -

Como detectores emplearon: un ELSD (temperatura de operacién 40°C, gas nebulizante:

nitrégeno) y un detector UV para la identificacion de cada muestra. Concluyeron que el método

descrito es simple y rapido, y complementa los métodos existentes para separar los acidos en el

crudo. Sin embargo, las fracciones siguen siendo muy complejas para ser identificados por sus

componentes individuales, pero son adecuadas para ser comparadas con los perfiles acidos de

diferentes crudos.
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Figura 23. Cromatograma obtenido por A.E Borgund y Col
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3. DESCRIPCION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
3.1 Hipotesis

Por su condicion de mezcla, los crudos y en especial los del tipo pesado y extrapesado
representan muestras quimicamente complejas cuando se requiere su caracterizacion, es por
esto que la combinacién de métodos de extraccion en conjunto con métodos cromatograficos
permite aislar e identificar especies acidas organicas presentes en un crudo extrapesado,

haciendo posible generar informacién mas precisa sobre la composicion de los mismos.
4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Realizar un estudio exploratorio para evaluar las especies acidas organicas presentes en el

crudo Carabobo de la Faja Petrolifera del Orinoco.

4.2 Objetivos especificos

¢ Disefarun método de extraccion que permita aislar especies acidas organicas en el crudo
Carabobo utilizando métodos de extraccién en fase sdlida y/o extraccién Soxhlet.

o Analizar los extractos acidos aislados del crudo empleando GC-MS, en apoyo con
espectrometria infrarrojo.

e Desarrollar un método por HPLC que permita complementar el analisis por GC-MS de los

extractos acidos organicos.
5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

A continuacion se sefalan los solventes, reactivos, equipos y materiales empleados para la
elaboracion del trabajo de investigacion, de igual manera, se da a conocer el origen de la muestra

de crudo.
5.1 Solventes y Reactivos

El trabajo experimental requirié6 de solventes organicos y diferentes reactivos. La Tabla 10

muestra una lista de ellos, con su marca y grado de pureza.
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Tabla 10. Solventes y Reactivos empleados

Solvente 6 Reactivo Marca Pureza
Cloroformo Merck Grado HPLC
2-Propanol (IPA) Merck Grado HPLC
Acido formico Riedel de Haén 98 %
Diclorometano Fisher Scientific Grado HPLC
Metanol Sigma Aldrich Grado HPLC
Ciclohexano Sigma Aldrich Grado HPLC
N-pentano Merck Grado HPLC
Eter dietilico Riedel de Haen Alta pureza
1-Propanol Merck Grado HPLC
Acido Clorhidrico Riedel de Haen 37 %
Acido formico Riedel de Haén 98 %
Bicarbonato de Sodio Riedel de Haén -
Resina AG 1-X8 (SAX) Bio Rad (400) Mesh -
Hidréxido de Potasio J.T. Baker -
Silica gel Sigma Aldrich (100-200) Mesh -
Fenol J.T Baker 99 %
Acido octanoico Sigma Aldrich 99 %
Acido benzoico Sigma Aldrich 99.5 %

5.2 Materiales y Equipos

5.2.1 Sistema de extraccion Soxhlet.

El sistema de extraccion Soxhlet estuvo constituido por un condensador de vidrio, una
columna Soxhlet y un balén de recolecciéon (Marca Pyrex). Para llevar a cabo el método se
emplearon dedales de celulosa (Marca Whatman) y una manta de calentamiento (Marca Glas-
Col). El sistema requirioé de un recirculador para su refrigeracion (Marca Huber). En la Figura 24

se representa el equipo de extraccion Soxhlet empleado.
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Figura 24. Sistema de extraccién Soxhlet

5.2.2 Equipo de extraccion en fase sélida.

El sistema para SPE (Figura 25) incluyé una bomba de succién marca Buchi Modelo V-700,
tuberias de Teflon (Marca Supelco), conectores PTFE. Kitasatos de vidrio, marca Pyrex.

Cartuchos de polipropileno, marca Alltech.

Figura 25. Equipo para SPE. A: cartucho de polipropileno. B: Kitasato. C: conector
PTFE. D: tuberias de teflén. E: bomba de succién

5.2.3 GC-MS marca Agilent Technologies modelo 6890N-5973Inert

Se empled un cromatégrafo de gases marca Agilent Technologies modelo 6890N con
detector selectivo de masas modelo 5973Inert para la caracterizacion de los extractos acidos, el
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cual incluyd, un autoinyector Agilent modelo 7683A, una bandeja para 100 viales de la misma

marca y un computador para el manejo del software MSD ChemStation. Ver Figura 26.

Figura 26. Cromatografo de gases Agilent 6890N con Detector Selectivo de Masas
5973Inert

5.2.4 HPLC Marca Agilent Technologies Modelo 1200 Series.

El sistema HPLC empleado en este trabajo es de la marca Agilent Technologies Modelo 1200
Series que se encuentra constituido por los siguientes modulos: reservorio para solventes,
desgasificador de solventes al vacio, bomba cuaternaria (400 Bar de presién maxima), inyector
manual, compartimiento de columna termostatizada, detector de longitud de onda variable (VWD,
por sus siglas en inglés, Variable Wavelenght Detector), detector de indice de refraccion (RID,
por sus siglas en inglés, Refractive Index Detector), valvula de seleccién y computador para el

manejo del software Agilent ChemStation Rev. B.04.02. Ver Figura 27.

43



UNIVERSIDAD
DE LOS ANDES

Figura 27. Cromatografo Agilent HPLC 1200. A: Reservorio de solventes. B: Columna.
C: Inyector manual. D: Valvula de recoleccién. E: Desgasificador. F: Bomba. G: Horno.
H: Detectores (RID y VWD)

5.3 Muestras

Las muestras en estudio corresponden a crudos extrapesados virgenes, provenientes de los
campos Carabobo, Junin y Ayacucho de la FPO.

5.4 Plan de Trabajo

La estrategia para llevar a cabo los objetivos planteados en este trabajo se dividié en cuatro
etapas. En primer lugar, se plante6 conocer las caracteristicas fisicoquimicas principales de los
crudos de la FPO, esto se logré a través del analisis SARA, la determinacién de los grados API
y el numero total de acidos (TAN). En segundo lugar, se desarroll6 el tratamiento adecuado de
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tercer lugar, se identificd dichas especies a través del desarrollo de una metodologia por GC-MS.
Finalmente, se desarrollé6 una metodologia para la separacion por especias acidas organicas a

través de HPLC que complemente los resultados por GC-MS.

5.4.1 Determinacion de las propiedades fisicoquimicas
Determinacion de los grados API

Para la determinacién de los grados APl a las muestras en estudio, se empled el método del
picnédmetro que sigue el procedimiento experimental de la norma ASTM-D-70-09%. Este método

utiliza un picnémetro de vidrio de forma cénica con capacidad de 30 mL.
Determinacion de la acidez total del crudo

Los crudos de la FPO se analizaron previamente para conocer su acidez total del crudo
empleando la norma ASTM D-664-11%°, dicha norma se basa en la determinacién de nimero
acido total de productos del petrdleo por titulacion potenciométrica. El procedimiento aplicado se
describe en la norma antes mencionada. En la Figura 28 se muestra el equipo utilizado para la

realizacion de este analisis.

Figura 28. Equipo utilizado para la determinacion de numero acido total
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5.4.2 Separacion de las fracciones Saturados, Aromaticos, Resinas y Asfaltenos de

los crudos de la FPO

Los crudos provenientes de la FPO se separaron y cuantificaron en sus fracciones SARA.
Para ello, se empled el método de fraccionamiento SARA establecido en la norma del Instituto
Francés del Petréleo (IFP 9305), el cual se emplea en PDVSA-Intevep como una de las
metodologias para la separacion de crudos. En esta norma usa como técnica de separacion la

cromatografia liquida de adsorcidn, con una previa desasfaltenizacion del crudo.
Desasfaltenizacién del crudo.

Con la finalidad de precipitar los asfaltenos de la muestra de crudo y asi separarlo en dos

fracciones: asfaltenos y maltenos, se realizé lo siguiente:

En un vaso de precipitado se pesé entre 1,6 y 3,0 g de muestra de crudo y se disolvié en 50 mL
de n-Heptano por cada gramo de muestra, y se calentdé la mezcla en un bafo a 80°C con
agitacién constante por 20 min. Posteriormente, se pasé la muestra diluida de crudo en un equipo
de filtracion, a través de una membrana millipore de tal manera que los asfaltenos precipiten y
queden retenidos en la membrana mientras que los maltenos queden disueltos con n-Heptano.
Luego se lava la membrana con 100 mL de n-Heptano caliente (80°C), para recuperar todos los
maltenos que hayan quedado retenidos. Después se seca la membrana con los asfaltenos a
60°C en un horno por 30 min. Finalmente se deja enfriar la membrana hasta temperatura

ambiente y se pesan los asfaltenos.

Los maltenos disueltos con n-Heptano pasan a un balén fondo redondo y se evapora el solvente

con el uso de un rotaevaporador a 40°C en corriente de nitrégeno a 1 mL/ min.
Separacion de los maltenos por cromatografia liquida de adsorcion

La segunda etapa de fraccionamiento es la separacion de los maltenos en los tres grupos de

hidrocarburos. El procedimiento a seguir para la preparacién del sistema fue el siguiente:

Preparacion de las muestras. Se pesd aproximadamente 1 gramo de maltenos y se
disolvié con n-Heptano en un balén aforado de 10 mL y se llevé al volumen de aforo. La mezcla

se coloco en un sonicador hasta el momento previo de la inyeccion.
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Preparacion de la fase movil. En unos reservorios de solvente se colocan por separado
500 mL de n-Heptano, 500 mL de metanol, 500 mL de tolueno y 500 mL de diclorometano y se

colocan en un sonicador por aproximadamente 20 min para desgasificar los solventes.

Preparaciéon de la columna cromatogréfica preparativa. Se pesaron por separado
20 g de silica gel y 35 g de alumina y se activaron durante 16 horas a temperatura constante
(180°C), usando un horno de calentamiento. Luego se dejaron enfriar los adsorbentes en un
desecador. Posteriormente se empaquetd la columna cromatografica, empezando con silica gel

y luego con alumina.

Separacion cromatografica de las muestras de crudo de la FPO. En el equipo
HPLC Agilent Technologies (Figura 29) se ajusto la columna empacada con silica y alumina a la
salida del inyector y se inserté a través de ella n-Heptano con un flujo constante de 2 mL/min por
un tiempo aproximado de 30 min, con la finalidad de acondicionar la columna. Antes de dar inicio
a la separacién se verificd que el sistema no presentase fugas. Una vez verificado todo el
sistema, la muestra preparada se retir6 del sonicador y se procedio a llenar el Loop de inyeccion

de 4mL, empleando para ello una valvula de inyeccién manual y una jeringa de 10 mL.

Figura 29. Equipo HPLC Agilent Technologies Series 1200

La secuencia de elucién para la separacion de las tres fracciones fue de esta manera: n-Heptano
para la elucién de los saturados, 2:1 n-Heptano/tolueno para la elucion de los aromaticos y 1:1:1

tolueno/diclorometano/metanol para la elucion de las resinas.
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Cada fracciéon se recolecté en balones de fondo plano previamente pesado a través de una
valvula de recoleccion de 6 canales. Posteriormente todos los solventes son removidos
completamente a través de un rotaevaporador a temperatura constante (60°C) empleando una

corriente de nitrégeno de 1 mL/min, esto se verifico llevando los balones a peso constante.

5.4.3 Selecciéon del método de extraccion de acidos organicos para el crudo

Carabobo.

Para la extraccion de las especies acidas organicas presentes en el crudo Carabobo, se
evaluod el uso de la extraccién solido-liquido (extraccién soxhlet) y la extraccion en fase sélida, y
a partir de los resultados obtenidos en esta etapa, se definidé la metodologia a emplear. A

continuacion se describen cada uno de los métodos de extraccion empleados.
Método de extraccion de acidos organicos a través de la extraccion Soxhlet

Por medio de este método se aislaron las especies acidas organicas presentes en el crudo a
través de un extractor soxhlet, empleando para ello silice gel modificado con hidréxido de potasio
depositado en el dedal de celulosa. Esta metodologia se reportd inicialmente por Ramljak Z. y
col (1977; p. 1222)°¢ y por Acevedo (2007; p. 83)¢” con algunas modificaciones. El procedimiento

experimental fue el siguiente:

Preparacion de la fase Estacionaria. En una balanza se pesaron aproximadamente 10
g de silice gel la cual se activé durante 16 horas a temperatura constante de 180 °C usando un
horno de calentamiento, para luego enfriar este adsorbente en un desecador hasta temperatura
ambiente. Luego se disolvio la silice en 20 mL de cloroformo (se forma una suspension). Por otro
lado, se prepar6 una solucion de 4 %™/, de hidroxido de potasio en 250 mL de isopropanol. De
esta solucion, se tomaron 25 mL, los cuales se colocaron en una plancha de calentamiento a 60
°C con agitacion constante por 10 minutos. Esta solucién se mezclé con la suspension de silice
gel previamente preparado en una relacién de 1:10, se mantuvo en agitacién constante durante
15 minutos a 60 °C. Finalmente, se transfirié la mezcla al dedal de celulosa y se insert6 en el
extractor Soxhlet tal y como se muestra en la Figura 24, se lavd la columna calentando
moderadamente a 50°C con 200 mL de CHCIs y se dej6 en reflujo durante 15 minutos para

eliminar el exceso de KOH.
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Preparacion de la muestra. Se peso6 aproximadamente 1 g de muestra y se disolvioé con

e

Diclorometano en un balén de 10 mL y se llevé al aforo. La mezcla se colocd en un sonicador

hasta el momento de su aplicacion.

Extraccion de la Fraccién no acida. Una vez introducida la muestra en el sistema
soxhlet, se colocaron 200 mL de CHCI; en un balén de fondo redondo, se calento
moderadamente para alcanzar el reflujo durante 8 horas o hasta que el solvente que eluye de la
columna se torne incoloro. Se evapord el solvente contenido en el baléon hasta sequedad
empleando un rotavapor con bomba de vacio, la fraccion resultante se reservé para su analisis
por GC-MS.

Extraccion de la Fraccién acida. Se extrajo la fraccion retenida en la Silice Gel
modificada con 200 mL de una soluciéon al 20% de acido férmico (HCOOH) en CHCI3, se calento
moderadamente hasta alcanzar reflujo durante 8 horas o hasta que el solvente que eluye de la
columna se torne incoloro. Una vez obtenida la fraccion acida se evapord el 90% de solvente
empleando un rotavapor, luego se lavo el residuo organico con agua varias veces hasta pH 5,
con la finalidad de eliminar el exceso de HCOOH. Luego se secd con Sulfato de Magnesio

(MgS0.), se filtré y se evaporo el solvente al vacio para su analisis por GC-MS.
Método de extraccion de acidos organicos a través de SPE

Se empled como sorbente el AG 1 X-8, la cual es una resina polimérica de intercambio
anionico fuerte (SAX, por sus siglas en inglés, Strong Anion Exchange) cuya parte activa son
aminas cuaternarias del tipo R-CH2N-(CHzs)s, la cual se encuentra dentro de un cartucho de
polipropileno. EI método que se propone en este trabajo sigue el procedimiento experimental a

continuacion:

Preparacion de la muestra. Se pesé aproximadamente 1 gramo de muestra y se disolvid

con diclorometano en un balén aforado de 10 mL y se llevé al volumen del aforo. La mezcla se

colocd en un sonicador hasta el momento de su uso.

Activacion/Acondicionamiento del sorbente y aplicacion de la muestra. Un

cartucho vacio de polipropileno de 6 mL se rellené con aproximadamente 1 gramo de la resina
de intercambio ani6nico, se conect6 a un sistema de extraccion como se observa en la Figura

25. A través del sorbente se pasaron 25 mL de una soluciéon buffer de NaHCO3/Na,CO3 (1M)
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para intercambiar el contraion original (CI") por HCOs'. Luego, se lavé la resina con 35 mL de H.O
y 17 mL de metanol para eliminar cualquier exceso de aniones presentes en el sorbente. Se hizo
pasar por el sorbente 50 mL de diclorometano y por ultimo, se aplicé la muestra de manera tal

que los compuestos acidicos queden retenidos en el sorbente.

Elucion de los interferentes. Se percolé un volumen de 50 mL de diclorometano para
eliminar los compuestos organicos no aniénicos. Posteriormente, el diclorometano es removido
a través de un rotavapor a temperatura constante (60 °C) empleando una corriente de nitrégeno

de 1 mL/min.

Elucion de lafraccion acida. Se percold un volumen de 17 mL de una solucién de 2% de
acido formico en éter dietilico. Posteriormente, el solvente es removido a través de un rotavapor
a temperatura constante (60 °C) empleando una corriente de nitrégeno de 1 mL/min, hasta llegar

a peso constante.
5.4.4 |dentificacion de los acidos organicos empleando GC-MS.

Las fracciones de acidos organicos obtenidos de los métodos de extraccién (extraccion
Soxhlet y SPE) fueron analizadas en un GC-MS marca Agilent Technologies (Ver Figura 26).
Como fase estacionaria se empleé una columna WCOT Ultimetal CP SIL PAH CB (25 m longitud
x 0.25 mm ID y 0.12 um de espesor de particula). Todas las muestras fueron disueltas en

diclorometano para evitar la saturacion de la columna.

Para la cuantificacion de los patrones de acidos organicos se realizaron curvas de calibracion a
diferentes concentraciones y se realizé la deteccion de los iones primarios para cada compuesto
(Modo SIM). Las condiciones cromatograficas tales como la temperatura del puerto de inyeccién,
rampa de calentamiento del horno, relacion del Split y las temperaturas son ajustadas mediante
corridas sucesivas para asi mejorar la resolucion y eficiencia de la separacién. Se realizaron
inyecciones en Modo SCAN de los extractos de acidos organicos del crudo Carabobo para
identificar los compuestos acidicos presentes, empleando para ello una biblioteca de espectros
de masas NIST Version 2.0, afio 2005. Esta contiene aproximadamente 140.000 espectros y
trabaja con un algoritmo que compara las abundancias del espectro de masas del compuesto
desconocido y la de los espectros de referencia, determinando la semejanza de los espectros
como coincidencia espectral expresada en la escala del 0 al 100, donde el ultimo valor representa

una coincidencia absoluta.
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Tabla 11. Condiciones cromatograficas para los patrones por GC-MS

Dispositivo Condiciones de Operacion
Especificaciones: WCOT ULTIMETAL CP SIL PAH CB
Columna Dimensiones: 25 m x 0.25 mm; 0.12 pm

Flujo constante: 1 mL/min (Helio)
Temperatura inicial: 60 C por 5 min
Rampa de Calentamiento: 10 C/min
Temperatura final: 300 C por 5 min

Horno

Tiempo total de corrida: 34 min
Volumen de Inyeccién: 1 yL. Modo: Splitless.
Temperatura: 280 C
Temperatura de la interface: 300 C
Temperatura de la fuente: 230 C

Puerto de Inyeccion

Detector MS

5.4.5 Separacion por especies acidas de los extractos aislados del crudo Carabobo

empleando HPLC

Para complementar los resultados obtenidos a través de GC-MS, las fracciones de acidos
organicos obtenidos de los métodos de extraccién fueron analizadas en un HPLC, marca Agilent
Technologies modelo 1200 Series (Ver Figura 27) y de esta manera separar las fracciones en
grupos de especies acidas organicas. Para esto se disefid una metodologia, evaluando
diferentes proporciones de mezclas de fases moviles entre las que destaca la constituida por
Acetonitrilo/Agua. Se evaluaron los sistemas en forma isocratica y en gradiente, ademas se
evaluaron dos fases estacionarias diferentes octilsilano RP-C8 y Ciano enlazadas RP-CN, hasta
establecer el método 6ptimo para el estudio de mezclas de acidos organicos. Se inyectaron
alicuotas de 9,8 uL de patrones en el cromatografo liquido (todas las muestras se filtraron antes
de ser inyectadas en el cromatégrafo con membranas de filtracion de nylon de 0,45 um millipore).
Se emplearon diferentes flujos y diferentes temperaturas, también se variaron los parametros de

los detectores (UV, RID y ELSD) hasta encontrar las condiciones 6ptimas de separacion.
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Tabla 12. Condiciones cromatograficas por HPLC

Dispositivo Condiciones de operacién
Fase movil 60% de ACN y 40% de H20
Columna Columna Zorbax CN 4,6 x 250 mm, 5u.
Pre-columna (CN)
Temperatura 25 °C
Flujo 1 mL/min
Tiempo de analisis 15 min
Detector de onda variable 280 nm

Temperatura del detector = 25 °C
Detector RID

Polaridad: Positiva

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracterizacion del crudo

La extraccién quimicamente selectiva de especies presentes en un crudo, es un proceso
complejo de alcanzar, razon por la cual la simplificacion de la matriz es por lo general la opcién
que la mayoria de los laboratorios de desarrollo de métodos toman como primer paso para llevar
a cabo un analisis. Para lograr esto, antes del desarrollo de un método es recomendable conocer
algunas propiedades que caracterizan a los crudos (Gravedad API, TAN, SARA) ya que con esta
informacion es posible confirmar que los mismos son adecuados para lograr los objetivos de este

trabajo y asi plantearse alternativas mas efectivas que permitan aislar las especies acidas.
6.1.1 Grados APl y Numero Total de Acido (TAN) de los crudos

Se determind la gravedad API a los crudos de la FPO: Carabobo, Ayacucho y Junin; los
resultados se encuentran en la Tabla 13. De acuerdo a los resultados estos crudos son
clasificados como crudos extrapesados. De igual manera, se muestran en la Tabla 13 los
resultados del analisis TAN para los mismos crudos, de acuerdo a los resultados todos los valores

son mayores a 0,5 mg KOH/g de crudo, lo cual, los clasifica como crudos acidos.
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Tabla 13. Numero Total de Acido (TAN) y Densidad de grados API para los crudos de

la FPO
Tipo de Crudo API TAN (mg KOH/g)
Crudo Carabobo 8,4 2,34
Crudo Ayacucho 8,2 1,41
Crudo Junin 8,7 3,83

6.1.2 Fraccionamiento SARA-HPLC de los crudos

Los tres crudos de la FPO fueron fraccionados en cuatro grupos de hidrocarburos mediante
el fraccionamiento SARA, bajo el procedimiento experimental establecido por el IFP llamado IFP-
9305 descrito en la Seccion 5.4.2. En la Tabla 14 se encuentran los resultados obtenidos

expresados en % en peso.

Tabla 14. Resultados de las fracciones SARA de los crudos en estudio

Tipo de crudo % Saturados | % Aromaticos % Resinas % Asfaltenos
Crudo Carabobo 16,95 38,53 28,77 15,75
Crudo Ayacucho 16,53 39,68 29,68 14,12

Crudo Junin 14,66 41,90 33,25 10,20

Los resultados del analisis SARA muestran que los crudos contienen elevado porcentaje de
aromaticos, resinas y asfaltenos. Estas fracciones en general estan compuestas por
heteroatomos, por lo que es de esperar que estos crudos contengan grupos oxigenados donde
parte de ellos pueden ser asociados a especies acidas. Tomando en cuenta esta informacion y
los resultados obtenidos del analisis fisicoquimico (SARA, TAN, Gravedad API), estos crudos
son adecuados para cumplir con el objetivo de extraer acidos, es decir, puede confirmarse que
estos crudos contienen acidos y pueden ser utilizados para el desarrollo de método propuesto

en este trabajo.

En vista de que los resultados fisicoquimicos muestran que el crudo Carabobo posee
caracteristicas similares a los crudos Ayacucho y Junin, y a que existe mas informacién sobre
este crudo en la literatura con la que se puede relacionar los resultados obtenidos, la etapa de

desarrollo de métodos se llevara a cabo empleando el crudo Carabobo, asumiendo por las

53



UNIVERSIDAD

\/

razones expuestas que el método resultante puede ser aplicado al resto de los crudos

mencionados.
6.2 Extraccion de acidos organicos

A partir de una revision bibliografica empleando dos de las mas importantes bases de datos
disponibles (Science Direct y ACS Publications), se encontré una variedad de métodos para la
extraccion de acidos organicos en crudos (Ver figura 30). Con base en las publicaciones
encontradas, se analizaron aspectos como: mecanismo de extraccion, selectividad del método,
tiempo de ejecucion, rendimiento de la extraccion y acoplamiento de estos métodos con GC-MS
asi como con HPLC. De este modo se seleccionaron dos tipos de metodologias a evaluar para
la extraccion de acidos organicos presentes en el crudo Carabobo. De manera que, la SPE y la
extraccion Soxhlet fueron los métodos seleccionados como tratamiento de muestra para la
extraccién de los acidos en el crudo Carabobo en este trabajo. Todos los extractos obtenidos, se

monitorearon por medio de un analisis GC-MS.

Otros Extraccién
5% liquido-liquido

9
Extraccién en 15%

fase solida
26%

Extraccion
Soxhlet
23%

Figura 30. Diferentes métodos empleados para la extraccion de acidos en el crudo

6.2.1 Extraccion de acidos organicos empleando extraccion Soxhlet

La metodologia experimental para la extraccion de los acidos organicos empleando
extraccién Soxhlet se describe en la seccion 5.4.3. El desarrollo de la metodologia y sus
evaluaciones se iniciaron empleando una muestra sintética, la cual fue preparada empleando
aceite vassa como matriz (simula matriz hidrocarbonada) y agregando cantidades conocidas de

acido octanoico.
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Recuperacion

En primer lugar, se evalud la recuperacién del método. Para ello, se prepararon muestras
sintéticas de acido octanoico en aceite vassa a diferentes concentraciones, las cuales se
observan en la Tabla 15. Las fracciones obtenidas fueron analizadas empleando el GC-MS, para
ello se realiz6 una curva de calibracién con el mencionado patron (ver Apéndice 6.1.1). En la

siguiente Tabla se encuentran los resultados obtenidos de las extracciones.

Tabla 15. Extraccion del acido octanoico en matriz sintética empleando extraccién

soxhlet
Masa inicial Masa recuperada | Masa que no se | Masa retenida en
(mg) en % */, retiene en % P/, | la silica en % P/,
48,9 32 32 36
99,4 56 14,1 30
152,8 61 21 18
204.9 55 35 10
249,9 79 11 10

Tal y como se observa en la Tabla 15, el mayor porcentaje de recuperacion fue de 79%, cuando
la cantidad de acido inyectada es de 249,9 mg es decir, cerca del 80% de acido queda retenido
en la silice y logra ser extraido (apréximadamente 200 mg). Hasta la concentracion maxima de
acido octanoico agregada no se observa un punto de saturacion del adsorbente, esto significa
qgue se puede trabajar con cantidades mayores de muestra. Existe una pérdida de analito, entre
10 y 36%, como consecuencia de la fuerte adsorcién del acido octanoico en la silice modificada,
retencion que no pudo ser vencida por la fuerza del eluyente utilizado, en este caso acido formico
al 20%.

Por otro lado, se evalué el factor de recuperacion de la silice modificada y la influencia de la
acidez del analito, para esto se adicioné fenol a la muestra sintetica. El fenol es de la familia de
los alcoholes y es un acido organico mas débil que el acido octanoico (el pKa del fenol es 10 y
el pKa del acido octanoico es 4.89)%. Se compard el factor de recuperacion del acido octanoico
con la del fenol empleando extraccion Soxhlet, agregando una concentracion conocida de ambos
acidos. La curva de calibracion del Fenol se encuentra en el Apendice 6.1.3. Cada muestra se
trato por triplicado bajo condiciones de repetibilidad y los resultados se muestran en las Tablas
16y 17.
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Tabla 16. Extraccion del acido octanoico en una mezcla de acidos organicos en matriz

sintética empleando extraccién soxhlet

1 53,8 16 29,7
2 55,4 14 25,3
3 54,7 17 31,1
Media 54,63 15,67 28,7
S 0,80 1,53 3,02

Tabla 17. Extraccion del fenol en una mezcla de acidos organicos en matriz sintética

empleando extraccion soxhlet

49,7 8 16,1

2 50,9 7 13,7

3 51,2 8 15,6
Media 50,6 7,66 15,1
S 0,80 0,57 1,27

A partir de los resultados obtenidos se observa que solo el 15,1% del fenol es retenido por el

adsorbente. Esto significa, que mientras mayor es la fuerza de acidez de los analitos, estos seran

mas retenidos por el adsorbente, lo que implica, que los silicatos de potasio (formados en la

modificacion de la silice) son probablemente selectivos a acidos organicos fuertes del tipo

carboxilico. De acuerdo a Ramljak Z. y col en su publicacién''quienes emplearon una

metodologia similar a la extraccién Soxhlet, el fenol eluye con cloroformo conjuntamente con los

compuestos hidrocarbonados separando de esta manera los acidos en dos fracciones (acidos

organicos fuertes y acidos organicos débiles).
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6.2.2 Método de extraccion de acidos organicos empleando SPE

La metodologia experimental para la extraccion de los acidos empleando SPE se describe en
la seccidn 4.4.3. De igual manera que en el método anterior, se estudio el factor de recuperacion
de los acidos en matriz sintética.

Recuperacién

Se empled acido octanoico a diferentes concentraciones como se observa en la Tabla 18. Los

eluatos se analizaron por GC-MS.

Tabla 18. Extraccion del acido octanoico en matriz sintética empleando SPE

Masa inicial Masa recuperada | Masa que no se | Masa retenida en el
(mg) en % Plp retiene en % P/p sorbente % P/,
48,7 73,49 0 26,50
99,4 63,52 4,53 31,96
150,9 41,93 3,45 54,60
167,1 39,41 6,30 54,28
171,2 36,79 6,43 56,76
184,6 33,98 6,78 59.22
199,6 33,31 13,42 53.26
2493 26,33 11,74 59,95

Como se observa en la Tabla 18, el porcentaje de recuperacién mas alto es de 73,49% cuando
en el cartucho se aplica la cantidad inicial de 48,7 mg y una ligera disminucién cuando se agrega
cerca de 100 mg de muestra. A partir de este valor, el porcentaje de recuperacion disminuye a
medida de que la concentracidn de acido octanoico aplicada en el cartucho aumenta, hasta llegar

a un porcentaje de recuperacion de 26,33%.

Con base en los resultados obtenidos se puede inferir que el sorbente tiene un limite de retencién
de analito que en consecuencia dependera de la cantidad de muestra aplicada al cartucho y la
cantidad de resina en el. Puesto que los acidos ocupan todos los sitios activos disponibles para
interactuar con las aminas cuaternarias, de esta manera ocurre su saturacion y por esta razon
los analitos en exceso no van a interactuar y se iran en los lavados y en las subsiguientes

eluciones.
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Adicionalmente, existe una pérdida de analito como consecuencia de su interaccion irreversible
en la resina. Por ejemplo, cuando se inyecta una cantidad entre 48 y 99 mg de acido, la resina
retendra de forma irreversible cerca del 30% de la masa del analito. Asimismo, este

comportamiento tendra un maximo para masas superiores (en el orden del 57%).

Para evaluar el efecto de la matriz en el método se empled en una segunda fase Diesel ASTM-
2000, el cual estd compuesto de una mezcla de hidrocarburos parafinicos, naftenicos y
aromaticos. Para ello, se estudid el factor de recuperacion, empleando el acido octanoico a
diferentes concentraciones disueltas en Diesel ASTM-2000 como se observa en la Tabla 19. Los

eluatos se analizaron empleando la metodologia de partida.

Tabla 19. Extraccion del acido octanoico en Diesel ASTM-2000 empleando SPE

Masa inicial | Masa recuperada | Masa que no se | Masa retenida en el
(mg) en % Plp retiene en % P/p sorbente % P/,
49,6 69,43 0 30,57
99,6 48,67 14,90 36,43
149,2 33,72 7,58 58,7
162,4 30,39 6,48 63,6
170,2 29,91 6,48 63,61
179,6 27,75 6,97 65,28
202,6 24,22 11,35 64,43
248,3 19,91 19,31 60,78

En este caso, se observa el mismo comportamiento obtenido con el ensayo empleando aceite
vassa, con una disminucién en el porcentaje de recuperacion de los eluatos entre un 4y 9 %;
probablemente esta disminucion se deba a especies acidas aportadas por el Diesel que ocupan
los sitios activos de la amina cuaternaria. De esta manera y a partir de estos resultados se puede
inferir que para matrices menos complejas que el crudo y mas complejas que el aceite vassa el
efecto de matriz no es representativo. Sin embargo, esta afirmacion no necesariamente se
extiende al crudo, pero se puede tomar como una buena referencia, considerando la complejidad
de este tipo de muestras donde no existen patrones e informacién amplia de su composicion.
Los resultados obtenidos hasta ahora, sefialan que la metodologia de partida es una metodologia

con porcentaje de recuperacion bajo, que no muestra efectos de matriz importante en muestras
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de baja complejidad y que la selectividad de la resina es considerable como para ser empleada

en el desarrollo.

Como ya se ha dicho, existen moléculas de analitos retenidas irreversiblemente en el

sorbente, es por ello que se modificé la metodologia, en este caso incrementando la

concentracion del acido férmico de 2% a 4%. Ahora bien, para evaluar esta nueva condicién se

emplearon los siguientes tipos de acidos: acido octanoico (pKa 4.89), acido benzoico (pKa

4.19)%, 2-Quinolinethiol (pKa aproximado de 8) y fenol (pKa 10) bajo las mismas condiciones de

analisis hasta ahora establecidas (empleando el aceite vassa como matriz sintética). Con el fin

de comparar el factor de recuperacion de los diferentes tipos de &acidos se agregd una

concentracién conocida de ellos. De igual manera, las curvas de calibracion del acido benzoico

y 2-Quinolinethiol se encuentran en el Apéndice 6.1.2 y 6.1.4 respectivamente. Cada muestra se

trato por triplicado bajo condiciones de repetibilidad y los resultados se muestran en las Tablas

20, 21,22y 23.

Tabla 20. Extraccion del acido octanoico en matriz sintética empleando SPE (4% de

HCOOH)
Masa recuperada Factor de
Mediciones Masa inicial (mg) >
(mg) recuperacion % P/

1 100,3 90,7 90,42
2 100,2 90,8 90,61

3 100,3 90,3 90
WSl 100,27 90,60 90,34

= 0,06 0,26 0,31

Tabla 21. Extraccion del acido benzoico en matriz sintética empleando SPE (4% de

HCOOH)
- L Masa recuperada Factor de
Mediciones Masa inicial (mg) >
(mg) recuperacion % */,
1 1006 57.5 575
2 100.4 56,2 56,14
3 1001 58.7 58,64
Media 100,37 57.46 57,42
S 0.25 1,35 1,25
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Tabla 22. Extraccion del 2-Quinolinethiol en matriz sintética empleando SPE (4% de

HCOOH)
- - Masa recuperada Factor de
Mediciones Masa inicial (mg) :
(mg) recuperacion % */,
! 49,9 8,4 16,83
2 50,1 8,1 16,23
3 50,2 8,3 16,53
MERIE 50,06 8,26 16,53
2 0,15 0,15 0,3

Tabla 23. Extraccion del fenol en matriz sintética empleando SPE (4% de HCOOH)

- - Masa recuperada Factor de
Mediciones Masa inicial (mg) >
(mg) recuperacion % P/
! 103,1 3,1 3
2 102,6 3,4 3,32
3 102,6 3,1 3,02
Media 102,76 3,20 3,11
= 0,29 0,17 0,17

A partir de los resultados obtenidos observamos que el método muestra buena repetibilidad si se
evallan los valores de desviacion estandar (S) para cada una de las muestras. Con esta
modificacion en la metodologia se observa un aumento en el factor de recuperacion. Por ejemplo,
cuando se emplea 2% de acido formico como eluyente, el porcentaje de recuperacion para el
acido octanoico es de 73,49%; ahora, cuando se emplea 4% de acido férmico, se observa un
aumento del porcentaje de recuperacién hasta un 90,34%. Esto significa que con el aumento de
la concentracién del solvente de elucion, la fuerza del mismo vence gran parte de las fuerzas

electrostaticas ofrecidas por las aminas cuaternarias.

Por otro lado, para los demas acidos estudiados como el acido benzoico existe un factor de
recuperacion de un 57,42%, esto significa que a pesar de que el acido benzoico (probablemente
por efecto inductivo y de resonancia)’® es un acido mas fuerte que el acido octanoico, este no

sera retenido en mayor grado, entre otras cosas, debido al tamafo del anillo de la cadena
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hidrocarbonada presente en el acido benzoico, teniendo impedimento estérico para interactuar

facilmente con la resina anionica, Ver Figura 31.

Para las especies como los tioles y fenoles, el factor de recuperacion es relativamente mas bajo
en comparacion con los acidos carboxilicos estudiados, esto se debe principalmente a que estos
poseen una acidez menor (pKa entre 8 y 10). Por ejemplo, se observa una recuperacion de
16,53% para el 2-Quinolinethiol y para el Fenol una recuperacion de 3.11%. Para el 2-
Quinolinethiol se observa mayor recuperacion, en este caso el azufre es un atomo de mayor
tamano que el oxigeno del fenol y es capaz de deslocalizar la carga mejor, asi que un sulfuro es
mas estable que un alcéxido haciendo que este tenga mayor interaccion con la resina y en

consecuencia se observa mayor recuperacion para este tipo de compuestos (ver Figura 31).

R R
N —CHs
+_CH H \CH
N R HC o™ ®
- HSé O-CH3 O=—=< benzoic acid
) octanoic acid
Hy
R R
NGoTs NSt
H é _CH3 : YCH
R 3~ s R HsC o
phenol
quinoline-2-thiol

Figura 31. Interacciones de la Resina SAX con los diferentes acidos organicos en
estudio

Seleccién de la metodologia

Hasta este punto del trabajo, si comparamos los resultados obtenidos por extraccion Soxhlet
con SPE podemos ver que este ultimo ofrece las ventajas como: una extraccion selectiva de
acidos organicos en especial del tipo carboxilico, con mayor porcentaje de recuperacion,
fracciones limpias y con buena repetibilidad. También es un método rapido, con menor consumo
de solventes. Adicionalmente, representa menor impacto en el ambiente, debido a que las

resinas de intercambio son reusables y se pueden regenerar. En tal sentido, el método
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los crudos de la FPO en este trabajo es el método de extraccion en fase sdlida o SPE, que se

resumen en la Figura 32.

3. Elucion de los
interferentes

2. Adiciondela
muestra

1. Acondicionamiento

‘ 50 mL de CH2Cl2

y

Rotaevaporara 60 °C
(1mL/min corriente Nz)

| crudo sin dcido |

a.- 25 mL de
NaHCO3/Na2Cc031 M.
b.- 35 mL de Hz20.

c.- 17 mLde Metanol .
d.- 50 mL de CHzClz.

Muestra disueltaen

1 grde
CH2Cl2. Relacién

SAX

Muestra:DCM 1:10

|

4. Elucion de los
acidos

{1mL/min corriente Nz)
| dcidos orgdnicos I

Figura 32. Método escogido como tratamiento de Muestra (SPE)

‘ Rotaevaporara 60 °C

17 mLde éter
dietilico al 4% de
HCOOH

6.2.3 Precision del método de SPE

Los valores de TAN reportados en la Tabla 3 sirven entre otras cosas, estimar la cantidad de
muestra que debe aplicarse a un cartucho por analisis cuando el analito es acido. El crudo
Carabobo contiene 2,34 mg de acido por gramo de crudo de acuerdo con los resultados, y se ha
determinado en este trabajo que un gramo de resina SAX produce buenos resultados cuando se
aplican entre 50 y 99 mg del analito (acido), se realizé el calculo para lograr la extraccion de la
mayor cantidad de acido posible del crudo tomando en cuenta las interferencias que ocupan
sitios activos en el sorbente, sin comprometer la practicidad del método en cuanto a manipulacion
de muestra. Adicionalmente, no hay que perder de vista la intencién de minimizar al maximo el
uso de reactivos, materiales y generacion de desechos. Pueden aplicarse entre 16 y 25 gr de
muestra de un crudo que contiene entre 2 a 3 TAN cuando se utiliza un cartucho con 1 gramo de
resina de intercambio idnico, esto resulta engorroso y dificil de manejar a escala analitica. De
manera tal, que se determiné una cantidad minima de muestra para evaluar su uso en crudos

extra pesados. Entonces se aplicaron 4 gramos de crudo disueltos en 40 mL de diclorometano y

62



%6 \: 45

UNIVERSIDAD
DE LOS ANDES

el ensayo se realiz6 bajo condiciones de repetibilidad y reproducibilidad. Los resultados se

muestran en la Tabla 24.

Tabla 24. Precision del método SPE bajo condiciones de repetibilidad empleando el
crudo del campo Carabobo

Dias Medidas Masa inicial de crudo (g) Masa recuperada (mg)
1 4,0037 6,4
2 4,0063 5
Dia 1 3 3,9939 5,9
4 4,0021 7,1
5 3,9831 49
Media (Dia 1) 3,9978 5,86
S 0,0094 0,9343
S (%) 0,24 15,94
1 3,9723 6,1
2 3,9985 5,3
Dia 2 3 4,0027 54
4 4,0048 4,9
5 3,9907 4,8
Media (Dia 2) 3,9938 53
S 0,0131 0,5147
S (%) 0,33 9,71
1 4,006 6,9
2 3,9955 6,5
Dia 3 3 3,9973 6,1
4 3,9947 6,8
5 3,9956 7,2
Media (Dia 3) 3,9978 6,7
S 0,0047 0,4183
S (%) 0,12 6,24
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Tabla 25. Continuacién. Precisidn del método bajo condiciones de repetibilidad

empleando el crudo del campo Carabobo

Dias Medidas Masa inicial de crudo (g) Masa recuperada (mg)
1 3,9935 6,4
2 3,9987 5,9
Dia 4 3 4,0042 6,7
4 4,0015 6,9
5 3,9945 5,9
Media (Dia 4) 3,9984 6,36
S 0,0045 0,4560
S (%) 0,11 7,17
1 4,0001 4,9
2 4,0015 6,3
Dia 5 3 3,9989 6,1
4 3,9938 5,9
5 3,99 6,2
Media (Dia 5) 3,9968 5,88
S 0,0048 0,5674
S (%) 0,12 9,65

Tabla 26. Precision del método SPE bajo condiciones de reproducibilidad empleando el
crudo del campo Carabobo

Reproducibilidad del método Masa inicial de crudo (g) Masa recuperada (mg)

Media (Semana) 3,997 6,02
S 0,0076 0,74
S (%) 0,19 12,26

El método tiene buena reproducibilidad y repetibilidad (Ver Tabla 24, 25 y 26) si se observan los
resultados de desviacion estandar (S) bajo condiciones de repetibilidad y reproducibilidad, lo cual
nos permite inferir que el método es aplicable para la extraccion de acidos organicos, en especial

acidos carboxilicos.
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Extraccion de acidos organicos en el crudo Carabobo

Los extractos obtenidos por SPE del crudo Carabobo se analizaron con GC-MS bajo las
condiciones descritas en la parte experimental seccién 4.4.5. La lista de componentes detectados

de la fraccion extraida del crudo Carabobo mediante SPE se muestra el Tabla 27.

Tabla 27. Lista de componentes acidos encontrados en la fraccion extraida del crudo
Carabobo mediante el método SPE desarrollado, empleando GC-MS

Tiempo de Nombre del Compuesto Coincidencia Area (% del total)
retencion Espectral (%)
0,96 Diclorometano 96 47,581
15,22 2,6-di-ter-butil-p-Cresol 92 0,878
18,80 Adipato de mono-2-etilhexilo 95 1,695
19,59 Acido n-Hexadecanoico 87 0,852
21,60 Di-oct-4-iléster del - adico adipico 81 4,066
21,78 Adipato de Diciclohexilo 81 1,393
22,13 Adipato de Di(2-etilhexilo) 88 18,020
22,36 Adipato de Di-isooctilo 86 4,921
22,75 Di-octiléster del Acido Adipico 95 6,212
23,65 Metil éster del acido 1-Naftalen- 80 1,130
pentanoico
23,75 Ftalato de di-iso-octilo 96 4,782
24,76 Isoftalato de di-iso-octilo 83 3,970
25,38 1,2,3-bis-0-(1-metilentiliden)-D- 80 2,651
Xilofuranosa
25,69 Hexil éster del acido Ciclohexano- 80 1,850
carboxilico

Al observar los resultados por GC-MS de la Tabla 27, se encontraron una serie de acidos
carboxilicos de diferente naturaleza, incluyendo un compuesto fendlico (2,6-di-ter-butil-p-Cresol),
todos con una coincidencia espectral en un rango de 80% hasta 96%, confirmando que la
extraccion de especies acidas fue alcanzada con éxito. No obstante, es probable que a través de
un cromatégrafo de gases no se logre observar los acidos carboxilicos de mayor peso molecular,
debido a que estos no son compuestos volatiles. En este sentido, metodologias que emplean

HPLC representan una alternativa que permita identificar compuestos de mayor masa molecular.
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El extracto acido del crudo Carabobo se analizé por espectroscopia infrarrojo por transformada

de Fourier (FT-IR), asi mismo una muestra de acido nafténico comercial (marca comercial Fluka)

extraida de crudos y sus espectros fueron comparados. Existe similitud entre el resultado del

acido comercial y el del extracto acido del crudo Carabobo, lo cual sirve para confirmar la

composicion acida de dichos extractos ya que, se observan las bandas caracteristicas (Vibracion

de alargamiento de los grupos funcionales O-H y C=0) de los grupos funcionales principales de

los acidos. En la Figura 33 y 34 se encuentran los espectros de cada uno de ellos.

YT

140.00
130.00
120.00
110.00
100.00
80.00
80.00
70.00
60.00

EA CRUDO CARABOBO
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C=0

4000

3000 2000 1000

cm-1

Figura 33. Espectro infrarrojo del extracto acido del crudo Carabobo.
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Figura 34. Espectro infrarrojo del acido nafténico comercial (Fluka).
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6.3.4 Disefo de una metodologia HPLC para la separacion e identificacién de acidos

organicos

Se disefid una metodologia cromatografica empleando HPLC de acuerdo a lo planteado en
la seccion 5.4.4 con la finalidad de complementar los resultados obtenidos por GC-MS. De igual
forma que en las secciones anteriores para el disefio de esta metodologia se inyectaron varios
patrones de acidos organicos tales como fenol y naftol (compuestos hidroxilos con propiedades
acidicas), el acido naftoico, acido undecanoico y acido heptanoico (acidos carboxilicos lineales y
ciclicos) y el acido benzoico (acido carboxilico ciclico con dobles enlaces conjugados).
Adicionalmente, se incluyeron hidrocarburos de anillos condensado como el naftaleno y

antraceno.

Se empezd esta seccion, teniendo como referencia el trabajo realizado por A.E Borgund y
Colaboradores (2007), los autores desarrollaron un método por HPLC usando cromatografia en
fase normal y empleando columnas empacadas con grupos ciano propil (NP-CN), para separar
en cuatro fracciones los extractos acidos organicos presentes en crudos Noruegos de la siguiente
manera: compuestos no polares, acidos carboxilicos saturados, fenoles y acidos polifuncionales.
Para esta metodologia, se realizé un programa de elucion en gradiente para la fase movil como

se observa en este grafico de polaridad:

(X5}
L

DCM 100 & 54

L

e
Ln

5 Hexano: DCM:MeOH 40:55:5

15

POLARIDAD

=]
[¥=]
[¥E)

1 Hexano:DCM 70:30
Hexano:DHCM 57:3

TIEMPO

El programa se inicia con Hexano:DCM 97:3 (Polaridad relativa= 0,093) con la finalidad de que

los componentes polares se mantengan retenidos a la columna CN, eluyendo en primer lugar los

compuestos no polares. Al aumentar progresivamente la polaridad de la fase movil

incrementando la proporcion de Diclorometano (Polaridad relativa= 3.1) la elucion de los
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compuestos polares inicia tal y como se observa en la Figura 23. Sin embargo, al simular las

condiciones descritas por los autores en la bibliografia, no se obtuvo los resultados esperados.

Partiendo de este hecho, se inicié una nueva metodologia evaluando diferentes proporciones de
mezclas de solventes constituidos por agua (H20) y Acetonitriio (ACN) con la finalidad de
incrementar la polaridad de la fase movil y de esta manera la interaccién con la fase estacionaria
sea menor. Al emplear una mezcla de fase movil de H,O:ACN 60:40 (Condicién 1 Tabla 28) cuya

polaridad relativa es 7,72, se observé que los acidos son retenidos en cierto grado en la columna,

y se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 28. Condiciones cromatograficas para los patrones por HPLC (condicién 1)

Dispositivo Condiciones de operacion
Fase movil 60% de H20 y 40% de ACN
Columna Columna Zorbax CN 4,6 x 250 mm, 5p.
Pre-columna (CN)
Temperatura 25°C
Flujo 1 mL/min
Tiempo de analisis 25 min
Detector de onda variable 280 nm

Temperatura del detector = 25 °C

Detector RID
Polaridad: Positiva

DACT A, Sig=2534 2 Ref=360,700 (DATA HPLCL. COL CNIACIDOSORGAMICOS 2015-08-30 18-54-21ACID0 BENZOICO D)

{ 2882 Acido Benzoico

— T T T T T T T T T T T T T T T T — T T T T
0 5 0 15 20 25

Figura 35. Cromatograma del acido benzoico por HPLC
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DAD1 A, Sig=254.4 Ref=360,100 (DATA HPLCIEVAL COL CN\ACNAFTOICO00010.D)
mAU 1 2.687 - Agjdo Naftoico

Figura 36. Cromatograma del acido naftoico por HPLC

RIDT A, Refractive Index Signal (DATA HFLOWEWVAL COL CHIC11-NOICO000001.0)

nRIU
9 3814 - cidg undecanaico
|

140000 |
120000 | |
muuun—f ‘ |
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auuun-f | ||
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04—

Figura 37. Cromatograma del acido undecanoico por HPLC

DAD1 A, Sig=254.4 Ref=360,100 (DATA HPLC\EVAL COL CN\FENOLOO0DO1.D)

mAU
12 Eml— Fenol

500
400+
3004 |

ZUU—_ ‘

100 ‘

Figura 38. Cromatograma del Fenol por HPLC
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DAD1T A, Sig=254 4 Ref=360,100 (DATA HPLCIEVAL COL CNINAFTANCO00003 D)
22830 - Maftalenc

175 Al
] [
\

0 2.5 g 7.5 0 125 15 178 20 225 i)

Figura 39. Cromatograma del Naftaleno por HPLC

En los cromatogramas (Figuras 35, 36, 37, 38 y 39) se observan los diferentes picos de cada uno
de los patrones de acidos organicos. En este caso, la fase movil compite con la fase estacionaria,
ya que la polaridad de la fase mévil es mayor con respecto a la desarrollada por A.E Borgund y
Colaboradores, observandose que los acidos carboxilicos estan saliendo en un tiempo de
retencién menor a 5 min. El fenol (que representa los compuestos hidroxilos) en un tiempo de
12,510 min y el naftaleno (que representa a los hidrocarburos policondensados) en un tiempo de
22,980 minutos. Ahora bien, bajo las condicidnes que se encuentran Tabla 28 se observa que,
debido a la polaridad de la fase movil, los acidos carboxilicos estan saliendo en el frente del
solvente y no estan teniendo mayor interaccion con la columna ciano. Adicionalmente, debido a
la poca solubilidad que tienen los hidrocarburos con la fase movil (ya que 60% es agua), estos

compuestos estan teniendo un retraso muy alto, causando mayor tiempo de analisis.

De acuerdo a lo anterior, se ajustaron las proporciones de H.O y Acetonitrilo, en este caso
H20:ACN 40:60 (condicion 2, Tabla 30) cuya polaridad relativa es 7.08, resultando adecuada
para fraccionar las mezclas de patrones de acidos organicos en diferentes zonas dependiendo
de la polaridad de cada uno de los patrones. En la tabla 29 se indican las condiciones

cromatograficas optimas.
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Tabla 29. Condiciones cromatograficas para los patrones por HPLC (condicion 2).

Dispositivo Condiciones de operacién
Fase movil 60% de ACN y 40% de H20
Columna Zorbax CN 4,6 x 250 mm, 5u.
Columna
Pre-columna (CN)
Temperatura 25 °C
Flujo 1 mL/min
Tiempo de analisis 15 min
Detector de onda variable 280 nm
Temperatura del detector = 25 °C
Detector RID
Polaridad: Positiva

DAD1 A, Sig=254 4 Ref=360.100 (DATA HPLC 2\ACIDOSORGANICOS 2015-10-28 10-58-57\021-0101.0)

mAU . )
E 3468 - Atﬁjo henzoico
100 —: | |
b |
a0 ] | ‘
50 |
] |
40 | |
20 / ||
] // |
D — L--"—\_r —_ e, —
_I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1] 2 4 [} i) mit
RID1 A, Refractive Index Signal (DATA HPLC 2\ACIDOSORGANICOS 2015-10-28 10-58-57\021-0101.0)
WRIU .
" 4.004 - Acldo benzoico
20000+ | 'I
: | !
A [N
0] _ ANl _
E I'l |II
-20000 |
] [
-40000 | |
] [
-60000 |/
_| T T T T T
[1] 2 4 (i} 3 mit

Figura 40. Cromatrograma del Acido Benzoico
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RID1 A, Refractive Index Signal (DATA HPLCASEFARACION MZ\HEFTANOICO00001.D)
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Figura 41. Cromatograma del Acido Heptanoico

DAD1 A, Sig=254 4 Ref=360,100 (DATA HPLC\SEPARACION MZINAFTOICO000001.0)
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Figura 42. Cromatograma del Acido Naftoico
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DAD1 A, Sig=254 4 Ref=360,100 (DATA HPLC 2ACIDOSORGANICOS 2015-10-28 10-58-57\023-0301.0)

9570 - [Antraceno
(.

nRIU

70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000

4 [i] 8
RID1 A, Refractive Index Signal (DATA HPLC 2\AWCIDOSORGANICOS 2015-10-28 10-58-57\023-0301.0)
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1 / \\.._‘
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700
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Figura 43. Cromatograma del Antraceno

DAD1 B, Sig=280,4 Ref=360,100 (DATA HPLC 2\ACIDOSORGANICOS 2015-10-28 10-58-57\022-0201.D)

4939} Fenol
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RID1 A, Refractive Index Signal (DATA HPLC 2WACIDOSORGANICOS 2015-10-28 10-58-571022-0201.0)
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Figura 44. Cromatograma del Fenol
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DAD1 B, Sig=2804 Ref=360,100 (DATA HPLC\SEPARACION MZ\NAFTCOLO0DC001.D)
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Figura 45. Cromatograma del Naftol

En los cromatogramas (Figuras 40, 41, 42, 43, 44 y 45), se observan que bajo esta nueva
condicion la polaridad de la fase se ve disminuida, ya que existe mayor cantidad de solvente
organico en la mezcla de fase mévil (60% de Acetonitrilo) permitiendo que los hidrocarburos
policondensados tengan mayor afinidad con la misma y de esta manera los tiempos de retencién
son mucho menores (9,292 min del Antraceno). Adicionalmente, se observa que los acidos
carboxilicos lineales presentan mayor interaccion con la fase estacionaria, esto se evidencia con

el acido heptanoico que tiene ahora un tiempo de retencion de 8,753 min.

Seguidamente, se inyectd una mezcla de compuestos patrones bajo las condiciones descritas

en la Tabla 29 (Fase movil ACN:H»O 60:40). Los resultados se observan en la Figura 46.
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DADT A, Sig=254.4 Ref=360,100 (DATA HFLC\SEFARACION MAMEZCLAZ000002.0)
mAU

1750 9.292 - ﬁlntrauenu
1500—; | |‘
1250 3 | |
1000
750 3 | |
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RID1 A, Refractive Index Signal (DATA HPLC\SEPARAGION MZWEZCLAZ000002 D)
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Figura 46. Cromatograma de la mezcla de acidos organicos por HPLC

El rango de tiempo en el que sale determinada especie, se denominara rango de retencion o
zona de retencion. En la primera zona de retencion, comprendido desde 0 a 4,5 minutos se
encuentran los acidos carboxilicos monociclicos (como el acido naftoico y el acido benzoico), en
la segunda zona de retencion estan comprendidos los compuestos hidroxilos o acidos débiles
(como el fenol y el naftol) a un tiempo de retencion entre 4,5y 7,3 minutos (Ver cromatograma
del detector de arreglo de diodos DAD). La tercera zona de retencion se encuentran los acido
carboxilicos lineas como el acido heptanoico comprendido en un tiempo entre 7,3 a 9 min; en
este punto es importante resaltar el uso de detector de indice de refraccion para compuestos que

no poseen cromaoforos en su estructura.

Finalmente, en la ultima zona de retencidén se encuentran los hidrocarburos como el antraceno
en un tiempo de retencion comprendido entre 9 y 14 min. Aun y cuando el Antraceno no
representa un acido organico, el uso de este se justifica en el que la zona de retencién que se
encuentra entre 9 y 14 min pudieran eluir acidos policondensados de gran peso molecular o

hidrocarburos pesados que hayan quedado en el proceso de extraccion.
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7. CONCLUSIONES

El desarrollo del método por extraccion en fase solida para la extraccion de acidos del crudo
Carabobo resultd eficiente, con buena reproducibilidad y repetibilidad. Es un método rapido,
selectivo, de bajo consumo de solventes, muestra y reactivos. El método representa una
alternativa para el tratamiento de muestra que puede ser adaptada al analisis por GC-MS y
HPLC.

La informacién obtenida por GC-MS muestra los diferentes acidos del tipo carboxilico como el
acido n-hexadecanoico, metil éster del acido 1-Naftalen-pentanoico, hexil éster del acido
Ciclohexano-carboxilico y fendlicos como el 2,6-di-ter-butil-p-Cresol se encuentran en el crudo
Carabobo. Especies débilmente acidas como Tioles, no pueden ser extraidos eficientemente del
crudo empleando el método SPE desarrollado. El resultado de ambas metodologias puede ser
especialmente util en estudios de corrosion de crudos por acidos naftenicos, en el estudio del
efecto de los acidos organicos en los fendmenos interfaciales durante el transporte de crudo,

entre otros.

El desarrollo de la metodologia HPLC en fase reversa, para separar a los acidos organicos en
grupos de especies acidas en zonas de retencién o grupos de especies fue alcanzado con éxito,
ya que es un método sencillo que permite separar acidos de acuerdo a familias y permitira
obtener un perfil de los tipos de acidos en crudos y que complementara los resultados de SPE-
GC-MS. La aplicacion de la metodologia de los extractos acidos del crudo Carabobo no fue

evaluado.
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8. RECOMENDACIONES

DE LOS ANDES

1. Se recomienda aplicar el método a los demas crudos de la FPO, bajo condiciones de
reproducibilidad, repetibilidad y evaluar asi las figuras de mérito correspondientes. Asi
como, a crudos extrapesados acidos de otras localidades.

2. Se recomienda realizar un estudio al sorbente luego de haberse realizado las
extracciones, que permita determina el tipo de especies acidas que quedan retenidas
irreversiblemente en el sorbente.

3. Se recomienda evaluar distintos tipos de resinas anidnicas, para especies acidas de
menor fuerza, con el objetivo de ampliar el rango de especies acidas que puedan ser
analizadas. Especialmente del tipo fendlicos, ya que es una solicitud recurrente en la
industria.

4. Se recomienda aumentar la cantidad de muestra de crudo aplicada, con la finalidad de
lograr extraer el mayor nimero de especies acidas posibles y asi realizar un estudio sobre
la mayor cantidad de especies acidas en los crudos de la FPO, asi como su
caracterizacion estructural, entre otras cosas.

5. Se recomienda analizar las muestras de extracto acido de crudos a través de HPLC y
HPLC-MS, con la finalidad de estudiar otros tipos de acidos organicos de mayor masa

molecular y de diferentes caracteristicas estructurales.
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9. APENDICE

6.1 Curvas de calibracion por GC-MS

En primer lugar, se realizaron las curvas de calibracion correspondientes a los patrones
acidos empleados para el desarrollo de los métodos de extraccion soxhlet y extraccion en fase
solida; con el fin de estudiar la capacidad de retencién del analito en cada uno de los métodos

de extraccion.

A partir de las condiciones cromatograficas establecidas en la parte experimental, se realizaron
las inyecciones de los patrones acidos para obtener las curvas de calibracion respectivas para
los acidos octanoico, fenol, acido benzoico y 2-quinolinethiol. Dicha curva se obtiene al
representar graficamente los datos de las areas obtenidas y ajustarlos a una ecuacion
matematica adecuada, y asi tener una relacion lineal por medio del método de los minimos
cuadrados. La representacion grafica de los datos origind una linea recta y el coeficiente de
relacion muy cercano a la unidad, lo que las caracteriza como buenas curvas para la

cuantificacién de las especies en estudio.
6.1.1 Curva de calibracion para el acido octanoico

Para el acido octanoico, se realizaron inyecciones de 0, 50, 100, 150, 200 y 250 mg/mL usando
como disolvente diclorometano. Estas muestras son llevadas GC-MS en el cual se monitorearon

los iones de modo SIM.

Tabla 30. Condiciones del procesamiento en la cuantificacion del acido octanoico

Rango tiempo de retencion 11-13 min
lon primario extraido (m/z) 60
lon secundario (m/z) 73

Tabla 31. Datos de las areas obtenidas para la elaboracion de la curva de calibracion
del acido octanoico

Concentracién (mg/mL) Area
0 0
48,7 2,68E+08
99,4 5,22E+08
150,9 7,92E+08
199,6 1,05E+09
249,3 1,31E+09
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Figura 48. Curva de calibracion del acido octanoico

A partir de los valores experimentales, se disefid la ecuacion de la recta por minimos cuadrados,

el cual dio lo siguiente:
Y= 5,23E+06(X) + 4,66E+06
r’= 0,999

Tabla 32. Ajuste de los valores por minimos cuadrados para el acido octanoico

Analisis por minimos cuadrados Valores obtenidos
Sxx 4,38E+04
Syy 1,20E+18
Sxy 2,29E+11
Pendiente 5,23E+06
Ordenada en el origen 4,66E+06
Desviacion estandar de la regresion 5,10E+06
Desviacién estandar de la pendiente 2,44E+04
Desviacién estandar de la ordenada en el origen 3,68E+06
Regresion lineal (r?) 0,999

6.1.2 Curva de calibracion para el acido benzoico

De igual manera, para el acido benzoico se realizaron inyecciones de 0, 25, 50, 75, 100, 125,
mg/mL aproximadamente empleando como disolvente diclorometano. Se monitorearon los iones

de las muestas en modo SIM a través del GC-MS.
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Tabla 33. Condiciones del procesamiento en la cuantificacion del acido benzoico

Rango tiempo de retencion 11-12 min
lon primario extraido (m/z) 122
lon secundario (m/z) 105

Tabla 34. Datos de las areas obtenidas para la elaboracion de la curva de calibracion
del acido benzoico

Concentracion (mg/mL) Area (promedio) | Tiempo de retencion (min)

0 0 N/A
25,2 153983008 11,429
50,1 347974479 11,635
75,2 477439493.5 11,795
100,6 694406147.5 11,933
124,9 807140173 11,978
1.00E+09

©
9 5.00E+08
<L

0.00E+00
0 20 40 60 80 100 120 140

Concentracion
(mg/mL)

Figura 49. Curva de Calibracién del Acido benzoico

A partir de los valores obtenidos experimentalmente, se disefié la ecuacién de la recta por

minimos cuadrados:
Y= 6,61E+06 (X) - 6,39E+05

r’= 0,996
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Tabla 35. Ajuste de los valores por minimos cuadrados para el acido benzoico

Analisis por minimos cuadrados Valores obtenidos
Sxx 1,10E+04
Syy 4,81E+17
Sxy 7,24E+10
Pendiente 6,61E+06
Ordenada en el origen -6,39E+05
Desviacion estandar de la regresion 2,25E+07
Desviacién estandar de la pendiente 2,15E+05
Desviacién estandar de la ordenada en el origen 1,63E+07
Regresion lineal (r?) 0,996

6.1.3 Curva de calibracion para el fenol

Para el fenol, se realizaron inyecciones de 0, 25, 50, 75 y 100 mg/mL aproximadamente en
diclorometano. Estas muestras son analizadas en el cromatégrafo de gases acoplado al

espectrometro de masas y se monitorearon los iones de modo SIM.

Tabla 36. Condiciones del procesamiento en la cuantificacion del fenol

Rango tiempo de retencion 5.5-6.5 min
lon primario extraido (m/z) 94
lon secundario (m/z) 66

Tabla 37. Datos de las areas obtenidas para la elaboracion de la curva de calibracién

del fenol
Concentracion Area Tiempo de retencion
(mg/mL) (promedio) (min)
25 261652301.5 5.952
50.6 678654407.5 6.124
75 1038652217 5.998
100.4 1538594187 6.044
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Figura 50. Curva de Calibracién del Fenol

De igual manera, se disefi6 la ecuacion de la recta por minimos cuadrados:
Y= 1,53E+07 (X) - 3,20E+07
r’= 0,99474974

Tabla 38. Ajuste de los valores por minimos cuadrados para el Fenol

Analisis por minimos cuadrados Valores obtenidos
Sxx 5,04E+03
Syy 1,19E+18
Sxy 7,72E+10
Pendiente 1,53E+07
Ordenada en el origen -3,20E+07
Desviacion estandar de la regresion 7,90E+07
Desviacién estandar de la pendiente 1,11E+06
Desviacién estandar de la ordenada en el origen 7,22E+07
Regresion lineal (r?) 0,99474974

6.1.4 Curva de calibracion para el 2-Quinolinethiol

Por ultimo, se realizaron inyecciones de 0, 12.5, 25, 50 y 75 mg/mL aproximadamente de 2-
Quinolinethiol en diclorometano. Luego se analizaron en el GC-MS y se monitorearon los iones
de modo SIM.
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Tabla 39. Condiciones del procesamiento en la cuantificacion del 2-Quinolinethiol

19-20 min
161
128

Tabla 40. Datos de las areas obtenidas para la elaboracion de la curva de calibracion
del 2-Quinolinethiol

0 0 0
12,2 45075992 19,082
25 130029283,5 19,105
49,7 381211499,5 19,288
75,4 552729596 19,38
6.00E+08
@ 4.00E+08
o
<L 2.00E+08
0.00E+00

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Concentracion
(mg/mL)

Figura 51. Curva de Calibracién del 2-Quinolinethiol

De igual manera, se disefi6 la ecuacion de la recta por minimos cuadrados:
Y=7,76E+06 (X) - 3,02E+07

r’= 0,986

84



e

Tabla 41. Ajuste de los valores por minimos cuadrados para el 2-Quinolinethiol

Analisis por minimos cuadrados

Valores obtenidos

Sxx 3,66E+03

Syy 2,24E+17

Sxy 2,84E+10

Pendiente 7,76E+06

Ordenada en el origen -3,02E+07

Desviacion estandar de la regresion 3,21E+07

Desviacién estandar de la pendiente 5,31E+05

Desviacion estandar de la ordenada en el origen 2,24E+07
Regresion lineal (r?) 0,986

N\
N5

UNIVERSIDAD
DE LOS ANDES

Los respectivos valores de r?, de cada una de las gréaficas de los diferentes acidos organicos

muestran que el modelo lineal es suficientemente confiable en el rango de concentracion

trabajado, ya que estos valores se acercan a la unidad lo cual indica que se establecié una

correlacion altamente significativa.
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