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Resumen

En los procesos de biodegradacién de hidrocarburos de petrdlec presentes en suelo,
comunmente queda de manera remanente los denominrados hidrocarburos
policiclicos aromaticos (HPA). E! presente trabajo consistié en evaluar la posibilidad
de inducir la biodegradacion de dos HPA {antraceno y criseno). Mediante el manejo
de variables ambientales, como la relacién carbono, nitrégeno, fosforo (C:N.P
100:10:1} y pH. De acuerdo con los resultados obtenidos, sin madificacion de los
parametros, es posible biodegradar en 130 dias el 98% de antraceno y el 50% de
criseno. En tanto que con una relacion de C:N:P,100:10:1, y un pH de 6.5 fue posible
degradar en 16 dias el 50 % de antraceno y el 40 % de criseno. Lo anterior permite
evidenciar la posibilidad de aumentar la velocidad de degradacion de ambos
compuestos mediante el manejo de variabies ambientales.



Capitulo 1

CAPITULO 4. ANTECEDENTES

1.0  introduccion

Durante muchos siglos la humanidad ha podido convivir en armonia con Ia
naturaleza, ya que de manera consciente o inconsciente se ha permitido a los
procesos de regeneracion naturales restablecer el equilibrio ecolégico. Sin embargo,
a finales de! siglo veinte la explotacion inmoderada de recursos naturales y lg
generacidn de una gran cantidad de productos de dificil reincorporacion al ciclo
biogeoquimico correspondiente, han cambiadc en muchas partes del planeta las
condiciones de vida que prevalecian. Como zonas boscosas gue han sido taladas de
forma inmoderada convirtiendo el lugar en una zona semiarida o incluso a nivel
atmosférico el adelgazamiento de la capa de ozono por el uso inmoderado de
fluorocarbonos en aerosoles. Asimismo, Ia generacion de residuos sdlidos y fiquidos
que se disponen a cielo abierto en el sueio ha propiciado que la vocacion natural de
éste se vea alterada. Tal es el caso de los hidrocarburos derramados en suelo,
producto de ias actividades de explotacidn del petréleo a principios y mediados de
siglo, cuando la tecnologia utilizada no permitia el aprovechamiento integral de este
vaiioso recurso o bien, por descuidos o accidentes durante la extraccién a ditimas
fechas.

Conscientes de io anterfor, los avances tecnoitgicos han buscado, Uitimamente
reincorporar los residuos generados al ciclo biogeoquimico correspondiente de
manera artificial. Mundialmente existen muchas investigaciones a este respecto de
forma que, para algunos materiales peligrosos ya existen procedimientos 1
tecnologias para reincorporarios al ambiente sin causar graves alteraciones al
ecosistema. Lamentablemente la generacién de residuos avanza mucho mas
rapide que estas investigaciones ¢ existen compuestos que aun no tienen un
procedimiento para reincorporar sus elementos al  ciclo biogeoquimico
correspondiente, tal es el caso de los compuestos recalcitrantes (Fan y Scow,
1993), aquellos que por mecanismos de degradacion bioldgica no son posibles de
{ransformar en forma significativa vy que se encuentran generalmente en forma
sdlida o fiquida, frecuentemente en el suelo o cuerpo de agua. Una gran mayoria
de compuestos contaminantes son consideradcs como residuos peligrosos por su
efecto dafino a la salud, al grado que algunos de ellos son carcinogénicos como
es el caso del benceno y de los bifenilos policlorados, o mutagénicos como el casc
de los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA) (Wadrowski y Histes,1997).
Algunos de estos podrian ser los representativos de ciertas actividades
econdmicas, pero el petrdlec crudo y sus derivados, son los contaminantes mas
comunes, se |ocalizan en las zonas de explotacion, en refinerias, gasolineras y en
fabricas de pinturas, hules y pegamentos; ios disoiventes para desengrasar se
utilizan en las industrias electrénica y mecanica, asi como en tintorerias (Lesage,
1993). En Meéxico, a Secretaria de Desarrollo Urbano y Ecologia (actuaimente
SEMARNAP) publicé en 1990 una lista de los compuestos que son considerados
residuos peligrosos vy las concentraciones maximas permitidas en agua (NTE-
CRP-002/88), actuaimente Norma Oficial Mexicana NOM-053-ECOL-1983, que
establece el procedimiento para lievar a cabo Ia prueba de extraccion para

8



Capitulo 1

determinar los constituyentes que hacen a un residuo peligroso por su toxicidad al
ambiente.

En México al igual gue en la mayor parte del mundo, el avance tecnoldgico no esta
en igualdad con el avance en la conceptualizacidn de los procesos ecolégicos que
rigen este planeta, como se puede observar con ia creciente generacion de residucs
peligrosos por parte de todos los sectores productivos y NO productivos que existen
en el pais. En este contextoc el presente tfrabajo tiene dos propositos
fundamentales: investigar la forma de reincorporar al cicle biogeoguimico
correspondiente a hidrocarburos policiclicos arométicos residuales, generados por la
industria petrclera, recaicitrantes a Ia biodegradacion. Asi como  evaluar la
factibilidad de degradacion biologica de dos hidrocarburos policiclicos aromaticos
(antraceno y criseno con baja o nula biodegradacion), bajo condiciones ambientales
controladas.

La parte experimental se desarrolio en el instituto de Agrobiotecnologia (Institute for
Agrobiotechnology, IFA-Tulln), en Viena, Austria, el cual permanece a la
vanguardia en el campe de la biodegradacién de productos xenobidticos en
Europa. Lo anterior con el propdsito de integrar los conocimientos v tecnologias
aplicadas en futuras investigaciones en et ambito nacional. La parte experimental
se integré por tres etapas, la primera consistié en el montaje y adecuacion de un
método  analitico para la cuantificacién de los hidrocarburos policiclicos
aromaticos y los posibles metabolitos de degradacion. La segunda etapa en la
evaluacion de la factibilidad de biodegradacion de antraceno y criseno en un suelo
previamente caracterizado, libre de hidrocarburos con requerimientos minimos de
nutrimentos, al que se adiciond antracenc y criseno y como inéculo
microorganismos provenientes de una planta de tratamiento de aguas. En la
tercera etapa se determind la influencia de la adicion de nutrimentos al suels. Los
resultados directos del anélisis se reportan en forma de anexos, con el fin de dar
fluidez y una mejor comprensién det presente trabajo.



Capituio 1

1.1 Marco histérico

El desarrolio de las tecnologias de “remediacion” a escala mundial se inicid en los
paises desarrollados hace poco més de 15 afios. El interés se dic después de haber
encontrado en los acuiferos que abastecen de agua a las poblaciones, residuos de
compuestos considerados peiigrosos en concentraciones gue sobrepasan los limites
permitidos. Con la finalidad de proteger la salud humana, los gobiernos de diferentes
paises establecieron como una actividad prioritaria el desarrollo de técnicas de todec
tipo para reducir ios niveles de contaminacion en suelos y acuiferos. Las actividades
de investigacion realizadas dieron origen a diversas tecnologias de tratamiento,
diferenciandolas por los factores que predominan en el ftratamiento como
fisicoquimicas o bioldgicas. Las primeras que se desarrollaron fueron las del tipo
fisicoquimico como ia incineracién, ia solidificacion y estabilizacion. No obstante
existen ademas, las siguientes:

El ataque con luz ultravioieta tiene como fundamento suministrar & una molécula la
energla suficiente para romper uno mas eniaces enire ios atomos gue ia forman,
esta energia proveniente de las radiaciones electromagnéticas que se ubican en ef
rango de longitud de onda de 200 nm a 100 angstroms. Este fendémeno scurme con
los rayos solares (Calabrese y Koustecki, 1993).

I uso de dibxido de fitanio acelera la produccidn de radicales jibres OH en agua al
ser expueste a radiaciones electromagnéticas del espectro ultravioleta, lo cual se ha
denominado fotocatalisis la formacion de radicales libres produce un atague de
oxidacion sobre los compuestos quimicos presentes (Turchi y Oliis, 1990).

La mayoria de los métodos estén basados en la oxidacion de los compuestas,
destruccion del doble enlace gue da estabilidad a moiécula o compuesios de menor
pesc molecular como productos de la oxidacion, y este es el propdsitc de utilizar
ozono, & cual es altamente reactivo. Al contacto con compuestos organicos forma
acidos carboxilicos, aldehidos, cetonas, Yy en casos exiremos didxido de carbono
(Leeson et al, 1993).

El perdxido de hidrégeno al iguai que el ozono es un oxidante, pero a diferencia dei
ozono ef perdxido de hidrégeno forma un producto, el agua, el cual puede interferir
en la reaccion quimica.

El proceso térmico consiste en elevar ia temperatura, para provocar la ruptura de
los enlaces quimicos. Formando como productos compuestos de menor peso
molecular pero si esto se lleva a cabo en un medio oxidante (aire), que forma
adicionalmente didxido de carbono. Este método requiere de un control estricio de
temperatura ya que puede formar productos no deseados como dioxinas {Calabrese
y Koustecki, 1293).

Posteriormente, surgieron otras tecnologias innovativas como la desorcién térmica,
la extraccién con vapor, el lavado de suelo y la extraccion de disciventes. Qtras
tecnologias mas recientes fueron la vitrificacion, la encapsulacién y el “venteo”

10



Capitulo 1

seguido, de condensacién, pero la finalidad de este tipo de técnicas sdlo permite
eliminar el contaminante de la zona afectada y rara vez reintegrario al ciclo
biogeoquimico correspondients (Connell, 1984),

Las técnicas biolégicas surgen como segunda opcion, en ellas se utilizan a seres
vivos de manera principal. Inicialmente se aplicaron e compostec vy el biccultive
“land-farming”, asi como el uso de reactores con cepas puras de microorganismos
degradadores combinade con el bembeo e inyeccidn del agua subterranea a través
de pozos. Posteriormente, se aplicaron otras técnicas como la bioestimulacion vy e
bioventeo. Una de las principales caracteristicas de la biorremediacién es que los
contaminantes realmente se pueden transformar en compuestos que se integran al
ambiente y no solamente a la mera transferencia de lugar, como sucede con algunos
tratamientos fisicoquimicos (Calabrase y Koustecki, 1994). En las tecnologias
lamadas de bioremediacién se explota la capacidad de adaptacién que los
microorganismos pueden desarroliar bajo las condiciones que imperan en un lugar
contaminado utilizando como fuente de carbono al contaminante. Dichas condiciones
comunmente llegar a ser adversas para su sobre vivencia, sobre todo a altas
concentraciones. Sin embargo, existen poblaciones resistentes que se adaptan e
interaccionan de manera sinérgica, con lo cual se logra la degradacion del
compuesto contaminante. Las tecnologias de biorremediacion pueden ser del tipo in
situ es decir que se aplican en el sitio contaminado, Yy ex situ, en las cuales el suelo
contaminado se lleva a otro lugar para su tratamiento. Generalmente, la tecnologia in
situ se emplea cuando la contaminacion ha alcanzado el nivel friatico y se debe
evitar que el buibo de ésta se extienda en el acuifero. La tecnologia ex situ se utiliza
cuando la contaminacién se presenta solamente en la parte superficial del sueio o
bien, la actividad de ia poblacion microbiana autdciona no puede asegurar la
biodegradacion de los contaminantes bajo las condiciones que imperan en el lugar.

Aunque la base de funcionamiento de las tecnologias de bicrremediacion es utilizar
la capacidad biodegradadora de los microcrganismos, existen diversas maneras de
aprovecharla dependiendo de varios factores como son la profundidad de Ia
contaminacion, la unidad de suelo, el tipo y concentracion de los contaminantes, la
‘presencia de actividad degradadora, la presencia de aceptores finales de slectrones
para la respiracion microbiana y las condiciones climatoidgicas que imperan en gl
lugar (Saval, 1995). E! siguiente listado presenta los diversos tipos de tecnologias
que pueden ser aplicadas para la biorremediacién de suelos y acuiferos
contaminados y la base de su funcionamiento

-BIOAUMENTACION.-Tiene como base la adicion de microorganismos al sitio
contaminado cuando la poblacién autéctona carece de capacidad degradadora.

‘BIOESTIMULACION.-Su funcionamientc es a través de la adicion de
estimulantes de la actividad microbiana autdctona como co-sustratos o©
aceptores de electrones para la biodegradacion.

‘BIOVENTEOQ.-Es ia introduccion de oxigeno a través del suelo para estimular la
poblacién microbiana netamente aerobia.

1



Capitulo 1

-COMPOSTEQ.-En esta técnica el material contaminado se coloca sobre la
superficie del terreno y que puede se en forma de pilas que se cubre para crear
condiciones termdfilas, se mezcla peridédicamente para favorecer ia aireacion.

‘BIOCULTIVO.- Es el tratamiento en fase sdlida que generaimente se realiza

en sitios confinados para retener ios lixiviados que se forman,

‘BIOSORCION.- Es el uso de microorganismos con afinidad para adsorber
metales bajo ciertas condiciones, generalmente se aplica en fase liguida,

Asimismo en el presente trabajc se manejara e término INDUCCION, como una
combpinacion de la bicaumentacion v bicestimulacién,

Las tecnologias de bicrremediacién ofrecen diversas ventajas, entre las principales
se pueden citar las siguientes:

1.

Son tecnologias seguras, econdmicas y més rapidas que algunos tratamientos
fisicoguimicos.

2. Son sistemas biolégicos cuyo costo es minimo, mas adn si se utiliza la poblacién

0

)

autéctona.

El ecosistema del sitio contaminado practicamente no se altera recupera.

No se generan desechos como productc del tratamiento, ya que los
contaminantes son realmente degradados con excepcién de los elementos
persistentes o recalcitrantes.

Pueden ser acoplados a otro tipo de tecnologia cuando la remocién de los
contaminantes no es la maxima deseada.

Los contaminantes adsorbidos o airapados en los poros del suelo, también son
degradadios.

Se puede alternar esta tecnologia con otra de tipo fisicogquimico.

Cuando se frata de una biorremediacion in situ se tiene ventajas adicionales que
son:

Se eliminan costos de transportacién ya que se realiza en e sitio contaminado.

Al utilizar ia poblacion autéctona se elimina la necesidad de introducir
rmicroorganismos potenciaimente peligrosos.

A partr de lo anterior se puede inferir que la biorremediacion presenta una
tecnologia que permite llevar a cabo la reintegracion de contaminantes como los
hidrocarburos paliciclicos arométicos (HPA) a los ciclos biogeoquimicos respectivos.
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1.2 Definicién del problema

Los compuestos HPA son frecusntemente encontrades en lugares con actividad
volcénica c© resultado de transformacion de restos fosiles, producto de una
combustion  incompleta, en combustibles sdlidos, efluentes industriaies,
preservadores de madera, piaguicidas, herbicidas, colorantes v producios
farmacéuticos {Lesage y Jackson,1983). Son compuestos que estdn formados por
dos 0 mas anillos arométicos (quimicamente muy estables). Estos compuestos son
rocivos al ambiente aun en pequenas cantidades coma lo marcan los experimentios
que se han hechc con microorganismos y animales, generaimente se clasifican
como mutagénicos y carcinogénicos (Micromedex inc, 1997). En ratas se presentan
problemas mutagénicos con 2 ppm o efectos tumerogénicos con 3.5 ppm, ios cuales
son s6lo un ejemple de los muchos que se han reportado.

Los efectos carcinogénicos se clasifican en:

Grupo 2A; probables efectos carcinogénicos en humanos
Grupec 3: no clasificable como carcinogénico en humanos
Antraceno: 3

Benz{alantraceno: 2a

Benzolkifluoranteno: 2b

Benzofghijperileno: 3

Benzo[alpireno: 2a

Benzo[elpireno; 3

Criseno: 3

Coroneno: 3

Dibenz[a hjacridina: 2b

10. Dibenz{a hlantracenc: 2a

11. 7h-dibenzolc,glcarbazona: 2b

12. Fenantreno: 3

13. Pireno: 3

oNORAWN -

En la revision bibliogré&fica de rabajos que proponen como técnica de depuracion en
sitios contaminados por hidrocarburos a la biorremediscidn, se encontrd que son
relativamente exitosos tante a nivel intemacional como nacional. La mayoria de las
técnicas planteadas hasta e momento permiten degradar al hidrocarburc
parcialmente en tiempos cortos © en tiempos muy iargos, como o demuestran los
trabajos de Brouchez et al (1997), relacionados con HPA.  Algunos de ios
compuastos de este grupo se pueden someter a una degradacion bioldgica con
resultados aceptables, mientras que otros sdlo son parcialmente degradados como
es el criseno, o persisten a la biodegradacion como es ef benzo{a)antraceno gue
persiste a la biodegradacion (Kelley y Cemiglia, 1995). En un estudic realizado por
Keliey v Cerniglia (1995) en la degradacion de una mezcla de HPA por
Mycobacterium sp. cepa PYR-1, se observd que la bacteria logré degradar de una
mezcla sintética los siguientes compuestos: fenantreno, antraceno, fluoranteno,
pireno, excepto benzo(alpirenc v criseno. La mezcla sintética contenia un total de
11.11 ppm de HPA de la cual 0.86 ppm correspondian al crisenc y 1.29 ppm para el
benzo(a)pireno.
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En dicha investigacion también se realizé la biodegradacién con &l mismo
microorganismo en una mezcla de hidrocarburos obtenida de un sitio contaminado
obteniéndose los mismos resultados es decir, la degradacion nula de benzo(a)pireno
y criseno. El comportamiento del trabajo realizado sobre la biorremediacion de HPA
se ilustra en la Tabla 1.1

Tabla 1.1 Porcentaje de remocién en compuestos HPA en un proceso de
biorremediacion

COMPUESTO EXPERIMENTO
A 8 C D E F #ANILLOS

Naftaieno &1 94 5f 83 50 80 2
Feniinofialeno 37 20 13 44 0 42 2
Acenaftileno 33 42 0 35 0 0 3
Acenaffenc o 50 0 43 0 54 3
Fluoreno ~ 64 83 15 59 0 68 3
Fenantreno 62 76 13 60 0 52 3
Aniracenc g 39 37 47 o 23 3
Flucrantenc 28 30 16 23 0 38 4
Pireno 0 25 19 0 0 28 4
Benzo(b)fiuoreno 35 (4 18 0 [4] 0 4
4-metilpirenc 48 0 18 4] 0 21 4
Benzo(a)antrace-no 35 ] 0 2§ 0 o 4
Criseno 0 o 4 0 o G 4

Los experimentos A,B,C y D son realizados en un periode de 35.5 a 37 oias, v el E duré 118 dias
(Calabrase, y Koustecki, 1994.)

1.3 Justificacion

Existen sitios contaminados por hidrocarburos que presentan nula o baja
degradacion al ser sometides a la tecnologia de biorremediacion, como es el caso
de algunos HPA. Teniendc en cuenta que en la biorremediacion se explota la
capacidad de adecuacion que los microorganismos han logrado desarroilar bajo
las condiciones que imperan e &! lugar contaminado v que incluso cuando las
condiciones pueden liegar a ser adversas, las diferentes poblaciones se adaptan
entre si, organizando su interaccién para actuar de manera sinérgica (Frederick y
Egan, 1994). Una posible explicacion parcial del porqué algunos de los HPA
biodegradan seria la siguiente: ios sitios coniaminados por hidrocarburos
generalmente contienen una mezcla de grupos alifaticos y aromaticos, en este
sentido se puede suponer que los microocrganismos degradan en primera instancia
los compuestos mas simples con rutas metabdlicas diferentes a las que se
establecen para degradar a los compuestos recalcitrantes, prevaleciendo asi una
competencia por los substratos simples, favoreciendo su degradacion preferenciat
(Atlas y Cerniglia, 1995).
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1.4 Hipdtesis

Considerando lo que anteriormente se plante¢ para el presente rabajo la siguiente
hipotesis:

Si un compuesto del grupo HPA catalogado como persistente a la biodegradacion en
suelo al estar mezclado con ofros hidrocarburos es sometido a condiciones
ambientales particulares, como cambic de pH, adicion de nutrimentos Y
microorganismos (provenientes de una plania de tratamiento de aguas residuales)
&s posible lograr su biodegradacion.

¥

1.5 Objetivos

El objetivo general de esta investigacion es:

Evaluar la factibilidad de biodegradar antraceno y criseno adicionados a un suelo
inicialmente libre de hidrocarbures, mediante la inoculacién de microorganismos
provenientes de una planta de tralamiento de aguas residuales v el manejo
adecuado de variables ambientales.

{os objetivos particulares son:

e Montaje y adecuacidn de un método analitico para ia cuantificacion de HPA en
suelo que permita obtener resultados confiables y reproducibles v que brinde
ademas la oportunidad de identificar algunos de los posibles metabolitos de
biodegradacion.

@ Determinar la influencia de la adicidn controlada de f6sforc y nitrégenc, asi como

la respuesta a diferentes valores del pH, en el proceso de bicdegradacion
manteniende constante la humedad del suelo.
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CAPITULO 2. FUNDAMENTOS TEORICOS
2.1 ;Qué son los HPA?

Como se menciond, en los suelos contaminados con hidrocarburos se propone Ia
biodegradacion como la técnica de restauracién. Sin embargo, con ésta se
favorece la eliminacién de hidrocarburos alifaticos guedando un remanente de
hidrocarburcs que no son facilimente posibles de lievar hasta ia mineralizaron,
entre ellos se encuentran los HPA. Asimismo, se debe recordar gue ios HPA se
forman durante la combustion incompieta de procesos antropogénicos vy
fendmenos naturaies. Estos son compuestos altamente peligrosos. En Estados
Unidos la EPA (Agencia de Proteccion al Ambiente) regula actualmente 16 HPA
figura 2.1 como contaminantes de prioridad en agua y suelo, y generalmente fos
reporia como “HPA totales” (tHPA) en tierras contaminadas. Tal como se describio
en el capitufo anterior los 16 HPA regulados comprenden dos mutagénicos,
especies de alto peso molecular y siete de ellos se designan como carcindgenos
en humanos. Todos los HPA carcinogénicos (cHPA) son compuestos de altc peso
molecular.

OO 90

Naftaleno Acenafiilenc ACenaneno Fluzorenc

S 4
Fenantreno Antraceno Flyoranteno Pireno

Criseno Benz(a)antraceno Benzo(k)fluoranteno Benzo(b)fluoranteno

S &
(L )
Benzo(a)pireno Indeno(1.2,3cd)pirenc  Dibenzo(a,hantraceno Benzo(g h,iyperileno
Fig. 2.1 HPA regulados por la EPA ( www.chem-analitcs.com)
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2.2 Toxicidad de los HPA

Cabe sefialar que en regiones altamente contaminadas de Europa Criental, se ha
encontrado que la contaminacién de HPA puede impedir el crecimiento de fetos.
Nifios polacos que estuvieron expuestos a niveles altos de particulas de estos
contaminantes nacieron con cabeza y cuerpo peguefios (Denissenke, 1996). De
igual manera, se sabe que los nifios pueden tener dificultades de aprendizaje. Se
identificd que e! ADN de cada nific habia sido dafiada por ios HPA generados por
la quema incompleta de combustibles. De esta forma, cuando los HPA se iigan ai
ADN, forman aductos que pueden causar mutaciones y aumentar la probabilidad
de cancer figura 2.2. Los recién nacidos con altos niveles de HPA pesaron en
promedio 160 gramos menos a lo normal y midieron 1.04 cm menos, asimismo la
circunferencia de sus cabezas fue 0.95 cm mas pequefias. Los embriones fueron
particularmente vulnerables a los efectos de contaminacién ambiental dado gue su
capacidad para reparar ef ADN dafiado era menor, incluso la exposicicn minima a
HPA podia aumentar el riesgo de cancer.

£
RS
o8

ARG

raide v . S "
Figura 2.2 Se muestran dos estruciuras de ADN, la izquierda es normal, ia derecha tiene un HPA
figado entre los enlaces del ADN. Un cambio en la estructura de ADN se refleja como una
alteracién genética. {Cortesia del Laboratorio de Investigacién en Efectos sobre la Salud, USEPA,
RTP, NC) www.chem-analitics.com.dna_shim!.

Uno de los rasgos caracteristicos de los sitios contaminados con HPA es que se
encuentran como una mezcia compleja entre ellos y con otros agentes quimicos
toxicos.

Tomandc en cuenta lo anterior, se podria esperar que para compuestos altamente
toxicos como los HPA no sea factible la biodegradacién, sin embargo, existen
trabajos que demuestran lo contrario, tal es el caso reportado por Wang et al,
(1990). En dicho trabajo suelo contaminado con diese! se sometid a un ensayo de
biodegradacion a escala piloto. Al inicio se mineralizarén en su {otalidad los
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hidrocarburos alifaticos dejando como remanente ios HPA, de manera que al
realizar un estudio de toxicidad (Microtox) del suelo, se observaron los efectos
mutagenicos. Después de casi 12 semanas se observd que la concentracion de
HPA disminuy6é al igual que la toxicidad del sitio quedando el suelo totaimente
destoxificado en 20 semanas (Wanng et al, 1990). Asimismo, existen otras
investigaciones en donde gueda evidenciado que locs HPA solo pueden ser
degradados parcialmente por los microorganismos autdctones (Mueller et al,
1991).

2.3 Biodegradacién de HPA

Para poder comprender mejor la biodegradacién de los HPA en suelo, es
necesario estudiar detalladamente todos los factores involucrados como ia
concentracion en que se encuentra el contaminante y determinar el nimero de
anillos del HPA. Ya se mencioné gque los HPA de dos o tres anilios son mas
faciles de biodegradar. Ejemplo de eilo es el trabajo reportado por Wiesel, (1993)
quien observo que en una mezcla de naftaleno, flucrantens y pireno (compuestos
de dos, tres y cuatro anillos respectivamente), se presentd una secuencia
progresiva de biodegradacién comenzandc por el naftaleno, y continuando
posteriormente con los otros dos compuestos. Con el fin de profundizar en la
relacion que existe entre la biodegradacion y el nimero de anillos de HPA, se han
realizado investigaciones en las que se trabaja con una mezcla de HPA de dos
hasta seis anillos aromaticos en un medio liquide al cual se adicionan
microorganismos. De acuerdo con esos experimentos, se han lograde degradar
compuestos de hasta cuatro anillos con resultados satisfactorios, observandose
que la degradacion es nula o minima para compuestos de cinco o més anilios
(Dreyer et al, 1985).

independientemente de que en algunas ocasiones se aplican microorganismos
adaptados para la degradacion de un contaminante especifico, y reforzando asi e
proceso, se debe tener en cuenta que para llevar a cabo la biodegradacion
deseada es necesario controlar diversos factores. Por ejemplo la combinacién de
oxigeno, nutrimentos, humedad, temperatura y pH. Se sabe también que los HPA
son una clase de compuestos quimicos sumamente hidréfobos. El naftaleno es el
mas soluble en agua, su solubilidad es aproximadamente de 30 mg/L, de manera
que al aumentar el peso molecular o el ndmero de anillos, por ejemplo criseno
{cuatro) y benzo[a]pirenc (cinco), la solubilidad disminuye.

Si bien, en los estudios mencionados con anterioridad se ha mostrado que los
HPA pueden mineralizarse bajo condiciones de laboratorio, las conversiones de
moléculas de HPA al diéxido del carbono siempre son mucho menores al 100% y
a menudo entran en el intervalo de 20 a 50%. (Bumpus, 1988)
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Los mecanismos fundamentales que controlan la biodegradacion de HPA son:

1) La absorcion o bicabsorcién
2) La produccidon de metabolitos

La absorcion de HPA ocurre en la membrana de la célula y se plantea como el
primer pasc en el proceso de degradacion, un concepto importante de este
modelo es que en el interior de membrana celular existe un micro-ambiente
hidrofobo, que facilita la absorcidn. De esta manera, pasa al citoplasma en donde
se lieva a cabo la degradacion de los HPA por accién enzimatica (Pefa, 1995)
Figura2.3

Algunas propiedades importantes de membrana celular son:
e Una bicapa lipidica.
Los fosfolipides de la membrana se comportan como un mosaice fluido.
L.a membrana es selectivamente permeable.
El interior de fa membrana es muy hidréfobo (grupos de acido grasos).

-

®

@

Bicapa

/lpoflllca

Menbrana celular

Madio tiquido

Figura 2.3 Esquema representativo de la membrmana celular

Dadas las caracteristicas hidrofdbicas de la membrana celular, los HPA pueden
ingresar por absorcion al interior de la célula. Una vez en el citoplasma, se lleva &
capo la degradacion de éstos via accidn enzimatica. De tal manera que la
proporcion de degradacion de HPA puede ser controlada a través de absorcién de
la membrana. Se ha desarroliado un modelo de comportamiento estructurado para
describir el proceso de bicabsorcién y biodegradacién. La absorcidn de HPA por
membrana es analoga al coeficiente de particion dei octanol-agua.

Cuando aumenta la hidrofobicidad del HPA hay una mayor bicabsorcion en a
membrana, sin embargo, la proporcidn de biodegradacion disminuye porque
menos HPA estan biodisponibles en el liquido extracelular. Cuande la mayoria de
los HPA estan alejados de la célula, para llevar a cabo Ia bicadsorcion, se obtiene
en una baja biodegradacién del HPA. Los hallazgos importantes del estudic de
Chang y Bae, (1999) incluyen:

e La hidrofobicidad tiene un impacto significativo en la degradacién de un

compuesto hidréfobo
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o Una célula puede ser al mismo tiempo un bioabsorbente y un biocatalizador
para el HPA

Un estudio mas especifico sefiala al grupo enzimético Citocromo P-450 como el
biocatalizador invelucrado en las oxidaciones de compuestos quimicos
xenobidticos por microorganismos. Debido a su papel funcional ofrece un potencial
para la tecnologia de biodegradacién. En varios microorganismos ya se han
caracterizade las enzimas del Citocromo P-450 y se han estabiecido ventajas en
términos de sus propiedades catalizadoras (Gu nigerich, 1995).

La accion de las enzimas de!l Citocromo P-450 puede explicarse en la figura 2.4
con una serie de pasos quimicos simples:

1.- Comienza atrapando el sustrato al Citocromo férrico (Fe™).

2 .- Un electrén es transferido al tomo de Fe, pasando éste a su estado ferroso
(Fe®™), esta transferencia es a veces realizada por proteina Citocromo bs(figura 1).

3.- Esta forma ferrosa se une a una molécula de Q-

4.- Se realiza una segunda reduccién agregéandose un electron y ademas un
protén.

5.- Este intermediario pierde una molécula de agua dejando un complejo (FeO)™*
que directamente oxida el sustrato (Shugart, 1994).
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Figura 2.4 Mecanismo de accién dei complejo enzimatico Citocromo P-450.

La figura 2.5 muestra algunos de los posibles origenes de electrones involucrados
en el proceso recién explicado. Se observa al Citocromo P-450 en la membrana
celular. Los electrones involucrados en la oxidacién de los sustratos en manos del
Citocromo P-450 pueden provenir del NADPH (Fosfato dinuciedtido nicotinamida-
adenina) desde el citoplasma o del Citocromo b5 que se encuenira en la
membrana (Guengerich, 1993).

Ll

Figura 2.5 Componentes del sistema Citocromo P-450 en ia membrana celular.
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2.4 Rutas metabdlicas de biodegradaciéon de HPA

Recientemente se ha comprobade gue la biodegradacion de HPA en condiciones
aerobias produce una mayor remocion y en ella interviene el Citocromo P-450
como catalizador de la reaccion de oxidacion (Savas,1997).

Los microorganismos que llevan a cabo este proceso pueden ser hongos o
bacterigs, inclusc se han llegado a secuenciar las rutas metabdlicas de
degradasson (Stanley, 1986; Shutherland, 18982), como se muestra en las figuras

26y27.
Ot
- | =
w~g@  Naftaleno @[OH
1 Catecof
cO,
OH piruvato f/
OO CH o fo on cper” OH CZOH—I el OH on
= O = AL~
O, q\j 7 H0 cHO cooH
f T
? ; q
HOOC ] HOOC HOOCOH
GH oH oH oH '-
O ™ S O O =
= / H 0 -

Piruvato

J Eenantreno g

COOH

©/\foCOOH COH . O,

O — — oo

Antraceno
|
¥

p:rwato

OH or _ oH
Qo= £ o
+HO0 CHO COOH

Fig 26 Ruta metabdlica de biodegradacion de antraceno, fenantreno y nafialeno, por
Pseudomona sp
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En la ruta metabdlica propuesta para la degradacion de HPA por bacterias, se
observa que si el HPA tiene tres anillos aromaticos se llevan acabo los procesos
de oxidacion e hidrélisis, de farma que se llega a la secuencia marcada para la
degradacion de antraceno, por lo tanto es posible suponer gue en compuestos con

mas de tres anillos, el mecanismo de degradacién es muy similar al sugerido
(Stanley , 1986).

En el caso de gue la biodegradacién se lleve acabo por hongos existen tres
alternativas, figura 2.7, siendo los metabolitos mas frecuentes las cetonas ¥ los
nidroxidos (Lange et al,1994)

g
0=S‘—D

OH a
O%OO

H o T=hidroxi-pireno
pire!no 1.2-ox1-pirenc P 1-sulfa-pireno
J’ P.450 / \
[4,5=cxi-piranc] [t-tidroxi, B, 7oxi-pireno] [1-hidrex, 8, 7exi-pirenc]

!

Epoxi
hrdrolaza

oH l oH

&0 ) &O

1,6 dihidroxi-pireno 1.8 dindroxi-pirenc

/ © OO
o
1.6 pirenoquinona 1,8 pirenoguincna

Fig 2.7 Ruta metabdlica de biodegradacion de pireno por hongos .

Es importante tener en cuenta que algunos de los metabolitos gue se forman
durante la degradacién llegan a ser mas toxicos que los HPA iniciales, por esto
para algunos de los compuestos con mas de 4 anillos no se completa el proceso
de mineralizacion (Schneider et al 1996). También se sabe gque el proceso
biodegradacion es completo cuando se lleva a cabo por cepas puras, y para en ¢l
caso de consorcios microbianos se producen fendmenos de cometabolismo o
inhibicion de la degradacion en funcidn de la ruta metabélica que sigan los
microorganismos (Bouchez, 1995).
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2.5 Factores involucrados en la biodegradacion de HPA

Especificamente, se han descrito en forma general los factores principales que
estan involucrados en la biodegradacion de HPA en un medio liguido donde el
HPA estd relativamente biodisponible. A continuacién se describen, con base en

estudios de cascs, ofros factores que intervienen en ia biodegradaciéon de HPA en

el suelo, principalmente aquelios que propician la biodisponibilidad del
nidrocarburo.

En la biodegradacién de HPA en suels, la biodisponibilidad del hidrocarburo puede
llegar a ser el pasc que determine la factibilidad de remocién. Se ha demostrado
que at tratar de biodegradar una mezcla de HPA con microorganismos
autoctonos, sélo se logran degradar compuestos de dos o tres anilios, al hacer un
extracto de los HPA del suelo y suspenderlos en un medio | iquido gue se inocula
con microorganismos aislados de mismo suelo se logra degradar una mayor
proporcion e incluso compuestos gque anteriormente se creian recalcitrantes
(Weissenfels et al 1992}. Para entender esta poca biodisponibilidad de los HPA en
el suelo es necesario recordar que el suelo es una matriz compleja, formada
principalmente por arena, Limo, arcilla y materia organica {(&cidos humicos, acidos
fulvicos) siendo la proporcién de arcilla el factor mas importante en la adsorcién de
maieria organica inciuyendo los HPA, de tal forma que un suelo con una gran
cantidad de arcilia deja en menor bicdisponibilidad a los HPA {Siebe,1897). Ante
esta problematica se han propuesto dos soluciones: mezclar el suelo con
composta ¢ algun otro material que sirva como soporte para los microorganismos
y que a su vez compita con el suelo para la adsorcion de HPA (Kaster y Mahro,
1995), 0 agregar un compuesto surfactante (tensoactivo) capaz de desorber los
HPA de la arcilla y hacerlos disponibles en el agua presente en el suelo, i
inconveniente de utilizar esto es que los microorganismos no sdlo degradan al
HPA sino también al agente surfactante (Madsen y Kristense, 1996: Soeder et al,
1898). Sin embargo, se ha observade que aigunos microcrganismos son capaces
de generar compuestos extracelulares {enzimas) para desorber el HPA del susic
tal como sucede con algunos hengos (Andersson, 1996). Otros factores fisicos
que afectar la bicdegradacion de HPA son: temperatura, oxigenacion, salinidad,
humedad, acidez, aicalinidad y nutrimentos (Leahy v Colwell, 1990).

2.5.1 Temperatura

La temperatura influye por su efecto en la naturaleza {isica y compasicion quimica
de los HPA; en la actividad de los microorganismos y en la composicion de la flora
microbiana. La degradacion generaimente disminuye cuando la temperatura
desciende, l0 que se relaciona con una baja de la actividad enzimatica (Gibbs et
al,1975).
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2.5.2 Oxigenacién

La oxigenacién es el paso inicial del catabolismo de HPA usando el complejo
enzimatico Citocromo P-450, que requiere de oxigeno. La disponibilidad de
oxigeno en suelos depende del consumo microbiano, la unidad de sueio, si se
encuentra inundado y de la presencia de sustratos utilizables. (Bossert y Bartha,
1984).

2.5.3 Salinidad

Ward y Brock demostraron que el grado de metabolizaciéon de un hidrocarburo
disminuye cuandc se incrementa la salinidad en un intervalo de 3.3 2 28.4%.

2.5.4 Humedad

Se considera que la humedad adecuada para la actividad microbiana es de 40 a
68% para sistemas aercbios. En suelos con humedad mayor al 70% se reduce la
transferencia de oxigeno vy disminuye de manera significativa la actividad
microbiana (Cookson,1990; Griffin, 1980)

2.5.5 Acidez v acalinidad

Un suelo con pH de 6 a 7 se considera neutro, con pH menor de 4.5 es muy acido,
y muy basico de 8 en adelante. El pH del suelo se relaciona con la capacidad de
intercambic ionice del misme (Primo, 1981). El pH afecta el comportamiento de las
funciones celulares, transporte de la membrana celular y el equilibrio de
reacciones catalizadas de los microorganismos. Ei crecimiento bacterianc se lieva
acabo en condiciones dptimas de pH neutro a ligeramente alcalino. La
degradecion de hidrocarburos se reporta como muy répida a pH cercano a 7, para
el caso de algunos hongos como Phanercchoete chrysosporium, su actividad
aumenta a pH de 4.5 (Rodriguez et al, 1999; Dhawale et al, 1992)

2.5.6 Nutrimentos

La composicidn basica de las bacterias es de 80 % agua y 20 % de materia seca,
de [a que el 90 % es materia orgénica y el 10 % de inorganica. Una férmula que
permite describir de manera aproximada su fraccidn orgénica es CsH7Q.N
(EPA,1986). Cuando también se considera la presencia de fosforo, se puede
emplear la formulacion CeoHg7023N12P. Los compuestos que forman parte de la
fraccion inorgénica incluyen P20s (50%), SOs (15%), Na,O (11%), CaO (9%), MgO
(8%), K20 (8%) y Fe:03 (1%) (Metcalf y Eddy, 1998). Puesto que todos estos
elementos y compuestos deben proceder del entorno en que se desarrolia la
célula, la falta de cualquiera de ellos limitara el crecimiento celuiar. Con base en
ésta informacion se realiza un célculo tedrico de la cantidad de nitrégeno y fésforo
para ia sintesis de la masa molecular (Mills y Frankenberger, 1994).
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Sin embargo, mejor que calcular las necesidades tedricas nutricionales o utilizar
una regla empirica, se deberia determinar como parte de ios ensayos de
tratabilidad en iaboratorio. Las necesidades especificas son mucho mas
dependientes del tipo de residuo, la disponibilidad de nutrimentos en el mismo
procuccion de biomasa y del disefio del sistema de! tratamiento. De esta forma se
tienen diferentes relaciones C:N:P. Encontrando las gue se basan en la cantidad
de carbono organico total COT, con la proporcién de COT-N:P de 100:23:4.3 pero
por lo general se ha adoptade una regla empirica 10C:25:5 (La Greca y
Buckinghan, 1998). También las que son producto de g experimentacion ajustando
la relacion C:N:P hasta optener la dptima relacion C:N:P 100:10:1, o donde se
observan mejores rendimientos (Rojas et al, 2000). De igual forma se han
reportado reiaciones experimentales que sefialan gue es necesario 150mg de
nitrogeno y 30mg de fosforo para convertir 1 g de hidrocarburo en material celutar
(Crawford y Crawford, 1993). Asimismo, se debe considerar que durante
degradacion del hidrocarburo aproximadamente se convierte la mitad en material
celular y el resto se oxida para obtener energia.

La energia liberada en las reacciones de oxidacion-reduccion no se desperdicia,
sino que se emplea en la formacidén de ciertos compuestos bioguimicos que
contienen enlaces fosfato de aita energia el mas comin es el ATP, que actia
como receptor primario de energia en la célula (Neidhardt et al, 1990). De los
nutrimentos requeridos para el crecimiento de los microgrganismos son nitrogeno
y fosforo los que probablemente llegan a estar presentes de manera deficiente en
el suelo contaminado, por lo que normalmente se deben agregan al sistema de
biorremediacion en una forma disponible (ejemplo: amonio como fuente de
nitrdgenc y fosfatos como fuente de fosforo). Especificamente la adicion de
fosfatos contribuye en la formacién de ATP para llevar a cabo la funcion
metabdlica, vy en la conformacién de aminoécidos y fosfolipidos asi como otros
compuesics necesarios para el desarrollo de microorganismos. Al iguai que el
fosforo otro nutrimento de suma importancia es el nitrogeno el cual es la clave
para la construccion de aminoacidos y acidos nuctéicos (Brock y Madigan, 1993).
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CAPITULO 3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

3.1 Plan de trabajo

Con base en los fundamentos teéricos sefialados en €l capitulo anterior, an la
biodegradacion de HPA interviene factores fisicoquimicos y biolégicos, por lo que
si el objetivo de este trabajo es evaluar |a biodegradacion de un HPA en suelo es
necesano controlar cada uno de los factores que intervienen. Asimismo, se debe
contar con una metodologia analitica que permita realiza en seguimiento de los
HPA, de forma reproducible. Por esta razén Ia parte experimental estara dividida
en tres etapas fundamentales que son:

1. Montaje y adecuacién del método analitico
2. Ensayc de verificacién de la eliminacion de compuestos HPA presentes en un
suelc de prueba de caracteristicas conocidas, y constatacion de los

mecanismos por los cuales desaparecen (forma abidtica ¢ por biodegradacién)

3. Ensayo de la biodegradacion empleando un suelo de prueba contaminado con
HPA al cual se le adicionan nutrimentos (fosfatos y nitratos)

Al respecto, las dos primeras etapas son las mas importantes para comprobar la
factibilidad de biodegradacion de los HPA y la ditima, tiene como propésito el
encontrar las condiciones oOptimas para que se lleve a cabo la biodegradacion
inducida de los HPA seleccionados.

3.1.1 Reactivos y disolventes.

Para llevar acabo la fase experimental se conté con los siguientes materiales:

Disoiventes: Diclorometano, Hexano, Acidr Ardtics vy Acido Clorhidrico " todos

ellos Merck grado HPLC.

Reactivos: Fenol (Loba 77848), Naftol (Merck 1-06223.0050) , Acido 1 hidroxi
naftdico (Fluka 55910), Acido benzdico(Merk 134.0005), 26-Dimetil fenol(Merck
3768), 34 Acido dihidroxi benzdico(Sigma 99-50-3), Acido 4-hidroxi
benzdico(Sigma 99-96-7), Dibenzo(a,h)antraceno (Sigmab3-70-3), Criseno(Sigma
218-01-9) Antraceno(Sigma 120-12-7), Sulfato de sodio Anhidro (Sigma S 5640).

Para llevar a cabo la etapa experimentai se utilizé un suelo gque previamente habia
sido caracterizado por personal del instituto donde se desarrollé este trabajo de
investigacion, el cual se denomind suelo IFA, su caracterizacion se muestra en la
tabla 3.1. En cuanto a los HPA seleccionados en la tabla 3.1a se muestran sus
principales propiedades fisicoguimicas.
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Tabla 3.1 Estudio de caracterizacién del suelo utilizad

etapa.

Materia seca % 88.18+5.5
densidad de suelfo (<5mm) Kg/L 1.097+0.2
densidad de suelfo (< 2mm) Kg/L 1.045+0 13
Suelo < 2mm:

materia seca % 83.1841.4
Distribucitn de tamafio de particula

Arena 2mm-83 im % 41,17+ 4.3
20-63 um % 8.75+ 0.45
10-20 um % 8.25+1 1
6-10 um % 424407
2-8 um % 9.25+ 0.57
Limus % 30.5+0.32
Arcilla<2 um % 28+45
Materia Organica seca % 1.2+ 009 |
pH suelo 6.5+ 0.1
Maxima Capacidad Retencién de Agua gH20/g suelo seco |0.373+0.05
Respiraci6n basica mg CO2/g suelo seco 24 hrs 13.56+0.5
Respiracion inducida Glucosa mg CO2/g sueio seco 4 hrs 44 05+0.5
Hidrocarburos Totales mg/Kg 40.38+1.3
Nitrégeno total % 0.1620.05
Fosfatos disponibles mg/kg <100 o
Carbono total mg/ kg 20329+35
Carbono Inorganico mg/ kg 56879+39
Nitrégenc como Nitratos mg/ kg 71.4+ 05
Nitrbgeno amoniacal mg/ kg <1

HPA

Fenantreno ug/ kg 34.2640.46
Aniraceno ug/ kg 3.86+0.5
Fluoranteno pg/ kg 37.96+1.4
Pireno ng/ kg 41.86x3.86
Benz{a)antraceno ug/ kg 18.4143.21
Criseno ug/ kg 24.79+4.3 |
Benzo{b)flicranteno ug/ kg 19.17+3.7
Benzo(K)fiuoranteno ug/ kg 8.35+3.1
Benzo(a)pireno ug/ kg 17.86+2.8
Benzo(g,h,i,)periieno ug/ kg 17.27+4.3
Indeno(1,2,3-c-d)pireno ug/ kg 19.4346.3
Metales Pesados

Ca mg/ kg 11053+5.8
Cd mg/ kg 71.7+2.3
Crmg/kg 28.5+1.2
Cu mg/kg 21.7+0.51
Fe mg/kg 28481428
K mgfkg 50531443
Mg mg/kg 8732461
Mn mg/kg 476+13

¢ en la primera vy segunda

28



Capitulo 3

Tabla 3.1 a Caracteristicas Fisicoquimicas de los HPA adicionados

Quimico Antraceno Criseno Dibenzo[a,h]antra-
cenod
#CAS 120427 218018 53703
Peso moiecular 178.23 228.20 278.20
Namero de anilios 3 4 5
Solubilidad en agua {mg/L) 7.3E-02 2.0E-G3 2.5E-03
Presion de vapor a 20°C {Pa} 2.81E-02 B.4E-05 1.33E-38
Constante particion Henry 2.67E-03 3.88E-03 8.00E-07
Log Coef Particion Octanoi-agua. 4.45 5.61 6.69
Constante de Permeabiiidad {cm/h) 6.22 0.51 2.7
Coeficiente particion Carbono org. {L/kg)| 2.95E+04 3.98E+05 3.30E+06
Difusion en Aire {cm2/s) 3.24E-02 2.48E-02 2.02E-02
Difusion en Agua (cm2/s) 7.7T4E-06 8.21E-08 5.18E-08
Captacién de suelo a planta seca 11.0E-2 1.8E-2 0.43E-2
Captacion de suelo a planta hameda 2.2E-2 0.38E-2 0.0088E-2
Factor de Absorcion de GI 7.60E-01 3.18E-01 3.10E-01
Factor de absorcién dérmico 1.00E-02 1.90E-02 1.08E-02
Factor de Bicactividad en peces (L/Kg) 8.13E+04 1.3E+04 8.TE+04
Coeficiente Transferencia en carne 3.3E-04 1.3E-02 1.6E-01
{diafikg)
Coeficiente Transferencia en leche 2.0E-04 4.0E-03 5.0E-02
{dia/kg)
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3.2 Método analitico

Como se ha planteado, el principal objetivo de esta investigacion es comprobar ia
factibilidad de degradacién de ios que los HPA en el suelo con la adicién de
microorganismos de una planta de tratamiento de aguas residuales, para o cual,
€s necesario contar con un método analitico que permita hacer un seguimiento del
sustrato que sirve como fuente de carbono (HPA) para los microorganismos. Una
muestra de suelo se somete a una serie de etapas © procedimientos de
acondicionamiento que permiten aisiar ios compuestos de interés para su analisis
y cuantificacion, cada una de estas etapas de acondicicnamiento estan descritas
como normas ¢ métodos analiticas.

No obstante, al revisar investigaciones de bicdegradacion previamente se observa
que la validez de los resultados obtenidos, tienen como sustentc una metodologia
analitica validada'y probada. Tomando como referencia las normas establecidas
por la EPA SWB46 Métodos 3600C, 3610B, 3611B, 3630C (Wischamann y
Steinhart, 1997, Zink y Lecben ,1995: Langbehn y Steinhart, 1895), o aiguna otra
organizacion internacional. Sin embargo no siempre es posible aplicar estas en su
totalidad como han sido descritas, por diferentes causas. como ei no contar con la
infraestructura necesaria, o el hecho de que estos métodos usan grandes
volumenes de reactivos, lo cual genera una gran cantidad de residuos, que
muchas veces no pueden ser tratados en forma adecuada, esto no impiica que ios
metodos propuestos no sean tomados en cuenta, por el contrario, estos sirven
como referencias generales. A partir de estos se haran las adecuaciones
necesarias para cumplir con lo estipulado. Adicionalmente al trabajo de
investigacion de biodegradacién se desarrolld una metodologia que permitio el
seguimiento en el cambio de la concentracion de los compuestos de interés de
una forma reproducible vy confiable, haciendo pasible analizar una mayor cantidad
de muestras al menor costo, pero generando la minima cantidad de residuos.
Ademas hay que considerar que si bien, este método fue utilizado en primera
instancia para la investigacion de biorremediacion planteada, y podria ser
utiizado en investigaciones postericres en donde las condiciones de
biodegradacién impliquen trabajar con un mayor ndmero de compuestes que
analizar, como es el casc de experimentos de biorremediacién en condiciones
reales y no tan sélo para experimentos con condiciones controfadas, incluyendo el
seguimiento de metabolitos (anexo 1).

Secuenciar un proceso de biorremediacion implica conocer cual es la variacién de
los contaminantes (HPA), para esto tienen que ser separados del sueioc mediante
el método de extraccion liquida, pasando asi de una fase sélida a una fase liquida,
pero en la extraccion se aislan junto con los HPA los metabolitos y otros
compuestos organicos presentes en el suelo. Adn cuando es posible cuantificar
los compuestos de interés con equipos andlisis sofisticados, como un
cromatdgrafo de gases con detector de espectroscopia de masas (CG/MS), el cual
es capaz de separar e identificar cada uno de ios compuestos presentes, no
siempre es posible contar con este equipo © en ocasiones, el extracto contiene
una gran cantidad de compuestos dificiles de separar, lo cual implica largos
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tiempos de andlisis o bien que algunos de estos compuestos no sean exciuidos de
la columna cromatografica con lo que el tiempo de vida de ésta disminuye, por
esta razon se propone un procesc de limpieza del exfracto denominado “Clean
up’, este proceso no es ofra cosa que una cromatografia previg, la cual permite
un fraccionamiento o separacién de compuestos presentes en la muestra de
actuerdo con su polaridad v de esta forma realizar con mayor facilidad el analisis.
Con o que se ha planteado hasta el momento se pude observar la dificultad para
elaborar un método analitico. sobre todo considerando gue al modificar los
metodos que ya han sido validados, se deben encontrar nuevas condiciones que
permitan realizar el andlisis en forma confiable vy reproducible. Sin embargo, a!
tomar como referencia los métodos revisados se establecen las etapas minimas
que permiten ltevar acabo el anadlisis, las cuales se enuncian a continuacién:
extraccidén soxhiet, concentracidén del extracto (evaporacién), fraccionamiento
“clean up”, concentracion de las fracciones (evaporacion), reaccién de
derivatizacion (sililizacion), andlisis en el CG/MS. Para cada una de estas etapas
se evaluaron las condiciones y los pardmetros de trabajo hasta encontrar las
Optimas, con excepcidn del proceso de extraccién. Mediante la cuantificacion d

un estandar, el procedimiento se describe con detalle en el Anexo 1. En la figura
3.2 se representa en forma general un diagrama de flujo con los pascs de
metodologia desarroliada.

Suelo

¥
Toma de muestra

Acidfficacién

Adicién de Na;SOy4
¥ homogenizacibn

Extracién
"Crudo”

Evaporacién de disolvente
hasta volumen mirmo
1mL de didlorometane

Adwcion de disolvente hexano

“Clean up” (Fraccionamiento) '

_ !
I o _ ]

1Fraceién 2 Fraccién
HPA Metabolios
Evaporacion ciF:* disoiw;rrte hexano . Evaporacién de disolvente metano
Adicion de disolvente Adicion de disolvente
diclorometano diclorometano

Dilucion Dilucién

Sildizacién | Siltizacén
Anglisis Anisis

Fig. 3.2 Secuencia del procedimiento seguido para el analisis de muestras.
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Asimismo, se hace una breve descripcion de las etapas principales.

3.2.1 Extraccion de HPA y cambio de disolvente

La optimizacién al proceso de extraccidn se realiza al cuantificar los extractos de
del suelo con HPA v azida de sodio (tratamiento 2). La extraccidén de cada uno de
los experimentos planteados se realizo siguiendo la norma EAP SW846 método
3541, que establece e! procedimiento para extraccion soxhiet automatizada. De
manera resumida el procedimiente consistié en lo siguiente: se tomo una muestra
de 5 a 10 g de suelo utilizando una balanza analitica (SCALTEC Mod. SB41), vy
una cantidad igual de sulfato de sodio anhidro {previamente colocado en un homo
a 450 °C por 12 horas, para posteriormente alcanzar la femperatura ambiente
dentro de un desecador con cierre a vacic). E! suelo se acidifice previamente
can acido clorhidrico 4.4 M afiadiendo 2mL a cada muestra de suelo y se dejé en
reposo 3 horas. Después el suelo se mezcldé con el sulfato de sodio en un
mortero, hasta que se logra homogeneizar la muestra. Posteriormente en un
cartucho para extraccion (EDEROCL Qual 115) se pesaron 10 g de la mezcla
homogeneizada. La extraccién se realizo por duplicado en el equipo de extraccién
Soxhlet Automatico (GERHARDT Soxthem2000 automatic). Utilizando como
disolvente 100 mL diclorometano bajo las siguientes condiciones de proceso. enla
etapa de cocimiento una hora, con una temperatura de 140 °C, posteriormente
cuatro etapas de evaporacién de disolvente de 15 mL v un periodo de extraccion
de hora y media.

El extracto de aproximadamente 20 mL se evaporé usando el rotoevaporador con
las siguientes condiciones de operacion, temperatura 30 °C y presion 300 mmHg,
ef proceso se detuvo cuando el volumen residual fue aproximadamente menor a 2
mL, para aforar posteriormente a 2 mlL con diclorometano. El analisis del extracto
no fraccionado (denominadc “crudo”) obtenido anteriormente pudo realizarse
mediante un cromatdgrafo de gases acoplado con un detector de masas. La
concentracion de la muestra no debid exceder el intervalo en el cual la respuesta
es lineal entre el espectrometro de masas y la concentracion del HPA, por lo que
se tuvo que diluir la muestra antes de inyectaria al cromatografo. Con ello los
posibles metabolitos formados quedaron en una concentracion minima en la cual
no fue posible detectartos ni cuantificarlos con exactitud. Para poder conocer los
posibles metabdlitos formados durante la biodegradacion fue necesario ilevar
acabo el fraccionamientc del extracto, también conocido como “clean up’, esto se
realizé en una columna cromatogréfica aprovechando gue ios compuestos en el
extracto tienen diferente polaridad.

3.2.2 Acondicionamiento y fraccionamiento del extracto

Antes realizar el fraccionamiento 2 los extractos fue necesario determinar los
parameiros Gptimos de trabajo, Io cual se describe en el anexo | donde se
utilizaron estandares conoccidos para fragmentar. Asimismo se considerd el
manejo de compuestos tdxicos, por o que se requiere contar con un equipo que
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de preferencia sea desechable o facil de limpiar, para tal efecto se propuso la
elaboracion de columnas cromatograficas que usan como soporte externo pipetas
Pasteur con capacidad aproximadamente 14.5 mL y como retén interno fibra de
vidrio, en lugar de las tradicionales columnas, que utilizan una mayor cantidad de
reactive y disolventes.

[ e

—-—> Pipeta Pasteur La coiumna cromatografica se limpié
- perfectamente (pipeta Pasteur) con
hexanc, se le colocd en la parte
interior inferior 0.08 g de lana fibra de
vidrio (previamente lavada con
acetona y hexano y dejando a

t evaporacion en la campana de
rf * ¥ibra de vidrio extraccion), como se muestra en la

figura 3.3 procurando no ocupar una
longitud mayor a 2 mmi.
Posteriormente, en un vial con
capacidad para 10 mL y tapbn de
tefion se depositaron 0.5 g silica gel
(malla 1540 p y 60 A diametro de
poro) desactivada al 8% y se
agregaron 3 mL hexano, formandose
una suspension que se coloco dentro

& Silicaged

g

Figura 3.3 Esquema simplificado de una columna de
fragmentacion.

de la pipeta previamente preparada, evitando la formacién de burbujas en su

interior. Asimismo se cuidd que la columna de silica gel siempre permaneciera

cubierta por el disolvente de lo contrario ésta va no seria Util.

El extracto “crudo’ fue evaporado en el rotovaporador a una temperatura 30 °C y
presion 300 mmiHg, el procesc se detuvo cuando el volumen residual fue
aproximadamente 0.5 mL, aforando posteriormente a 2mL con hexano, la sofucién
asi preparada fue depositada dentro de la columna cromatografica para ei
fraccionamiento o “Clean up”. La primera fraccién se eluyd con 7mL de hexano y
la segunda fraccion con 0.5 mL de diclorometano seguido por 8 mbL de
metanol/acido oxalico. Ambas fracciones fueron recolectadas en viaies con tapon
de teflén y evaporadas en el rotoevaporador hasta un volumen aproximadamente
menor a 2 mb aforando con el soivente respectivo. Las condiciones de
evaporacion fueron 30 °C y presidén 300 mmHg y 40 °C y presion 200 mmHg para
la primera y segunda fraccién respectivamente. Para realizar el andlisis
cromatdgrafico en ambas fracciones se debid sustituir el respectivo disolvente por
diclorometano, con el fin de realizar la reaccién de sililizacion.

3.2.3 Sililizacién

Es posible obtener una respuesta del equipo a diferentes concentraciones de los
HPA inyectando la muestra directamente al cromatdgrafo. Sin embargo esto no
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fue posible para los metabolitos que se formaron durante la biodegradacion de los
HPA ya que son compuestos en los que con un aumento de temperatura su
estructura cambia o destruye, como son grupos carboxilo, aldehido o hidréxide
(COOH, CHO, OH) unidos a un grupo aromatico. De modo que para poder ser
detectados en el cromatdgrafo de gases, fue necesario protegerios de una posible
descomposicion ai momento de ser inyectados en el cromatdgrafo. Una forma de
protegerlos es mediante la reaccion de sililizacion, segun se establece en los
trabajos de Wischmann,1996. La sililizacién es una reaccion quimica en ia cual se
agrega un grupo trimetil silicato (TMS) al metabolite en Iz posicion del hidrogeno
que esta unido al grupo carboxilo o hidroxilo, esto implica que el disalvente no
debe contener ninguno de estos grupos y de preferencia debe ser no polar como
por ejemplo el hexano o diclorometano. También debe tomarse en cuenta que el
reactivo sililizante ademas de costoso es tdxico, por lo que se aconseja trabajar
con microlitros, en microviales los cuales tienen una capacidad méxima de 200 pl.
Preferentemente se debe trabajar dentro de una campana de extraccién. Para
llevar acabo la reaccion de sililizacién de la primera fraccién se tomaron 70uL de
ésta y se depositaron en un microvial, en el cual se evaporo el disolvente hexano
{usando el rotoevaporador a 30 °C y presion 300 mmHg) hasta sequedad para
adicionar 70ul de diclorometano y 70l de TMS y poniendo a temperatura de
50°C durante 30 minutos. Para la segunda fraccién el proceso es simiiar, solo
varian las condiciones en el rotoevaporador a 40 °C y presion 200 mmHg.

3.2.4 Analisis cromatografico en el GC/MS

Como se menciond anteriormente, la cuantificacién de los HPA y los metaboliitos
se realiza por medio del andlisis cromatografico, para lo cual se cuenta con un
cromatografo de gases que tiene como detector un espectrometro de masas, serie
HP 6890 utilizando una columna capilar HP 5MS. el cua! ademas de separar los
compuestos analiticos permite identificar y constatar si efectivamente corresponde
al compuesto esperado.

3.3. Ensayo de factibilidad de bicdegradacion de HPA

Debido a la dificuitad que implica el manejo de suelos contaminados por
hidrocarburos como consecuencia de la actividad propia de la industria del
petréleo, no es recomendable utilizar éstos para realizar experimentos tendientes
a la evaluacién de cada unc de los factores que intervienen en la degradacién de
este tipo de contaminantes. Principalmente por que al trabajar con suelos poco
homogéneos ne es posible lograr la reproducibilidad de los experimentos, ya que
no existe un punto de referencia para realizar ia comparacion entre degradacién
abidtica y microbiologia, ademés de que este suelo tiene corno fuente de carbono
una cantidad inespecifica de compuestos.
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3.3.1 Caracterizacion del suelo experimental y seleccidn de HPA

Es por lo anteriormente mencionado gue se propuso el uso de un suelo
denominado IFA que inicialmente estuviera libre de HPA, asi como de otras
posibles fuentes de carbono. la caracterizacion del sueln IFA fue realizada
previamente por personal del institutc (IFA) donde se realizd este rabajo de
investigacion, estando ésta perfectamente caracterizada en la tabla 3.1, que se
muestra al inicio de este capitulo. Se puede observar que el contenido de arcilla es
de 28%, diferente a ios sueios mexicanos que fluctian entre un 8 a 14 %, esto
implica que el experimento fue sometido a una mayor adsorcién de los HPA en &
suelo, lo cual repercute en una menor bicdisponibiidad. Por lo que de resuitar
factible la biodegradacion bajo estas condiciones, se podria esperar que en un
suelo con menor adsorcién se obtendrén mejores resultados. Otros beneficios que
se obtienen al utilizar un suelo IFA son: la posibilidad de controtar la adicidn de los
contaminantes HPA, y aumentar la posibilidad de biodegradar los compuestos
presentes mediante la adicion de microorganismos.

Los HPA seleccionados para la fase experimental son: antraceno, criseno, y
dibenzo(a,hjantraceno, con dos, cuatro y cinco anillos respectivamente. Se sabe
Que el antraceno es biodegradable, y que el dibenzo(a,h)antraceno es
recalcitrante, ain en condiciones de biodisponibilidad (Ye et al,1996) éste se
agrega con el propdsito de utilizarle come estandar interno durante el analisis, ei
criseno es el HPA que estara en evaluacion, el que en trabajos previos se ha
reportado con biodegradacion de 50 a 70% en medio liquido y con resultados
minimos en suelo (kelley, Cernigiia,1995). Las caracteristicas fiscoguimicas de
estos HPA estan descritas previamente en la tabla 3.1a, al inicio de este capitulo.

3.3.2 Procedimiento experimental

Para realizar el estudio que permitiera determinar la factibilidad de la eliminacion
de los HPA del suelo por microorganismos fue necesario considerar, en lo posible
todos los fenémenos que se pudieran presentar durante la fase experimental,
como: Totocatdlisis, evaporacién, descomposicién térmica, o por el contrario, dada
la naturaleza de los HPA, se presentara una adsorcién tal que fuera imposible
retirarios del suelo. Por lo anterior y a efecto de corroborar que la degradacién que
se presentd fue atribuible Gnicamente a la accion de los microorganismos y no a
fendmenos abidticos, se plantearon tres experimentos simultaneos con las
caracteristicas indicadas en Ia tabla 3.2. De acuerdo con esto el tratamiento 1-
servira como testigo, y para determinar las posibles interferencias de los
compuestos organicos presentes inicialmente en el suelo. En el tratamiento 2 |a
adicién de azida de sodio servird para inhibir ia actividad microbiana y detectar la
degradacion abidtica que se pueda presentar y €l tratamiento 3: en el que se
observaré como se lleva acabo la degradacion microbiana de los HPA.
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Tabla 3.2 Caracteristicas de los experimentos realizados con suelo

TRATAMIENTO 1

TRATAMIENTC 2

TRATAMIENTO 3

suelo + indculo suela + HPA suelo +indculo + HPA
Suelo IFA 284.6241 284.6241 284 6241
adicionado
i Suelo seco (g) 250 250 250G
Concentra g adicionados
cidn final
ppm
500 ANTRACENC 0 125 125
500 CRISENO 0 125 125
50 DB(a,h)Antr 0 125 12.5
mk.
Solvente CHCh | 0 | 250 250
H;O (mL) 21.3258
Inbeulo  {Lodos {(g) 21.616 21.61§
Na-Azid (@) | 0 0,25 0

Figura 3.4 Diagrama de flujo de la primera etapa de trabajo
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En la figura 3.4 se presentan las diferentes actividades realizadas gue constan
principalmente de: a) contaminacion del suelo con HPA  b) inoculacién del suelo.
C) aplicacion de metodologia analitica (extraccion, acondicionamiento del extracto
“clean up®, fraccionamiento del extracto, sililizacion, andlisis en el cromatdgrafo de
gases con un detector espectrometro de masas).

3.3.3 Preparacion de las muestras de suelo experimental

El suelo fue previamente tamizado, permitiends solamente &l pasoc de pariiculas
menores a 2 mm, con el propdsito de eliminar raices ¥ hojas, asi como para
disgregar los agregados existentes, contar con un suelo homogénec y con
caracteristicas de textura adecuadas para la realizacion del estudio. En los
tratamientos 2 y 3 el suelo fue contaminado con las siguientes concentraciones de
HPA: 500 mg de criseno, 500 mg de antracenc y 50 mg dibenzo(a h)antraceno
por kilogramo de suelo seco. Para lograr esto, antes de agregar el “agua“ y los
microorganismos, se prepard una solucion de los tres HPA en concentracion iguai
a la que tendrian en el suelo. Como disolvente se utilizaron 250 mL de
diclorometano (CH2Cl,). Esta solucién se mezclé en un vaso de precipitados de 21
con la cantidad de suelo necesaria que correspondié a 250 g de suelo seco
manteniendo en agitacion y evaporando durante 72 horas en la campana de
seguridad. Posteriormente se agregé el indculo o la azida de sodio segun
correspondié. Una vez realizado lo anterior, se cubrio la parte exterior del vaso
cen papel estanio con el propésito de evitar la fotodegradacién. La temperatura se
mantuvo constante a 20 °C. La tabla 3.2 resume las caracteristicas de cada
experimento.

3.3.4 Control de humedad

Un parametro de suma importancia en ios estudios de biodegradacion que se
debe conocer y controlar a lo fargo del experimento, es el porcentaje de humedad
gue contiene el suelo. Por tal motivo, antes de inocular y/o contaminar el suelo
debe tomarse una muestra aproximadamente de 5 g de suelo con el que se va a
trabajar. Esa muestra se ¢sicca en el horno a una temperatura de 105 °C durante
un el tiempo suficiente para gue se evapore el agua gue contiene. Una vesz
realizado lo anterior, se pesa y por diferencia de pesos entre el inicial y el final, se
determina la cantidad de agua presente. Este tipo de andlisis debe hacerse er
muestras representativas y por triplicado a efecto de contar con resultados
confiables. Debe recordarse que del suelo bajo estudio ya se habia determinado
con anterioridad fa Maxima Capacidad de Retencién de Agua, MCRA, la cual fue
de 0.373 g de agua por gramo de suelo seco. Ademas se sabe gue para gue
ocurra la biodegradacién en el suelo, éste debe contar con aproximadamente un
60% como méximo respecto a la MCRA. En este caso el valor fue de 0,2238
gramos agua por gramo de suelo seco, el cual corresponde a un valor aceptable.
En consecuencia, se procedié a agregar agua hasta llegar al valor estipulado el
cual permanece constante a lo largo de todo el experimento (por fenémenos
naturales de evaporacion, {a cantidad de agua en el suelo disminuye). Por lo que
periddicamente se debe afiadir la cantidad necesaria para que la cantidad de agua
siempre sea constante. La forma de mantener la humedad del suelo a io largo del
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experimento, se pudo lograr a partir del controi constante del peso dei recipiente,
lo cual @ su vez se logra a través de |a adicion agua cuando asi se requiera. No
obstante, no es posible garantizar completamente que dicha agua adicionada
logre distribuirse homogéneamente en todo el suelo. Lo que puede llegar
ocasionar repercusiones indeseables en e experimento. Una forma de minimizar
este efecto indesaeble es mediante la adicién cuidadosa con un atomizador del
volumen de agua requerido para el control de la humedad.

3.3.5 Indeculo

Con respecto al inéculo incorporado al suelo bajc estudio, come se menciond con
anterioridad, procedié del lodo de una planta de fratamiento aerobio de aguas
residuales, se le determiné también la cantidad de agua inicial. Para elio, se tomd
una muestra de lodo de aproximadamente 100 mL y se deposité en un recipiente
a peso constante. Al igual que se hizo en la muestra de suelo, se procedis a la
evaporacion del agua mediante la elevacion de Ia temperatura en un horno a
105°C durante 12 horas, determinando por diferencia de pesc la cantidad de agua
que contiene. Asi, al momento de agregar el lodo (inGeulo microbiano) también se
incorporo humedad al suelo {o cual debe tomarse en cuenta para el calculo de Ia
humedad relativa deseada para los tratamiento 1 y 3. De manera similar, al
agregar la solucidén de azida de sodio al suelo del tratamiento 2, se agregd agua,
la cual fué considerada para el célculo del valer deseads. Er aste sentido ia
concentracion final deseada fue de 0.1% gramos de azida de sodio por gramo de
suelo seco.

3.4 Biodegradacion bajo condiciones controladas

Como siguiente etapa experimental se llevé a cabo la biodegradacion de HPA en
forma inducida, utilizando el mismo tipe de suelo que en la etapa anterior pero
manipulande parametros como pH y adicidén de nutrimentos especificamente la
relacién carbono nitrégeno, fosforo, con el propésito de favorecer las condiciones
de degradacién de los microorganismos. En esta etapa, la fase experimental
estuvo constituida por cuatro vasos de precipitados de 500 mL de suelo
inicizZimente sin contaminar, adicionando la cantidad necesaria de antraceno,
criseno y dibenzo(a,h)antraceno para lograr las concentraciones siguientes 500,
500 y 50 ppm respectivamente, de igual forma el porcentaje de humedad y el
indculo utilizado conforme al procedimiento descritc en la etapa anterior. En
cuanto a la adicion de los nutrimentos, se ha encontradoc en Ia literatura que une
de los parametros que influye en el desarrolio de los microorganismos es la
refacion molar entre carbono, nitrégeno y fésforo marcando como un optimo la
proporcion de 100:10:1 respectivamente. Por lo que antes de agregarios se debe
tomar en cuenta la cantidad de nutrimentos existentes en el sueio a emplear. Con
base en ésta se determina la cantidad de fésforo o nitrdgeno necesarios para
llegar a |a relacion éptima. Las condiciones particulares para cada experimento se
enmarcan en la tabla 3.3. El pH fue otro parametro que se manipuld con ¢! fin de
observar las variaciones que se pueden presentar para la biodegradacion, auln
cuando existen en el medio los nutrimentos adecuados. De manera general e
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planteamiento es el siguiente: en el tratamiento 5 a diferencia de los otros no se
adiciona nitrégenc con el propésito de observar cual es e aporte del fésforo en
comparacion con el nitrégeno al comparario con el tratamiento 6, los tratamientos
7y 8 son para observar las variaciones que se producen por un cambio de pH.
Las condiciones particulares de cada experimento se muestran en la tabla 3 3

Tabla 3.3 Condiciones experimentales en suelo para inducir
ia biodegradacion.

Tratamienio 5| Tratamiento 6] Tratamiento 7 Tratamiento 8
Suelo seco (g) 75 75 75 75
CH,Cl: ml 75 75 75 75

mg

Antraceno 375 375 375 375
Criseno h 375 37.5 375 37.5
Dibenzo(a,h) 375 3.75 375 3.75
antracenoc
Suelo () 82.38 82.38 82.38 8238
Adicién H.O 12.004 11.802 12.025 11.7086
g H-0O/g suelo 21.999 21,999 21.999 21,999
Seco
Relacidn
C:N:P 100:01:01 100:10:01 100:10:01 100:10:01
NO; mg 778.281 778.281 773.28125
POy mg 109.875 109.8758 109.875 109.875
pH 6.5 8.5 4.5 22
HCI 4.4 N (im}) 6
NaOH (g) 06
InGeulo (g) 12.00 12.00 12.00 12.00

Las actividades necesarias para secuencizr los HPA remanentes y de los
metabolitos que se forman durante la biodegraacidn inducida en cada uno de
estos experimentos, se realizardn conforme a e sefialado en & diagrama de flujo
de la figura 3.5. La metodologia de trabajo empleada fue similar a la planteada en
la etapa anterior, por io que de igual forma se tuvo primero que encontrar las
condiciones Gptimas del método antes de proceder al analisis de las muestras.
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Figura 3.5 Diagrama de fiujo de las actividades en la secuenciacion de Ia biodegradacién bajo condiciones
controladas

3.5 Toma de muestra

Los tres experimentos descritos para en la primera etapa, que se llevaron acabo
en vasos precipitados de 2 L cubiertos con papel estafio. Se obtuvieron muestras
periddicas de cada experimento. Después de cada toma, se les determing o pesc
total final del vaso, el cual debe ser constante entre las tomas de muestra Para
determinar en los tratamientos 1, 2 y 3 la concentracion remanente de los HPA, se
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tomardn aproximadamente muestras de 10 g de suelo de cada uno de los
recipientes que contenran el suelo experimental, los dias 0,4.8 16,32, 64, 90 y
132. En cada ocasién se registrd la cantidad de muestra que se retiré asi como el
nuevo peso del vaso contenedor, esto con el fin de mantener siempre constante ia
humedad del suelo agregando sélo la cantidad de agua requerida para compensar
la pérdida por evaporacidn, los valores obtenidos se muestran en la tabla 3.4

Tabla 3.4 Valores obtenidos de ios diferentes pesos de los contenedores de suelo
en ei ensayo de factibilidad de biodegradacion

Dia Peso suelo 1 Muestra 1 |Peso suelo 2 Muestra 2 'Peso suelo 3 Muestra 3
0 741,800 10,879 765,700 10,863 770,100 10,02¢
4 730,919 10,881 755,029 10,671 759,240 10,860
8 720,262 10,657 744 642 10,387 748,640 10,600
16 710,091 10,171 734,359 10,283 738,459 10,181
32 699 631 10,460 723,761 10,508 728,212 10,247
64 688,914 10,717 712,841 10,820 717,130 11,082
L 90 677,777 11,137 700,958 11,883 | 705,087 11,143
[ 132 687 .545 10.232 690.825 10.133 | 695.078 10.909

El mismo procedimiento se realizd para la toma de muestra en el ensayo de
biodegradacion inducida, perc en este caso las muestras fueron de
aproximadamente 5 g. y los dias de muestreo fueron 0, 5 8 16 y 33 tal como se
muestra en la tabla 3.5

Tabia 3.5 Valores obtenidos de los diferentes pesos de los contenedores de suelo
en el ensayo de induccién de biodegradacién

Dia Peso Muestra 5 |Peso Muestra® |Peso Muestra 7 iPeso Muestra 8
Sueio 5 Suelo 6 Suelo 7 Suelo 8
011888917 5489 |190.5904 5374 186.5004| 5.356 |187.8789| 5777
5/ 183.7817 | 5.110 |185.1594 5.440 181.4014| 5099 11828339 5.045
8/ 178.7517| 5.030 |180.0034 5.158 176.2414 | 5180 [177.4250! 5.408
16/ 1736317 | 5120 |174.7174] 5286 |170.9794| 5262 |172.2785| 5147
33 168.2287| 5.403 |169.4554 5.262 165.1854 | 5794 ‘167.2789§ 5.000

3.6 Estudio cinético de la deqradacion de antraceno y crisenoc

Con los datos que se cbtienen de ambas etapas experimentales es posibie
realizar el estudio cinético de la biodegradacion, mediante la utilizacién de un
método grafico denominado método del espejo, el cual consiste en obtener ia
pendiente en diferentes puntos de la curva de biodegradacion.

2.7 Manejo v disposicion de residuos

En este trabajo se procurd generar la menor cantidad de residuos, ya que al
trabajar con compuestos con alta toxicidad como los HPA no es facil su
disposicién y manejo dentro del laboratorio.
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Como se menciono anteriormente este frabajo se desarrolld en su fase
experimental en el {FA, ubicado en Austria, donde se contd con la infraestructura
necesaria para disponer en forma adecuada de los residuos generados. Es
importante sefialar que la manipulacién de los reactivos. disolventes y suelo
contaminado se hizo dentro de una campana de seguridad, sélo la extraccion se
llevé acabo fuera de la campana. Sin embargo el equipo de extraccion contaba
€on una campana para extraer 1o vapores que se generaran durante el proceso.
Durante toda ia fase experimental se trabajé con equipe de proteccién personal
adecuado {bata, ientes de seguridad, guantes desechables). Resaltando que se
usaba un nuevo par de guantes cada ocasién que se tenia acceso a la campanas;
de seguridad, con el propdsito de evitar la contaminacion fuera de la campana,
una vez que terminaba de trabajar en la campana de seguridad, los guantes que
habian sidc utilizados se disponian dentro de |a campana en el contenedor
correspondiente. El equipo y material fueron en su mayoria desechables, debido a
que es mas costoso econdmica y ambientalmente e} uso de disolventes para lavar
el material contaminado. Por esta razén dentro de la campana de seguridad se
dispuso de tres contenedores para residuos sdélidos: uno para cristaleria (pipetas
pasteur, viales y microviales), otro para guantes y papel, ofro para el suelo, silica
gel, oxido de aluminio, etc. Todos o recipientes contaban con tapa. En cuanto a
los disolventes utilizados, dentro de la campana de extraccion se colocd un frasco
con capacidad de 4 litros aproximadamente, en él se disponian los disolventes
organicos con HPA los que postericrmente se disponian en un contenedor de
mayor capacidad para finalmente mandarlos a incineracién. De igual forma,
periddicamente los residuos solidos de los contenedores de la campana de
seguridad, se depositaron un contenedor especial que se encontraba fuera de las
instalaciones, para posteriormente enviarlo a incineracién.

Como se menciond este procedimiento fue utilizado porque se contaba con la
infraestructura necesaria. Sin embargo, en paises como el nuestro, si bien no es
posible de implementar los mismos procedimientos, se debe procurar generar la
menor cantidad de residuos que tienen como Gnica alternativa de disposicién la
incineracion, ¢ en &l caso del suelo, la biodegradacion a largo tiempo.
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CAPITULGC 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.0 Resultados

Al secuenciar un procesc de biodegradacion de HPA en sueio, ia validez y
confiabilidad de los resultados dependen principalmente de contar con un método
analitico reproducibie. Aun mas cuando en éste se hacen innovaciones en alguna
de las etapas que lo conforman. Ei suelo es una matriz tan compleja, que aun
cuando se controlan en el ambito macroscdpico las variables asociadas a dicho
sistema come humedad temperatura, pH, etc., siempre existe la posibilidad que &
nivel microscopico el sistema presente caracteristicas diferentes. Lo cual influye
en procesos como adsorcion o desorcion de compuestos especificamente en el
proceso de extraccion. Por [o anterior se requirié de un severo control de cada una
de las variables del proceso para cuantificar los compuestos de interés, ya que la
minima variacién en éste podria adicionarse a los antes mencionados.

Por esto se deben analizar cada uno de los pasos en la secuencia de analisis
sefnalados, desde la toma de muestra hasta el andlisis cromatografico. La
optimizacion de algunos paréametros de estos pasos ya ha sido estudiados y se
encuentran descritos en el ANEXC 1. Por o que solo faltaba evaluar la eficiencia
en el procese de extraccién, el cual a diferencia de los pasos subsecuentes se
evalud con el tratamiento 2, ya que en éste se suprimié la accién microbiana y
resulta ideal para evaluar los efectos de remocién por factores abiéticos entre fos
gue se inciuye la extraccién.

Para el ensayo de factibilidad de degradacion de HPA, sin adicién de nutrimentos
ni cambio de pH, expuesto en el capitulo tres con los tres experimentcs paralslos.
Tratamiento 1 (Suelo + Indculo microbiano) sirve como blanco o referencia; el
tratamiento 2 (Suelo + HPA + Azida de sodic) es para observar los posibles
remociones de HPA por procesos abidticos y el tratamiento 3 (suelo +HPA +
Indculo microbiano) para observar ¢ fenémeno .de biodegradacion de los HPA.
Para llevar acabo el anélisis de lus compuestos de interés, el primer paso fue la
extraccion de los HPA como se sefala en &l capitulo anterior. Tomando muestras
en los intervalos establecidos de aproximadamente 10 g y obteniendo exiractos
por duplicado para cada uno de los ensayos. Una vez obienidas ias curvas patron
que permiten cuantificar los HPA mediante analisis cromatografico (anexo 2), se
procedid a analizar los extractos de las muestras de suefo.

El analisis cromatografico del suelo con indculo (tratamiento 1) sirvid como blanco
de referencia, ya que en el extracto del suelo ademsas de los HPA hay
compuestos organicos, acidos humicos y fulbicos que podrian causar interferencia
en la interpretacion de los resultados. Sin embargo, como se observa en la figura
4.1, los 3 HPA adicionados al suelo se logran diferenciar de los picos que
producen los otros compuestos presentes en el suelo.
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Figura 4.1 a la izquierda se muestra el cromatograma del suelo con inbculo (tratamiento 1Yyala
derecha el cromatograma del suelo con HPA y azida de sodio (tratamienio 2).

Como se describe en el anexo 2 para la cuantificacion de los HPA adicionados 3!
suelo, se elaboraron las curvas de calibracién con una solucién estandar de HPA.

Lo anterior permitié el céiculo de las respectivas concentraciones en los extractos
de los diferentes tratamientos de! suelo.

A la obtencion del extracto, denominado “crudo®, prosiguié el proceso de “Clean
up’ para obtener las dos fracciones y la cuantificacion correspondiente. Para
evaluar el proceso de fraccionamiento, antes de fraccionar los extractos del
tratamiento 3 se tomé una alicuota de 70 ui, para su andlisis cromatografico.
Asimismo se analizaron los correspondientes  extractos después de ser
fraccionados, con el propdsito de evaluar el proceso de fragmentacion, el cual se
flevé a cabo con un 85 porciento de eficiencia promedic como se muestra en la
tabla 4.1. Si bien no es la mejor eficiencia que se podria obtener, es aceptable.

Tabla 4.1 Porcentaje de recuperacion del fraccionamients de fos extractos {a) y (b}
del sueie con HPA e indculo {tratamiento 3).

Muestra/ |Antraceno |Criseno Dibenzo(a,h) | Muestra/ {£.ntraceno |Criseno Dibenzo(a,h)
Dia antraceno dia antraceno
{a) /0 81.45 78.92 78.09 {b} /10 79.35 76.81 80.95
(a) /4 72.14 59.43 62.81 {b) /4 71.84 72.01 7212
(a) /8 88.90 85.08 80.36 {b) /8 82.46 78.86 71.43
(a) 186 89.47 88.36 83.33 (b) /18 98.04 95.92 101.45
{a) /32 76.84 76.01 B3.62 (b) /32 72.24 74.05 77.26
{a) /64 81.07 66.58 55.25 (b} /64 86.99 83.98 70.33
(a) /80 86.76 87.63 86.19 {b) /80 98.56 84.51 89.70
(@)/132 95.48 98.57 99.59 (by/132 95.83 89.48 90.91
| promedio| 84.01 81.32 76.15 promediol 85.66 81.85 81.77
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Por ofro fado, todo este proceso arrojé una gran cantidad de datos registrados en
el anexo 2 que necesariamente fueron procesados y analizados antes de dar un
reporte final, lo cual se encuentra desarrollado en el anexo 3. Presentando a
continuacion ef resultado de este proceso de andlisis en cada uno de los
tratamientos.

4.1 Evaluacion de {a remocion de HPA en el suelc por fenémenos

abidticos {tratamiento 2).

La primera situacion que se observa es e comportamientc ondulatoric en las
muestras del suelo con azida de sodio (fratamiento 2), donde los datos que
corresponden al dia cero tienen valores inferiores a 500 ppm para criseno y
antraceno e inferiores a 50 ppm para dibenzo(a,h)antraceno, aumentando para el
dia cuatro y disminuyendo posteriormente, tal como se observa en |z figura 4.2.
Este comportamiento se observa también en los tratamientos 3,5 6 7vya8
Tambien se debe recordar que el suelo utilizado contenia una gran cantidad de
arcilla que hizo menos biodisponibles a los HPA
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Figura 4.2 Promiedio de los analisis cromatografico de los extractos del suelo con HPA y
azida de sodio (tratamiento 2).

Como se explicd anteriormente en este suelc no se registra actividad
microbiolégica por la adicién azida de sodio, por o que las variaciones gue se
presentan se deben a procesos abidticos. Se sabe también que los HPA no se
evaporan facilmente (tabla 3.1 a) y que por el contrario se adsorben fuertemente,
es por lo anterior que se puede garantizar que la concentracion en e suelo de
cada uno de los HPA permanece sin cambios. De forma gue los cambios que se
presenian en los resultados del analisis de los extractos se deben z factores
fisicoquimicos que se conjugan. Para poder entender lo que sucede se parte de
los resultados del extractc de la muestra del dia cero del tratamiento 2 de la cual
se conoce indudablemente la concentracidn de los HPA en el suelo. £l hecho de
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que el analisis cromatogréfico presente resultados diferentes se debe a que
durante el proceso de extraccion siempre queda un remanente en el suelo Io cual
se conoce como eficiencia de extraccidn, figuras 4.3 y 4.4

1.00 ,

£ Antraceno
0 .
| s Crisenc "

cs8o 0 Dbenzo(a,h)antraceno 1

0 4 8 18 90 dias

Figura 4.3 Eficiencia de extraccion en el suelo con HPA v azida de sodio {tratamiento 2} a

.B1Antraceno

g Criseno

[
[

1 Dibenzo(a, hyantraceno

o 4 8 16 20 dias

Figura A 4.4 Eficiencia de extraccion en el suelo con HPA y azida de sodio (tratamiento 2) b

Debido a la adsorcion que se establece entre los HPA y el suelo, generalmenie
ésta permanece constante. Sin embargo, en este caso se observa gue para las
muestras posteriores al dia cero, la eficiencia de extraccién fue variable. Esto se
debio principalmente a que aun cuando & nivel macroscopico se mantuvieron la
condiciones de humedad en el suelo, a nivel microscdpico fue necesario un cierio
tiempo para ltegar al equilibrio, es por esta razén que la eficiencia vario en forma
impredecible.

46



Capitulo 4

e

Se observa también que durante la extraccion soxlhet existe una selectividad del
disolvente utilizado (diclorometano) hacia cada uno de los HPA. Detectando una
relacion de proporcion entre el dibenzo(a h)antraceno vy los otros dos HPA, la cual
permanecio a lo largo del experimento, como se muestra en la figura4.5.
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Figura 4.5 Proporcién de estandar internc con antraceno y criseno en el suerlo con HPA y azida
de sodio (fratamiento 2).

Por otro iado al ser el dibenzo(a,h)antraceno un compuesto extremadamente
recalcitrante, sirvié como estandar interno para cuantificar los otros dos HPA. De
forma que a partir de las concentraciones de aniraceno y criseno reportadas se
puede calcular la concentracién en el suelo, al ser corregidas por un factor debido
a la eficiencia en la extraccion determinado por el porcentaje de
dibenzo(a,h)antraceno reportado y por la proporcion de este con los el antraceno
y criseno debida a la selectividad del disolvente en la extraccién tal como se
explica en el anexc 3.

Teniendo en cuenta esta forma de hacer ei calculo para obtener la concentracion
de los HPA en el suelo, se presentan a continuacion los resultados para evaluar la
eliminacion de HPA por procesos abidticos, tratamiento 2 en la figura 4.6. Se
observa que la eliminacion de los MPA después de 90 dias es practicamente nula,
para el antraceno, no asi para el criseno el cual musstra una retencion del 19% ia
que permanece constante hasta ios 90 dias, esto implica que los factores que
podrian provocar una remocion abidtica estéan controlados. Sin embargo, se debe
tener en cuenta que la una disminucidn que existe en los primeros dias, es productc
de los cambios fisicoquimicos de interaccién entre el suelo y los HPA antes de llegar
a un equilibrio. Por lo que durante los primeros dias, la adsorcion del suelo por los
HPA fue muy fuerte que aun con la extraccién no se permitid desorber en su
totalidad a los HPA. Estc debido a que en la forma como se realizaron los
experimentos se requiere de un ciertc tiempo para la completa difusién det agua en
los poros del suelo afectando de esta forma al equilibrio de interaccion adsorcion-
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para los ensayos posteriores, y ain cuando la maxima remocion registrada para el
casc de criseno no supera al 19% si explica las fluctuaciones que se presentan en
los primeros dias por efectos abidticos.
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Una vez evaluada la retencion por factores abiéticos se procede a corregir los

resultados ios suelos 3, 5, 6, 7 y 8, que se obtuvieron con ayuda del estandar
interno en ef anexo 3.

4.2 Estudio de facﬁhi!idad de bicdegradacién de antraceno ')
criseno (tratamiento 3)

En las figuras 4.7 a, b y ¢ se presentan los resultados tal y como surgen de! analisis
cromatogréfico de los extractos del suelo con HPA e indculo. En donde se observd
un comportamiento similar al que se presentd en el suelc con arids de sodio
(tratamiento 2), en cuanto a la oscilacion de la concentracién de los HPA. Igual que
en el tratamiento 2 al analizar ia eficiencia de extraccion se observa que hay una
correlacion entre los tres HPA. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurrido en el
suelc con azida de sodio, en suelo con HPA e indculo se observa que la correlacion
en la eficiencia de extraccién para el antraceno y criseno con respecto ai
dibenzo(a h)antraceno (esténdar interno) se presenta séio en los primeros 32 dias
figura 48. Se asume que la variacién del comportamiento en ia eficiencia de
extraccion después del dia 32 se debid a la biodegradacion, ai comparar los
resultados obtenidos con los del tratamiento 2. Sin embargo, en forma adicional, y
para garantizar que la degradacion de HPA es producto de la accion de los
microorganismos se determinaron las unidades formadoras de colonias (UFC) por
cuenta en piaca (siguiendo el procedimiento detallado en el anexc 4).
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Los resuitados promedic se presentan en Ia tabia 4.2. El andlisis microbioldgico soio
se considerd en forma cuantitativa v no cualitativa ya que éste fue objeto de un
trabajo paralelo a esta investigacion.
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Figura 4.7a Andlisis crematografico promedio de dibenzo(a, hjantraceno en ei tratamiento 3
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Figura 4.7 b Analisis cromatografico promedio de aniraceno en el tratamiento 3
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Figura 4.7¢ Andlisis cromatogréafico promedio de crisenc en el tratamiento 3

Tabla 4.2 Promedio de la cuenta en placa de UFC

Dia [ (UFC) en ¢l suelo con azida de sodic @ HPA (UFC) en el suele con HPA e indculo
{tratamienic 2) (tratamiento 3)
4 0 25+10
32 1 90+7
B4 0 223114
132 0 115¢12
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% Eficiencia de extracciéon
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Figura 4.8 Eficiencia de extraccion promedio en las muestras del suelo con HPA

& indeulo (tratamiento 3).

Asi, la determinacion de la concentracion de antraceno Yy criseno en el suelo para los
132 dias, se realizd corrigiendo los valores obtenidos del andlisis cromatografico por
un factor que fue determinado por la eficiencia de extraccion de! estandar interno yla
proporcion que mantiene con el antraceno o criseno en los primeros 32 dias (anexo
3). De esta forma se procedié a calcular ia concentracién de antraceno y crisenc en
suelo, se obtienen los resultados de la tabla 4.3, donde se analiza la factibilidad de
biodegradacion de los compuestos HPA La figura 4.9 muestra Ia remocion total de
los HPA, por lo que para observar cuales son por biodegradacién exclusivamente fue
necesario restar de los efectos por remocion abidtica.

Tabla 4.3 Concentracién promedio de antraceno y criseno en el tratamiento 3

DiatAntraceno Criseno
0 49077+ 2.59 504.03 + 3.80
4 463.53 ¢ 21.26 3068.76 + 17.23
8 516.90 £ 82.52 431.48 + 62.00
18 502.39 + 10.78 429.96 £ 8.18
32 421.70 £ 26.58 458.02 £ 35.63
64 227.32 £ 39.53 389.81 + 82.76
80 9574+ 5.78 269.76 + 36.87
132 1569+ 1.50 27144 & 3237
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Figura 4.9 Concentracion promedio de HPA en el tratamiento 3
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Figura 4.10 Evaluacién de biodegradacién de los HPA, en el suelo con HPA o indeulo
(tratamiento 3).

l.a remocion de HPA por microorganismos figura 4.10 se logra al restar a los datos
obtenidos en la tabia 4.3 los efectos de la retencién abidtica observados en la figura
4.6. Los resultados se presentan en la tabla 4.4, el célculo de porcentaje de
remocion se hace con respecio a la concentracion inicial tedrica de 500 ppm. Por
esta razdn algunos porcentajes de remocidn  son negativos. Encontrar
concentraciones superiores a las tedricas, se debe a que aun cuando a nivei
macroscopico el suelo se mantiene homogéneo, pueden existir zonas donde la
concentracion es un poco mas aita.
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Tablad.4. Cambios de concentracién en partes por millén, de antraceno, criseno y
dibenzo(a,h)antraceno, en &f suelo con HPA e indculo {tratamiento 3}.

Dias | Antraceno Criseno Dibenz(a,h) | % remocién | % remocion
antraceno | antraceno criseng

¢ 503.86 514 .08 50.00 0.00 000 |

4 430.56 483.04 50.00 2.64 6.04

8 509.71 516.55 50.00 -1.16 -0.48

16 497.84 508.80 50.00 1.20 1.03

32 421.7G 519.02 50.00 16.31 -0.96

84 22732 389.81 50.00 54.88 24 17

80 9574 269.76 50.00 81.00 47.53

132 15.69 271.44 50.00 96.89 47.20

Con esto se demostrd que la biodegradacion de compuestos clasificados como
recalcitrantes, pero también se observa que e ttempo para degradar estos
compuestos es relativamente largo, como el criseno disminuyd después de 130
dias de una concentracién inicial de 514 ppm a 271 ppm, o cual implica un 47%
de remocién. Los microcrganismos inicialmente atacan al antraceno flegando
practicamente a la remacion total, y de manera un poco mas lenta la del criseno.
En este experimento s6lo se obtuvieron datos hasta el dia 132 pero es posible que
si se prosiguiera por mas tiempo la eliminacion de criseno seria mayor.

4.3 Efecto de la adicidn de nutrimentos en la biodegrdacion de
HPA

Tal como se sefiald en él capitulo 3, una vez probada la factibilidad de
biodegradacién de un compuesto recaicitfrante como criseno, se procedié a
reaiizar un nuevo ensayc con el propdsito de analizar algunos de los factores que
pueden influir en la velocidad de degradacion. En este sentido, se prepararon
Cuatrs experimentos (tratamiento 5 a 8) similares al experimento realizadc con el
tratamiento 3, usando el mismo tipo de suelo y contaminado por igual con 500
ppm de antraceno, 500 ppm de criseno v 50 ppm de dibenzo(a,h)antraceno al
cual se adicionarén nutrimentos (nitrogeno o fésforo) v cambio de pH. Los
experimentos se ilevaron a cabo de acuerdo con las condiciones indicadas en la
tabla 4.5,

Tabla 4.5 Condiciones experimentales establecidas para la evaluacién en suelo de
la biodegradacidn de HPA

Tipo de suelo*/Condiciones | pH (unidades) | Relacion de nutrimentos
experimentales

Tratamiento 5 8.5 Carbono:fésforo, 100:1

Tratamiento 6 6.5 Carbono:nitrégeno:fosforo, 100:10:1
Tratamniento 7 4.2 Carbono:nitrégeno:fésforo, 100:10:1
Tratamiento 8 9.2 Carbono:nitrégeno:fésfore, 100:10:1
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4.4 Efecto de la adicién de fosfatos relacion C:P 100:1

En el tratamiento 5 se puede observar como afecta a la biodegradacién de
antraceno y criseno la adicion de fosfatos en la relacién C:P 100: 1 manteniendo el
pH en €.5, en la tabla 4.6 se muestran los resultados:

Tabla 4.6. Valores obtenidos, en partes por milién, de las muestras procedentes del
suele con refacién carbono: fésforo 100: 1 y pH=6.5 {tratamiento 5).

Anfracenc Criseno Dibenzo(a,h)|% remocion |% remocién

Dia antracenc jAniracenc [Crisenc

0 48032 505.85 50.00 0.14 -1.1¢

) 458.05 484,90 50.00 8.19 3.02

8 311.96 431.16 50.00 37861 13.77

16 321.48 413.26 50.00 35.70 17.35

32 276.8% 402.14 50.00 44 62 19.57
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Fig 4.11 Biodegradacién de HPA en e! suelo con relacién C:P 160:1 {tratamiento 5), corregido por
factores abifticos
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4.5 Adicion de nitrégeno v fésforo relacién C:N:P 106:16:1

En el tratamiento 6 se adicioné una solucion de nitratos-amonio y fosfatos para
mantener en el suelo la relacion C:N:P 100:10:1, los resultados de la
biodegradacién se muestran en la tabla 4.7.

Tabia 4.7. Valores obtenidos, en partes por milién, de fas muestras procedentes del

suelo con relacidn carbono: nitrégenc : fésforo 400 - 10 : 1 {tratamiento 6)

Antraceno Criseno Dibenzo(a,h)|% remocién % remocidn
Diza antracenc |Anfraceno [Criseno
500.32 495 80 5G.00 -0.06 084
5 497.78 508.54 50.00 0.44 -1.71
8 447 .28 493.92 50.00 10.54 1.22
16 253.09 312.94 50.00 4938 37.41
32 23590 306.64 50.00 52.82 38.07
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Fig 4.12 Biodegradacién de HPA en el suelo con relacién C:N:P 100:10°1 {tratamiento 6)

Los resultados obtenidos en los suelos donde se adicionaron nitrégenc ylo fosforo
(tratamientos 5 y 6), indican que con la adicidn de estos nutrimentos al suelo,
denirc de los intervalos empleados, es posible reducir el tiempo de biodegradacion
del criseno. Sin embargo fa mayor remocién de criseno se logré con la relacidon
C:N:P 100:10:1. Es importante hacer notar gue la diferencia de adicion de
nitrogenc y fésforc con adicionar solo fsforo, se refleja en una mayor la
eliminacién de criseno cuando se agregan ambos nutrimentos. Sin embargo, ia
concentracion de criseno remanente al agregar solo fasforo resulta menor que ia

que se logra, para el mismo tiempo, en el suelo donde no se agregaron
nutrimentos.
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4.6 Efectos de cambio de pH en suelc manteniendo la relacion
C:N:P 100:10:1

En el tratamiento 7 el pH se ajusté a 4.2 unidades mediante la adicion de acido
e p

clorhidrico, mientras que para el tratamiento 8, se empled hidréxide de sodio para

obtener un pH inicial de 8.2 unidades. Cabe resaitar que para ios experimentos
seflalados se agjusta la relacion C:N:P 100:10:1, asimismo el suelo se acondiciond
y manipuld de forma similar a lo realizado en el tratamiento 3 en cuantc a
numedad, manejo de muestras y la extraccion.

e

Tabla 4.8. Valores obtenidos, en partes por milidn, de las muestras procedentes del

suelo con relacion C:N:P 100:10:1, pH=4.2 (tratamiento 7).

Anfraceno Crisenc | Dibenzo{a,h}{% remocion [% remocién
Dia . antraceno jAntracenc |Criseno
49518 499 .56 50.00 0.96 0.09
5 51117 500.79 50.00 -2.23 -0.16
8 486.14 440.31 50.00 2.77 11.94
16 464.07 462 42 50.00 7.19 7.52

Tabla 4.9. Valores obtenides, en partes por milién, de las muestras procedentes del
suelo con relacién CIN:P 100:10:1, pH=9.2 {iratamiento 8).

Antraceno Criseno Dibenzo(a,h)|% remocion [% remocicn
Dia antraceno |Antracene [Crisenc
2 49774 502.5¢ 50.00 0.45 -0.52
5 49010 499.11 50.00 1.88 0.18
8 508.36 497 52 50.00 -1.67 0.50

En los resultados de las tablas 4.8 v 4.9 se observa que para en ef tratamiento 8,
aun cuando sélo se cuenta con tres puntos analizados, es claro que se origind fa
inhibicion de la degradacion en comparacion con los resultados obtenidos para los
tratamientos 5 y 6 donde a los 8 dias ya existia remocidn. En el suelo que esta en
un medic acido, se observa una menor inhibicién (figura 4.9), la cual en su fase
inicial de adaptacion, si bien resulta méas lenta que cuando se agrega nitrdgeno y
fosforo a pH=4.2 (tratamiento 6). Los valores de degradacion a los 15 dias indican
una remocion del 8%. Por este motivo, es posible suponer que la degradacién, en
medio acide, sea por medic de hongos tal como se reporta en los trabajos
realizados por Hammel et. al, (1992) o un consorcio microbiano diferente a la que
se presenta en el suelo con pH=6.5, lo cual se constatd mediante los respectivos
analisis microbiolégicos, con la metodologia sefialada en el anexo 4.
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Fig 4.13 Biodegradacion de HPA en el suelo con relacion C:N:P 106:16:1 pH=4.2
{tratamiento 7)
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Fig 4,14 Biodegradacion de HPA en e! con relacion C:N:P 100:10:1 pH=9.2 (iratamiento 8)

Adicionalmente, a la cuantificacion de crisenc y aniracenc se realizd ia cuenta en
placa de unidades formadoras de colonias (UFC), siguiendo la metodologia que se
describe en el anexo 4. La prueba se realizé para los tratamientos 5, 8, 7, 8
tomando en cada caso una Gnica muestra el dia 32. Obteniendo los siguientes
resultados: 40, 68, *0 y 0 UFC para los tratamientos 5, 8, 7 y 8 respectivamente.

*Cracimientc de hongos
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4.7 Estudio cinético de ia biodegradacién de antraceno y criseno

Para analizar como influyen los nutrimentos adicionados en Ia biodegradacion del
antraceno y criseno se hace el estudio cinético, utilizando los datos obtenidos para
la remocidn de los substratos (HPA) en ios tratamientos 3, 5 v 6. Se caleula ia

rapidez de remocion de los substratos (HPA) r = [mg HPA/Kg de suelo/dial con
base en el método tradicional de calculo cinético, conocido como método del
espejo Los resultados obtenidos se presentan en las tablas 4.10 2 412 con los
que se elaboran las figuras 4.15, 4.16 y 4.17

Tabla 410 Estudio Tabla 4.11 Estudio Tabia 4.12 Estudio
cinético en et suelo sin cinético en el suslo cinético en el suelo
adicion de nutrimentos con relacién C:P 100:1 con vrelacidn C:P:N
{tratamiento 3). = [mg {tratamiento 5). 7= [mg 100:10:1  (tratamiento
HPA/Kkg de suelo/dial. HPAfkg de suelo/dia]. 6). r = [mg HPA/kg de
: sueic/dial.
dias r r dias r r ]
Anfraceno ' Criseno Antraceno | Criseno dias r r
0 3.33 7.76 0 8.05 421 Anfracenc | Criseno
2 333 7.76 25 8.05 421 o 0.81 0.01
6 -4.79 -8.38 6.5 49.03 17.91 2.5 0.51 0.01
12 1.48 0.97 12 1.49 2.24 6.5 16.83 4.87
24 476 -0.64 24 278 8.70 12 24.27 22.82
48 6.67 4.04 24 1.07 0.21
72 822 7.50
106 1.54 -0.03

4.7.1 Estudio cinético del tratamiento 3

Cuando no se agrega nitrégeno o fdsforo al suelo v las concentraciones de
nutrimentos son minimas (tratamiento 3), la biodegradacién ¢e entraceno es casi

total, como s H—5i FQO, P S Oriseno SOl Se
logra llegar ai 47 % de remocién. El estudio cinético revela gue ia degradacion de
antraceno empieza a los 16 dias con una velocidad de cambio de r=1.48 fmg
HPA/kg de suelo/dia] que sigue ascendente hasta obtener un méaximo r= 8.22 en
el dia 72. Esto implica que antes que degradar al criseno, los microorganismos
utilizan el antraceno como fuente de carbono y posteriormente al criseno.

Para el criseno se observa que la degradaciéon comienza después del dia 32 con
una velocidad de cambic menor valor que la del antraceno ilegando a un maximo
de r=7.5 [mg HPA/kg de suelo/dia] el dia 72 al igual gue el antraceno pero con un
valor menor. Después de este méximo en la velocidad de cambio, la concentracion
de criseno se mantiene constante. Probablemente por la formacion de aigun
metabolito de la degradacion que puede ser més toxico que el mismo crisenc
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(Rodriguez ,1998), o también porque la cantidad de nutrimentos ya no es
suficiente para lograr la transformacién.
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Fig 4.15 Cinética de biodegradacién de antraceno ¥ criseno en el tratamiento 3

4.7.2 Cinética de degradacion de HPA en suelos con adicién de
nutrimentos (tratamientos 5 y 6)

Con {a adicién de nutrimentos el primer cambio que se cbserva es la disminucién
en el tiempo de degradacion. Sin embargo, a! analizar detalladamente como
influyé cada uno de ios nutrimentos agregados se pueden observar cambios
importantes asi para la figura 4.12 donde se muestra los efectos por adicién de

ol RaTal

fosfato en relacion C:P 100:1 (tratamiento 5).
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Fig 4.16 Estudio cinético de biodegradacion de antraceno y criseno, con una refacién de C:P 100:1
{tratamienio 5).
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Se puede observar que la degradacion de antraceno comienza el dia 3 mostrando
una velocidad de degradacién maxima (r =49.3) a los 7 dias aproximadamente
para disminuir practicamente a cero el dia 12, Para el criseno se da un
comportamiento similar al antracenc pero en menor proporcién en cuanto al valor
maximo de velocidad de degradacién (r= 17.9). pero se logran velocidades de
cambio mayores a las obtenidas en el suelo donde no se agregaron nutrimentos,
para el mismo periodo.
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Figura 4.17 estudio cinético de ia biodegradacién de antraceno y criseno con la
relacion C:N:P 100: 10:1 (ratamiento 8).

En el estudio cinético del suele con relacién de C:N:P 100:10-1 (tratamiento 6), se
puede observar que agregar nitrégeno y fosforo al medio no sélo produce un
aumento subito en la velocidad de cambio de remocion de los HPA como en el
caso anterior, como se observa en la figura 4.17. En este caso se observa que el
valor de la velocidad de degradacién para antraceno y criseno es practicamente la
misma (r= 2427 y 2262) respectivamente, aunque cabe resaltar que la
degradacién de criseno comienza 3 dias después que la dei antraceno.

4.8 Discusion de resultados

De los resultados de la fase experimental se puede resaltar lo siguiente: se
comprobd la factibilidad de degradacion de antraceno y criseno. Se observa que
la adicidén de nutrimentos favorece la degradacion de antraceno y criseno. E! pH
influye determinantemente en la bicdegradacién, a pH= 9.0 no hay degradacion y
a pH= 4.2 existe un cambic en la velocidad de degradacion. Si bien, fue posibie
detectar la factibilidad de la degradacion de antraceno y criseno en el suelo donde
no se agrego nutrimentos, se debe resaltar gue el antraceno fue transformado casi
en su totalidad, no asi el criseno del cual solo se logro degradar un maximo de 47
%. Por lo que se puede observar en Ia figura 4.10, la degradacion del crisenc en
un suelo sin adicionar nutrimentos, comienza cuando ha sido removido un 50 %
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del antraceno. Lo anterior se podria explicar al considerar que cuando la fuente de
carbono mas asequible disminuye en su concentracidn los microorganismos
comienzan un proceso de cambio para asimilar otra fuente de carbono disponibie.
Aun cuando esto implique mas dificil degradacion, como es el caso del criseno.
También se debe considerar que una vez que se termina la degradacién del
antraceno, la degradacion de criseno aparentemente se detiene, lo que podria
deberse a que la biodegradacion del criseno ocurre por una especie de
cometabolismo  en e cual con los metabolitos que se generan durante Ia
degradacién de antracenc se facilits ia degradacion de criseno (Atias, 1997). Para
esclarecer esta situacion es necesario la realizacién de futuras investigaciones en
las cuales se haga un seguimiento detallade de los metabolitos generados durante
la degradacion. Tomando en cuenta el método analitico que se ha desarrollado.

Por otro lado, el estudio microbioldgico por cuenta en placa de unidades
formadoras de colonias (UFC), junto con la evaluacién de la remocion por factores
abidticos, permitid obtener los elementos necesarios para atribuir a eliminacién de
antraceno y criseno a factores bioldgicos. De aqui que fuluras investigaciones se
deben enfocar al seguimiento que permita identificar los microorganismos que se
forman en cada etapa de la biodegradacién. De acuerdo con la cinética de
degradacién observada en el suelo sin adicién de nutrimentos (tratamiento 3); la
méxima velocidad de degradacién para el criseno fue cuando la velocidad de
degradacién de antraceno alcanzé su valor maximo. En cuanto a i0s efectos
favorables que se observan cuando se adiciona al suelo nitrégeno y fésforo, se
deben principalmente a que al estar en una mayor concentracion y disponibilidad
que en el tratamiento 3, los microorganismos encuentran mejores condiciones
pueden lievar acabo sus funciones metabdlicas (Leviny Gealt, 1997).

En los experimentos de degradacidn de antraceno y criseno en suelo, con el
tratamiento 5 agregando solamente fosforo y con el tratamiento 6 agregando
fosforo y nitrégenc, se debe recordar qué furicion principal cumple cada uno de
éstos nutrimentos en la célula. También se sabe gue los organismos obtienen
cantidades muy diferentes de ATP del catabclismo de la misma fuente de
energia. Estas diferencias importantes de energia se reflejan en la produccion de
células, ya que el rendimiento de las células es directamente proporcional a la
cantidad producida de ATP (Baker y Herson, 1994) (para Ic cual es necesario que
el fésforo este presente y disponibie en el suelo). Esto implica que al aumentar la
cantidad de fosforo en el suelo y dado que el proceso de biodegradacion es
aerobio, se favorece la formacion de ATP por lo que se dispara el cracimiento de
microorganismos a diferencia de lo ocurrido en el tratamientc 3 donde los
microorganismos crecen muy lentamente. EI crecimiento  subito de
microorganismes que se observa en el tratamiento 5. Si bien, permite degradar en
un tiempo mas corto a los hidrocarburos, también conlieva a que ia remocion se
detenga de forma subita después def dia 8 {figura 4.16), quedando un remanente
de antraceno a diferencia de! suelo sin adicion de nutrimentos (tratamiento 3),
donde habia sido degradada casi en su totalidad. En cuanto ai criseno sucede una
cosa similar aunque en este caso al comparario con lo ocurrido con el tratamiento
3 se observa que el porcentaje de remocién se alcanza en menos de la mitad del
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tiempo. La correlacion del nitrdgeno en el desarrolio celular, si bien no contribuye
de igual manera que el fésforo en la generacion de energia, es de suma
impertancia para la produccién de aminoacidos y &cidos nucleicos (Brock y
Madigan, 1993).

En cuanto a los diferentes efectos que se observan en e suelo con ia relacion
C:N:P 100:10:1 {figura 4.12) con la relacion C:P 100:1, la remocién de criseno es
mayor en la primera. Sin embargo en ambos casos la degradacidn de antraceno
se detiene. El estudio de cinética de degradacion muestra que en este casc la
degradacién del criseno se logra con una velocidad casi igual a la que se aicanza
para el antraceno. Lo cual implica que no sdlo ocurre la degradacion de ia fuente
de carbone sino que también hay crecimiento de microorganismos. Sin embargo,
es probable que la inhibicidn de crecimiento, se deba a la presencia de algun
metabolito que se forma durante la degradacion. Lo anterior implica que cuando
no se agregan nutrimentos al suelo los microorganismos requieren de mas tiempo
para adaptarse y empezar a metabolizar, por lo que inicialmente se degrada el
compuesto con mayor biodisponibilidad (antracens), y a medida que éste se
consume se comienza a utilizar, toma como fuente de carbono el de menor
biodisponibilidad (criseno), el cual es menocs asequible debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas y a la adsorcién del suelo. No obstante, aun cuando
s¢ supone que los microorganismos siguen rutas metabdlicas similares  al
degradar un compuesto con mas anillcs, se llegan a formar metabolitos que
inhiben la degradacion (Rodriguez, 1998).
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Una vez terminada la fase experimental y que se han discutido 10s resultados se
puede concluir que: la hipotesis planteada, en el capitulo 2 se cumpliid. Ya que
queda demostrado que es factible la degradacién en suelo del criseno, que se
consideraba recalcifrants.

Se debe resaltar que para lograr consolidar la hipdtesis planteada fue necesario,
en primera instancia, la cuantificacién de los HPA en una matriz compleja, como el
suelo Lo gue fue posible una vez determinadas las condiciones que permitan
hacer reproducible el analisis, utilizando estandares internos en cada etapa dei
analisis, con lo que se logra ademés optimizar los recursos existentes.

Del experimento planteado para observar la biodegradacion por factores abidticos
de los HPA, agregando como inhibidor de la accion microbiana azida de sodio
(suelo con tratamiento 2), se observa que un factor determinante para la
biodisponibilidad de los HPA, es la adsorcién del suelo por las hidrocarburos, Lo
cual quedo demostrade por las diferencias de eficiencia de extraccién durante la
fase experimental. Considerando que si no es posible desorber mediante la
extraccion soxhlet los HPA del suelo, dificiimente estos estaran biodisponibles
para los microorganismos.

Respecto a la factibilidad de biodegradacion de antraceno y crisenc: en e suelo
donde la Unica fuente disponible de carbono fueron los HPA y sin adicién de
nutrimentos (tratamiento 3) se observo la degradacion de antraceno en un 98% y
criseno en un 42%, en 132 dias.

La adicion de nutrimentos (nitrbgeno vy fosforo) al suelo favorece la
biodegradacion, observando una reduccidon en el tiempo de degradacion en
comparacion con el suelo donde no se adicionan nutrimentos. Sin embargo solo
se logra degradar el 50 % de antraceno y el 40 % de criseno. Lo que posiblemente
se debe a que durante la degradacién del criseno se formen metabolitos que
inhiban a los microorganismos. Asimismo, el pH influyo determinadamente en la
biodegradacion, a& pH=9 no hay degradacién y a pH=4.2 existe un cambio en la
velocidad de degradacion, debido probablemente a un cambio de flora microbiana
del suelo, ya que a este pH se propicia el desarrolio de hongos.
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Anexo |

ANEXO 1. DESCRIPCION DETALLADA DEL METODO
ANALITICO MONTADOC

A 1.1 Desarrolio del método

Como se menciond anteriormente, el objetivo principal de la investigacién es
comprobar la factibilidad de degradacion de los HPA en suelo, de acuerdo al
protocolo descrito, para lo cual, es necesario contar con un método analitico que
permita hacer un seguimiento del sustrato que sirve como fuente de carbono
(HPA), asi como los posibles metabolitos de Ia biodegradacion que se forman,
para esto, una muestra de suelo se manipula y somete 2 una serie de etapas ©
procedimientos de acondicionamiento que permiten aislar los compuestos de
interés  para su andlisis y cuantificacion, cada una de estas etapas de
acondicionamiento. estdn descritas como normas o métodos analiticos. En
investigaciones de biodegradacién consultadas previamente, se observa que, la
validez de los resultados se sustentd en la un metodologia analitica validada y
probada, tomande como referencia las normas establecidas por la EPA, o alguna
otra organizacion internacional. Sin embargo no siempre es posible aplicar estas
en su totalidad como han sido descritas, por diferentes causas, como el no contar
con la infraestructura necesaria, o el hecho de que estos métodos usan grandes
volumenes de reactivos, lo cual genera una gran cantidad de residuos, que
muchas veces no pueden ser tratados en forma adecuada.

Es por lo anterior, que un propdsitc adicional de este trabajo es desarroliar una
metodoiogia que permita llevar a cabo el seguimiento de los compuestos de
interés de una forma reproducible y confiable pero generando {a minima cantidagd
de residuos y al mismo tiempo poder analizar una mavyor cantidad de muestras al
menor costo. Esto no implicé que los métodos propuestos no fueran tomados en
cuenta, por el contrario estos sirvieron como referencia general y a partir de estos
se hacen las adecuaciones necesarias para cumplir con lo estipulado. Ademas
hay que contemplar, que si bien, este método garé utilizado en primera instancia
para la investigacion de biorremediacién planiezda, también debe servir para
investigaciones posteriores en donde ias condicionss de biodegradacién impliquen
trabajar con un mayor numero de compuestos que analizar, como es el caso de
experimentos de biorremediacion en condiciones reales y no tan solo para
experimentos con condiciones controladas.

Secuenciar un proceso de biorremediacion implica conocer cual es la variacion de
los contaminantes (HPA) y los metabolitos formados presentes en el suelo, y para
esto tienen que ser separados del suelo mediante el método de extraccion liquida,
pasando asi de una fase sélida a una fase liquida, pero en la extraccién se
aislaron junto con los HPA vy los metabolitos otro compuesics organicos gue
compenen al suelo. Aln cuando es posible cuantificar los compuestos de interés
con equipos analisis sofisticados, como un cromatégrafo de gases con detector de
espectroscopia de masas (CG/MS), el cual es capaz de separar e identificar cada
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uno de [os compuestos presentes, no siempre es posible contar con este equipo
0, en ocasiones el extracto contiene una gran cantidad de compuestos dificiles de
separar, lo cual implica largas tiempos de analisis o bien que aigunos de estos
compuestos no sean excluidos de la columna cromatogréfica con fo que el tiempo
de vida de ésta disminuye, por esta razén se propone un proceso de limpieza del
extracto denominado “Clean up’, este procesoc no es offa cosa que una
cromatografia previa, la cual permitird un fraccionamiento o separacion de
compuestos presentes en ia muestra de acuerdo con su polaridad y de esta forma
realizar con mayor facilidad el andlisis. Asi los exiractos obtenidos se depositaron
dentro de una columna cromatogréfica en la cual los compuestos son adsorbidos
en un material sdlido con caracteristicas quimicas que permiten formar eniaces
polares, y sacar o eluir los compuestos de interés. Se agregd un solvente de
acuerdo al caracter polar del compuesto que se quiera eluir, saliendo primero los
compuestos menos polares (HPA) y después los més polares (posibles
metabolitos). Pero generalmente en lIas investigaciones de biodegradacion
revisadas solo se eluye la fraccion que contiene a los HPA, haciendo el
seguimiento sélo por la desaparicién de estos. Dejande dentrc de la columna los
compuestos polares entre los que se incluye los posibles metabolitos los cuales
proporcionan informacion adicional. Una posible explicacion de por gue no se
eluyen, es el hecho de que en ocasiones los metabolitos gue se forman tienen
caracteristicas fisicoquimicas que no permiten eluir con facilidad los compuestos.
Lo cual implica aumentar el numero de fracciones y por ende un costo adicional y
tiempo, ademas de que el andlisis por cromatografia de gases de los compuestos
polares, que generalmente tienen bajo punto de ebullicion, imptlica el uso de una
reaccion quimica de derivatizacion, la cual forma un derivado que si puede ser
analizado, elic implica una etapa mas en el proceso de analisis.

Con todo lo expuesto hasta el momento se pudo exprasar que no es fac la
elaboracién de un método analitico, sobre todo considerando que la modificacion
de los métodos que ya han sido validados. Por lo que se debid encontrar nuevas
condiciones que permitan realizar el analisis en forma confiable y reproducible
para cada una de las etapas que constituyen el método anaiitico. Por esta razén
se designo todo un capitulo para encontrar las condiciones Sulimas de cada una
de las etapas que se enuncian a continuacion:

a) Concentracidn del extracto (evaporacion)

b} Fraccionamiento, limpieza “clean up’.

c) Concentracion de las fracciones {(evaporacion)
d) Reaccion de derivatizacion (sililizacion)

e) Andlisis en el CG/MS

Estas son las etapas minimas necesarias para lograr el analisis, y exceptuanda el
proceso de extraccion, en las etapas restantes se evaluaran las condiciones y los
parametros de trabajo hasta encontrar las 6ptimas. Mediante la cuantificacion de
un estandar elaborado en cada una de estas etapas.
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El hecho de que se excluya de este proceso de optimizacion al proceso de
extraccion se debe a que éste se evalla al cuantificar los extractos de las
muestras de suelo de cada uno de los experimentos. En Ia figura A 1.1 se explica

en forma general un diagrama de flujo con los pasos a evaluar de esta
metodologia.

Ensayos con

Soiucione;-; Estandar

Estandar ‘ Estandar
i HPA 4 3HPA -
1 metaboiito’ : 7 posibles metabolitos

METODO CLEAN UP
Seleccitn det Absorbente:

Oxido de aluminio.
© Silica gel

Evéparaciéﬁ"
Reduccién de Volumen

b
Silitizacién
Estabilizacion

s dar o
COMPUEsos

termolahiles

Andalisis cromatografice.
GoMS

fig. A 1.1 Diagrama de flujo para el método analitico propuesto

El diagrama de flujo es una propuesta de los pascs a seguir para el método
analitico, v aun cuando el andlisis cromatografico es la conclusion de este, la
optimizacion de cada uno de ellos debe comenzar en sentido contrario al flujo.
Para esto se utilizan muestras estandares preparadas en el mismo laboratorio,
con las gue se determina el porcentaje de recuperacion en cada etapa del
proceso, es necesario recalcar que no es posible trabajar con una muestra de
extracto sin antes haber optimizado cada unc de los pasos del proceso analitico
con una muestra estandar conocida.
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A 1.2 Analisis en el GC/MS

Como se mencioné anteriormente para llevara acabo la optimizacién del método
se comienza por ¢l final del proceso, en este caso el andlisis cromatografico, para
lo cual se cuenta con un cromatdgrafo de gases que tiene como detector un
espectrémetro de masas serie HP 6890 utilizandc una coiumna capilar HP 5MS,
el cual ademéas de separar los compuestos analiticos permite identificar y
constatar si efectivamente corresponde al compuesto esperado. Es posible
observar la respuesta del equipo a diferentes concentraciones de los HPA
inyectando la muestra directamente al cromatografo, sin embargo esto no es
posible para los metabolites que se forman durante |a biodegradacién de ios HPA
ya que son compuestos gue con un aumento de temperatura su estructura cambia
0 se destruye, es el caso de los grupos carboxilo, aldehidos o hidréxido (COOH,
CHO y OH) unidos a un grupo aromatico, de modo que para poder ser detectados
en el cromatégrafo de gases, es necesario protegerlos de una posible
descomposicion en el momento en que son inyectados en el cromatdgrafo, y una
forma de protegerlos es mediante ia reaccién de sililizacién, segun se establece en
los tfrabajos de Wischmann,(1996).

A 1.3 Sililizacién

La reaccién de sililizacion es una reaccién guimica en la cual se agrega un grupo
trimetil silicato al metabolitc en la posicion del hidrogeno que esta unido al grupo
carboxilo o hidroxilo. Esto implica que el disolvente no debe contener inguno de
estos grupos y de preferencia debe ser no polar como hexano o diclorometano,
tambien debe tomarse en cuenta que el reactivo sililizante ademas de costoso es
téxico, por lo que se aconseja trabajar con microlitros, en microviales los cuales
tienen una capacidad maxima de 200 uL. NOTA: preferentemente se debe trabajar
dentro de una campana de extraccion.

La optimizacién de esta etapa comienza con la preparacion del estandar de un
posible metabolito (acido 1 hidroxi naftoico) en diclorometano. En microviales se
depositan diferentes cantidades del estandar preparado utilizando una jeringa de
100 uL, para agregar después diferentes cantidades del agente sililizante, con el
proposito de realizar los ensayos necesarios que permitan estabiecer para la
relacidn mas adecuada de reactivo sililizante a una cantidad de estandar del
posible metabolito, asi como la temperatura éptima para llevar acabo la reaccién.
Por razones practicas y para poder trabajar con Ia mayor capacidad que permite el
microvial se toman 70 pl de estandar y se varia la cantidad de agente sililizante,
se encontrd que ia relacion 1:1 es la que brinda mejor resultados. Ademas de |a
relacion entre estandar y agente sililizante se tienen dos parametros mas por
definir, el tiempe minimo de reaccién vy la temperatura de reaccidn. De esta forma
se dispone de 6 microviales con 70 uL de estandar y 70 rl de agente sililizante,
tres de los cuales tendran un tiempo de reaccién de 15 minutos y los tres restantes
60 minutos en ambos casos se proponen las siguientes temperaturas 20, 50 y
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100 °C de reaccién, con lo que se obtienen los siguientes resuitados,
correspondientes al area del pico cromatografico. Los resultados se observan en
latabla A 3.1.

Tabla A 3.1. Ensayc de sililizacién de una
solucion estandar de acido 1 hidréxi naftdico

15 min 80 min
20C 8100000
50C 8100000
1060 C 6900000
20C 68300000
50 C 5900000
100 C 8700000

BOX10° g e e o Lo .

70 x10°
;‘15 min
B 80 min

80 x10°
50 x10°
40x10°
30xt0°
20 x10°

10x10°

area

2C KNC esje

de reaccion

En la figura A 1.3, no existe un cambio significativo en el tiempo de reaccisn, en
cuanto a la temperatura de reaccion a 100 °C hay un aumento no muy significativo
con respecto a la respuesta obtenida para 20 °C, sin embargo la temperatura
seleccionada es 50 °C, para asegurar que la reaccidn se lleve acabo en su
totalidad. El siguiente paso fue seleccionar el procedimiento de fraccionamiento o
“Clean up” limpieza.
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A1.4 Acondicionamiento del extracto “Clean Up“ y fraccionamiento

El fraccionamiento del extracto se puede llevar a caboc como se establece en las
normas EPA SW846 Métodos 3600C, 3610B, 3611B, 3630C o tomando en cuenta
io reportado por Wischamann, 1997, Leoben 1995 vy Langbehn, 1995 en e}
seguimiente que han realizado de metabolitos provenientes de ia biodegradacién
de HPA, pero en ambos casos las normas y los articulos reportados, sélo hacen
mencidn de ios pardmetros de trabajo a seguir, por lo gue es necesario estabiecer

cuales son los condiciones dptimas de trabajo para los extractos.

Para establecer los parémetros de trabajo Optimos, fueron fragmentantadas
muestras estandares conocidas, con compuestos que de acuerdo a la literatura
deben estar presentes en los exiractos. Por oiro lado, se debe tener en cuenta que
al manejar compuestos toxicos se requiere contar con equipo que de preferencia
sea desechable o facil de limpiar, por lo que uno de los lineamientos sera el de
montar una técnica reproducible v econdmica. Para tal efecto se propone ia
fabricacién de columnas cromatogréficas que utilicen como soporie externo
pipetas Pasteur con capacidad aproximada de 14.5mL y como retén interno fibra
de vidrio, en lugar de las tradicionales columnas, que utifizan una mayor cantidad
de reactivo y disolventes

Con el fin de encontrar las condiciones Optimas de trabajo se realizaron los
siguientes  experimentos o ensayos, variando los factores que influyen en el
“Clean-up” desde la seleccion de adsorbente hasta la cantidad de eluyente v
polaridad de la columna, dichos experimentos se enumeran a continuacion:

1 Seleccion de absorbente
a) Oxido de Aluminio
b) Silica gel

2 Efecto de la polaridad de la columna y el volumen de sflica gel usada para
fragmentar antraceno y &cido 1 hidroxi naftoico

3 Sistemas de evaporacion

4 Desactivacion de la silica gel como facior de polaridad

S FEfecto de la desactivacion de la silica gel en selectividad

6 Secuenciacion del fraccionamiento

7 Cambio de disolvente para eluir la primera fraccion de diclorometanc a la
mezcla hexano-diclorometano 1:1

8 Cambic de disclvente en el estandar a hexano

9 Cambio de disolvente para eluir la primera fraccién a hexano
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Para seleccionar el tipo de adsorbente del que se constituye la columna
cromatcgrafica, se dispone de dxido de aluminio y silica gel, por lo que se procede
a evaluar cual de los dos da mejores rendimientos utilizando una solucion
estandar que contiene aniraceno (HPA) con 500 ppm y un posible metabolito
acido Thydroxi naftoico con 100 ppm en diclorometano la cual sera fragmentada
en |a columna previamente descrita,

A 1.5 EXPERIMENTO 1;
SELECCION DEL ADSORBENTE

{OXIDO DE ALUMINIO O SILICA A} Oxido de aluminio
GEL})

— El primer intento de fragmentacién se
realizé con Oxido de aluminio
—% Pipeta Pasteur (deshidratadc previamente en el
[ ) horno a una temperatura de 135 C v
Oxido de aluminio desactivado posteriormente con
N > o agua al 5% dejando un tiempo para
e su equilibrio no menor a 3 horas).
Silica gel Para hacer la columna cromatografica
se debe limpiar perfectamente Ia
pipeta Pasteur con diclorometano, se
coloca en la parte interior inferior
- Fibra de vidrio 0.08g de lana fiora de vidrio
(previamente lavada con acetona vy
diclorometano y dejando a

evaporacion en la campana de
extraccion), como se muestra en ia
figura A 1.3 procurando no ocupar
una longitud mayor a 2mm.
Posteriormente, en un vial con
capacidad para 10 mL y tapén de
teflon se depositan 0.8 g de 6xido de
aluminio y se agregan 3 mL de
! diclorometano, formando una
suspension que se coloca dentro de
la pipeta previamente preparada,
evitando la formacién de burbujas vy
procurando que la columna de éxide
de aluminio siempre permanezca
cubierta por el disolvente. De lo
contrarioc estd ya no seria il

Figura A 1.3 Esquema simplificado de una
columna de fragmentacion

Una vez formada la columna, se acondiciona pasandc un volumen de 5 mL de
diclorometano y posteriormente se adicionan 2.5 mL de la solucidn estandar
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preparada previamente. Se eluye con 10mL de diciorometano la primera fraccion
(el grupo no polar antraceno) la cual es recolectada en vial gue se marca como la
fraccion 1, la segunda fraccion (grupos polares) se eluye con 10 mL metanol y 85
colectada en el vial marcado como fraccion 2. El andlisis de las dos fracciones se
realiza en un cromatégrafo de gases acoplado al especirdmetro de masas
siguiendo la metodologia que se indicé previamente, esto incluye ia reaccion
previa de derivatizacion (sililizacién), recordando que para la segunda fraccién el
disolvente es metanol, por lo que para poder realizar la sililizacion, primero tendra
que evaporarse el disoclvente y redisolverse con diclorometano.

Obteniendo que sdlo la primera fraccién {a@ntraceno) es detectada en e
cromatografo y la segunda fraccién no se encuentra pues queda adsorbida en la
columna. Se propone entonces cambiar las condiciones de la columna (polaridad),
por lo que se desactiva el dxido de aluminio como se explicd anteriormente, pero
esta vez con tres concentraciones de agua: al 0%, 5% y otra al 10 %. Se realiza el
fraccionamiento con el procedimiento sefialado para 2.5 mL de solucidn estandar
pero sblo se logra separar la primera fraccion v la segunda nuevamente se gueda
en la columna. Lo anterior se sefala en ia tabia A 1.2. Para cuantificar el
porcentaje de recuperacién, se inyecta en el cromatégrafc una muestra de la
solucion estandar previa sililizacién, en la misma corrida en la gue se angzlizan ias
fracciones | y II. Se observa que la segunda fraccién no contiene al acido 1hidroxi
naftoico, que es el compuesto polar que se espera recuperar en esta fraccion.

Tabla A 1.2 Porcentaje de recuperacién del “clean-up” con éxide de aluminio

columna | Disclvente de 1 fraccion NOMBRE CONC | tiempo retencién Area % recuperado
Elucion ppm
Estandar CH.Clz Std Antraceno 514 13.793 244734165 106,00
Estandar CH.Cly sid Acido 1hidroxi 0 14.789 53208886
naftoico
ALO; 0% CHCh 1F Antraceno Nd 13.768 297352283 121,50
ALO; 0% Met-OH 2F Acido 1hidrox; Nd No detecta
naftoico
A0 5% CH4Cly 1F Antraceno Nd 13.798 258078420 105,86
Ab0; 5% Met-OH 2F Acida 1hidroxi Nd No detectado
naftoico
B)Silica Gel

Se realiz$ la fabricacion de columnas cromatograficas, utilizando el procedimiento
de manufactura sefialado, pero con silica gel en lugar de 6xido de aluminic, y al
mismo tiempo se probarcn diferentes eluyentes para la segunda fraccién, por lo
Qque se prepararon 10s siguiente solventes: metanai, etilacetato, isc-propanol,
acetona, y una mezcla metanol acido acético al 1%. En todas estas columnas se
afadieron 2.5 mL de [a solucién estandar pero el resultado de la fragmentacion fue
el mismo que en las columnas de 6xido de aluminio, excepto cuando se eluyd la
segunda fraccién con la mezcla metanol acide acético al 1%, en donde fue posible
obtener el espectro de masas que comprobd la existencia del 4cido 1hidréx
naftoico. Es necesario recordar que para poder llevar acabo el andlisis

75



Anexo |

cromatografico de la segunda fraccion, es necesaric realizar la reaccion de
sillizacion en un disolvente apolar, por lo que al eluir la segunda fraccion con la
mezcla metanol &cide acético al 1% se debe llevar acabo Ia evaporacion de éste
para sustituirlo por diclorometano. Desafortunadamente al hacer esto se forma un
precipitado que impide tomar una muestra representativa para depositaria en el
microvial, por esta razon se deposita primerc 70 ik de la segunda fraccidn y
después se lleva acabo la evaporacién del disolvente polar directamente en el
microvial, redisolviendo con 70 uL de diciorometano. De esta forma aun cuando se
forma el precipitado, al afadir posteriormente 70 nL de agente sililizante se
redisuelve formando una solucidn homogénea, este procedimiento se repite para
todas los ensayos siguientes.

A 1.6 Experimento 2. Efecto de ia polaridad de l2 columna y el

volumen de silica gel usada para fragmentar antraceno y acido 1
hidréxi naftéicod

Una vez seleccionada a la silica gel como adsorbente adecuado y encontrado ei
disolvente que logra eluir al compuesto polar (22 fraccidn) de la columna
cromatografica, y considerando el procedimiento sefialado en la reaccion de
sililizacidn, se procede a encontrar las condiciones Optimas para la elucion de la
segunda fraccion. Esta presenta problemas de recuperacion que dependen
fundamentalmente de dos variables el volumen de la columna (gramos utilizados)
y polaridad del eluyente (mezcla metanol, acido acetico) para esto se proponen los
siguientes experimenios

* Experimento 2 A. Variar la polaridad de la mezcia metanoi / acido acético 1%,
3%, 5% y el volumen de elucién manteniendo constante la cantidad de silica
gel que forma la columna

« Experimento 2 B. Variacién del volumen de elucién, Ia cantidad de silica que
conforma la columna vy elucién con metanol/ acido acético al 1%

A continuacion se describen las condiciones para los dos experimentos. Los

resultados del porcentaje recuperado para la segunda fraccidn se muestran en lg
tabla A 1.3 y en forma gréfica en ia figura A 1.4.
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Experimentec 2 A. Efecto de la polaridad de! eluyente

Columna con 0,8 g de silica gel desactivada con 6% de agua
Eluyentes:

Met-OH / acido acético 1%

Met-CH / acido acético 3%

Met-OH / acido acético 5%

tabia A1.3 Evaiuacién dei efecto del eluyente en el experimento 22

Vol. elucion | Tiempo de Area % Elucién
retencion recuperacién| Met-OH /Acido acético
SmL 14,789 14464181 31,63 i%
10 mL 14,784 26082004 26,18 1%
15 mL 14,787 22258078 22,36 1%
10mL 14,785 31650752 31,80 3%
15 mi. 14,788 33727164 33,88 3%
10 mL 14,788 27096928 27,22 5%
15 mL 14788 34686845 34,85 3%
i I
i
% 40 -
! 35 i ——
! $ 20 ﬁ J‘EMeb’AcAct 1% |
& 25 # = imMethcActs%E
iR Tl T R ([ [ovencaosy
L2 10 o - f
S 2 __1
! [+ I T S -g ;
: 4 5 8 10 J
|
i Vol Elucion
!

Fig. A 1.4 Experimento 2A recuperacion de la segunda fraccion

En la figura A1.4 se observa que para la misma cantidad de silica gel 08 g
desactivada al 6%, la recuperacidon de la segunda fraccidon presenta un
comportamiento ascendente a medida que se aumenta el volumen de elucion,
para la mezcla de &cido acético al 3 y 5%, pero no asi para la que esta 1 %, la
cual no representa un compertamiento ldgico, esto se debe a pérdidas del
compuesto durante la evaporacion del disolvente, que se explican posteriormente.
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Experimento 2 B. Efecto del volumen de eluyente

Para el experimento 2 B varid la cantidad de gramos que conforman la columna
se obtuvieron los siguientes resultados tabla A 1.4,

Columnas de silica gel desactivada con 6% de agua
Elucién de la segunda fraccion con metanol / 3cido acético al 1%

tabla A 1.4 Evaluacién del volumen de eluyente en el experimento 28

Voi t retencién drea % g sflica gel
recuperacisn
4ml 14,786 7722419 11,03 03
8ml 14,788 14618128 20,87 03
4l 14,786 44583244 63,65 03
8mi 14,791 71545314 102,15 03
8 mi 14,768 28296790 40,40 05
8ml 14,785 22815210 32,29 05
10 mi 14,720 43525703 82,14 05
10 ml 14,785 25026108 373 05
12 mj 14,788 35467841 50,64 05
f2mt 14,787 51695547 7381 05
12000 3o e o e e

; Efé'g_éﬁ?{ﬂ

B0.5 g sllica
L3089 sx’hcaj

I

10 12 15

mb elucién

Fig. A 1.5 Efecto del volumen de eluyente

En la figura A 1.5 se observa que para las columnas con 0.3 vy 0.5 g de silica la
recuperacion es mayor cuando aumenta el volumen de elucidn, pero este
comportamiento no se presenta en la columna con 0.8 g, esto se debe a la pérdida
del compuesto durante ia evaporacion del disoivente a temperatura ambiente al
ajustar el volumen de la segunda fraccion ¥ en el proceso de sililizacion que se
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Heva acabo en microviales con microlitros, lo cual conlleva mucho errores por
fenémenos de manipulacion, por lo que algunos de los resultados enconirados
varian de lo esperado, las condiciones optimas de la fragmentacidn se
encontraron después de evaluar el proceso de evaporacion.

Para observar como influye el proceso de evaporacion y manipulacion de las

muestras se procedic a realizar el experimentc 3 en o que una solucién del
estandar Num. 3 que contiene 3 HPA y 7 posibles metabolitos disueltos en
diclorometano, se sometieron diferentes métodos de evaporacion sugeridos en la

A

literatura como son: nitrégeno, dejando al ambiente y el rotavapor.

A 1.7 Experimento 3. Efecto de los pBrocesos de evaporacion

En los experimentos anteriores se hace referencia a la manipulacion de [as
muestras o procesos de evaporacion. Sin embargo no se habia hecho referencia
anteriormente porque se consideraba que no eran importantes, pero dados los
resultados obtenidos en los ensayos anteriores fue necesaric hacer un estudio de
los posibles efectos que estos procesos tienen en el resultado final. Los procesos
de evaporacién son necesarios cuando la concentracion del analito en la muestra
&s muy diluida y es necesario concentraria o cuando el volumen no se conoce con
exactitud, por ejemplo cuando se recolectan las fracciones del “Clean-up”, también
cuando se tiene que cambiar el disolvente en que esta el analito a determinar, por
no ser el adecuado para el andlisis posterior o para poder llevar acabo alguna
reaccion de derivatizacién, por ejemplo, en el caso de Ia segunda fraccion que
tiene como disolvente una mezcla de dos compuestos polares(que disuelve
perfectamente al los metabolitos polares) se debe evaporar hasta eliminario
totaimente, ya que no es posible realizar en &l Ia sililizacion, y sustituirlo por
diciorometano, pero en el caso especifico de Ia segunda fraccién, al eliminar el
metanol/acido acético en el vial hasta sequedad y tratarlo de disolver con
diclorometano, se forma una suspension, por lo que primero se redisuelve en el
vial con un volumen conocido de metansl/ acido acético y de aqui se toman se
toma los microlitros necesarios que se disponen en el microvial y es en éste donde
se evapora el disolvente y se redisueive en diclorometano, yaun cuando se forma

la suspencion, al agregar el agente sililizante disuelve el analito y se forma una
solucidn homogénea.

Es por todo este proceso de evaporaciones y trasvase de muestra que es
necesario llevar a cabo éste ensayo reproduciendo los procesos de evaporacion
con un estandar utilizando diferentes métodos de evaporacién como son
evaporacion natural, evaporacién con nitrégeno y evaporacién con el equipo de
rotavapor o rotaevaporador. Los procesos de evaporacion se realizan de Ia
siguiente forma: se poner 70 ulL del estandar Num.3 que tiene como disolvente
diclorometano en un microvial, evaporar hasta sequedad, se redisuelve en
metanol/ acido acético evaporando de nuevo hasta sequedad adicionando 70 ulL
de diclorometanc y se lleva a cabo la reaccidn de sililizacién. Las condiciones de
evaporacion son las siguientes: para la evaporacion al ambiente se deja abierto el
microvial en la campana, en el caso de evaporacién con nitrégenc se conté con un
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equipo donde se pudieron evaporar al mismo tiempo hasta 8 muestras con un flujo
homogeneo el cual es regulado con una valvula, procurando que no sea tan fuerte
Ccomo para expulsar al liquido fuera del microvial ¥ para el rotovapor la temperatura
del bafio maria no debia rebasar los 40 °C Yy la presion es de 300 mmbar. Las
pruebas de evaporacion se realizan por triplicado, con el propdsito de obtener
resultados que fueran representativos de una muestra real, los procesos de
evaporacion utilizaron una solucidn estandar que contenia 7 posibles metabolitos y
tres HP, denominado en este caso estandar Num.3. Asimismo para poder
comparar y cuantificar el experimentc 3 se analizaron en o cromatografo de
Gases-Masas tres soluciones del estandar Num.3 sin evaporar, las cuales
sirvieron como patron de referencia, los resultados se registran en la tabla A 1.5,
Los resultados obtenido muestran que durante el proceso de evaporacion se pierden
algunos de los compuestos mas volatiles Yy por otro lado, demuestra que una forma
confiable y segura de evaporar es mediante el uso del rotavapor. El método de
nitrogeno si bien en ocasiones es confiable, depende mucho de las condiciones de
operacion que en ocasiénes no pueden ser reproducibles como lo muestran los
resultados de lafigura A 1.6
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Tabla A 1.5 Solucién patrén estandar sin evaporar

22hrs al ambiente

Fenal Dimetil Acido Naftol | Acido Acido Acido 1 |Antracenc |Criseno |Dibenzo
fenol benzdico hidréx dihidréxs  |[hrdroxi {a,h)
benzdico |[bezdico  |nafioico antraceno
Esténdar No 3 (1) 2510 20.60 2750 2280 12.60 1080 1830 2780 1038101 28480
Estdndar No 3(2) | 23.10 1900 210 (2120 11 10.30 17 40 .40 888.20 | 23880
Estandar No 3(3) | 2380 19.80 2620 12180 12.10 1030 17.70 2470 1106650 248.40
Estandar 2293 | 1980 2627 (2197 1208 1050 | 1813 | 2597 | 90693 | 25000
promedio
Estdndar sometido a diferentes métodos de evaporacién, concentracién en ppm
Fenol Dimetil Acido Naftol ]| Acido Acido Acido T [Antraceno {Criseno {Dibenzo
fenof benzoico hidroxi dihidrox:  {hidréx (a,h}
benzdico  jbezdico naftoico antraceno
Evaporade en 22.80 1880 2680 | 2320 12.20 750 18.90 936,70 | 26210 28.40
Roto Vap
Evaporado en 21 50~ 17.80 2510 (2110 1180 7.40 17.80 | 103030 | 23630 2610
Roto Vap
Evaporado en 20.90 1710 2430 2050 1050 570 12.70 89670 | 22840 21.00
Rote Vap
Evapaporade 12.40 12.70 2460 20.80 160 10.20 17.40 N8 10 24510 2600
por N2
Evapaporado 13.40 13.50 2450 | 2090 11.60 10.00 1840 | 105630 | 23960 25 40
por N2
Evapaporado 480 6.30 2500 [ 21.40 1180 10.20 17.80 | 1037.00 § 24980 26.40
por N2
Evapaporade en 280 3140 320 7] 1150 10060 1720 1061 70 | 24780 25.40
4hrs al ambiente
Evapavorado en 310 3.60 2450 17.40 1200 1050 17.80 91370 254.40 2680
4hrs al ambiente
Evapavorado en 2.40 280 2420 17 40 12.00 1030 16 70 105120 | 26130 2610
4hrs al ambiente
Evapavorado en 100 &80 1520 | 1210 11.80 950 17.30 HN560 1 24380 26.70
22hrs al ambiente
Evapavorado en 1.00 0)=4) 1530 11e¢| 1220 1040 17 60 92280 | 252.40 27.20

Estandar sometido a diferentes métodos

de evaporacion,

porcentaje de recuperado

22hrs af ambiente

Fenol Dimetil Acido Naftol | Acido Acido Acido 1 jAntracen |Criseno |Dibenzo
fenol benzdico hidrax chihidraxi  Thidroxi (ah)
benzdico_ jbezoico  jnafioico | antraceno
Evaporado en 85,26 94,95 102,03 [1056] 101,39 71,43 (104,23 2386 |104,84 109,37
Roto Vap 1
Evaporado en 89,83 89,90 95,56 }96,05! 9557 70,48 97,06 | 103,35 | 94,52 100,51
Rofo Vap
Evaporade en 8§7.33 86,36 92,51 1893,32: 87728 54 29 70,04 838,95 81,38 80,87
Roto Vap
Evapaporado 51,81 64,14 93,65 [9468| 9640 97,14 95,96 92,09 88,04 § 100,13
por N2
Evapaporado 55,99 68,18 83,27 |95,14] 98,40 9524 110147 10595 | 95,84 97,82
or N2
Evapaporado 20,06 31,82 95,18 {97,42] 98,08 97,14 98,71 104,02 | 99,96 | 101,67
cr N2
Evapaporado en 11,70 15,66 88,32 76,021 95,57 95,24 9485 | 108,50 | 99,12 97,82
4hrs al ambiente
Evapavorado en 12,85 18,18 93,27 7921 9972 100,00 | 98,71 91,85 (101,76} 103,21
4hrs al ambiente
Evapavorado en 10,03 13,43 9213 |7921] 99,72 98,10 82,10 | 10544 |104,52 1C0,51
4hrs al ambiente
Evapavorado en 4,18 4,04 57,87 |[55,08| 98,89 90,48 85,40 21,84 97,44 | 102,82
22hrs al ambiente
Evapavorado en 4,18 4,55 58,25 |54,17} 101,39 85,05 87,06 82,56 |100,98] 104,75
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Figura A 1.6 Efecto del método de evaporacion sobre una solucion estandar.

A 1.8 Experimento 4. Fraccionamiento del estandar Num. 4, 1°

fraccidon_eluida con diclorometano y 22 fraccion con metanol/acido

acético

Una vez que se estudic el efecio de
los diferentes sistemas de
evaporacion sobre el estandar Num.
3 se observa que el método mas
adecuadoc &s el uso del
rotaevaporador. Con el fin de obtener
los parametros Optimos para el
“Clean-up’, se procedio a elaborar un
nueve estédndar num. 4 similar al
utilizado en el experimento anterior, el
cual constd de tres HPA y siste
posibles  metabolitos, con  ias
concentraciones que se indican en ia
tabla A 1.6

Con el propdsitc de encontrar las
condiciones mas favorables para
obtener un méximo de recuperacion y
una buena separacibn de los
diferentes componentes del estandar,
de acuerdo con su polaridad.

Tabia A 1.6 Solucidon estandar Num.4
3 HPA + 7 posibles metabolitos

Nombre Conc final
ppm

Fenol 225538
Naftol 20.456
Acido 1 hidréxi naftéico 16.863
Acido benzoico 24.471
2.6-Dimetil fenol 18.432
3-4 Acido dihidroxi benzéico 14.932
Acido 4-hidroxi benzodico 15.548
Dibenze{a,h)antraceno 52.000
Criseno 253.038
Antraceno 314.750
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El proceso de “clean up” se realizé con las siguientes condiciones: seis columnas
de vidrio con 0.5 g de silica-gel, desactivada con agua al 6 %, utilizando como
muestra a fraccionar 2 mi. de solucién estandar Num. 4. La primera fraccidn se
obtuvo utilizando como eluyente 7.5 mL de diclorometano. Para la segunda
fraccién, se eluyeron tres columnas con10 ml una solucisn de &cidec acético al 1%
(0.17M) en metanol, y las tres columnas restantes con 10mL acido oxaiico 0.17M
en metanol. Cada una de las fracciones fue recolectadas en viales de
aproximadamente 12 mL de capacidad y evaporadas en el rotaevaporador hasta
un volumen menor a 2 mL a una temperatura de 20°C y 300 mbar para la primera
fraccion y 40°C y 200mbar para la segunda fraccién, ajustando el voiumen con un
matraz aforado de 2 mL con ef disolvente que correspondia. Previa reaccién de
sililizacion se realizé el analisis en el cromatégrafo de gases-masas, en el cual
ademas de las fracciones obtenidas se intercaiaron en el anaiisis tres muestras del
estandar Num.4. el cual sirvio para calibrar el equipo y como patrdn de referencia
para calcular el porcentaje de recuperacion, como se muestra en ia tabla A 1.7

Tabla A 1.7 Estandar num.4, patrén de referencia

Estandar Fenol 2,6-Dimetit |Actdo Naftol | 4-Hidroxi {34 Acido lAntraceno [Acido 1 |Cricenc Dibenze
fenol benzgico Acido dibidroxi Hidréx (a,h)
benzdico  |benzdico Naftol anfracenc

Mum.4 (1) 213.00 17.00 2260 18680 1400 13.1C 300.90 1280 | 23810 43.80
Num.4 (2} 23580 19.30 2520 2130 1630 15.80 32200 18.00 | 28020 510
Num 4 (3) 228.1G 1900 24.70 2150 16 40 15.90 321.40 1880 1 25080 57.10
promedio 22557 18 43 2450 20.47 1557 14.83 477 16.87 | 25303 52.00
Yalor reai 22553 18.43 24.47 12045 15.545 | 14932 | 314.75 | 16.863 253.03 52

La primera fraccién se obtuvo como se menciond anteriormente al eluir Ia muestra
con 7mL de diclorometano, obteniendo los resultados que se muestran en la tabla
A 1.8, y presentados como porcentaje de recuperacidn, en las tablas A 19 e
liustrado en la figura A 1.7

Tabta A 1.8 12 Fraccion estandar num. 4, silica gel 0.5 g eluidc con 7.5 mL. CH,CI,
concentraciones en ppm

Silica Fenol | Dhimetil | Acido Naftol | Acido Agido Antraceno | Acido 1 | Criseno | Dibenzo

desactivada fenol benzdico hidréxi dihidréxd hidréx {a,h}

con 6% H,0 benzdico | bezoico naftolico antracen

Gramos RMuestra

de silica Fraccién

gelen |a

calimna
05 iE{1) 119386! 1530 8.680 1610 278.00 228.80 44.70
05 1F (2 [197.2] 1600 0,70 17.70 289.50 234.60 48.20
05 1F(3) | 2108 1760 0.70 18.70 31490 28080 53.80
05 tF(4) |20B8! 1720 0.70 18.10 309.10 248.80 4.70
653 1F(5) | 208.7( 1720 0.80 19.00 I4.70 24800 53.50
05 1F(| [ 2000 1620 030 17.60 2120 23110 47.70

83



Anexo |

Tabia A 1.9 12 Fraccion esténdar num. 4, silica gel 0.5 g 7.5 ml CH.CL,, porcentaje
recuperado

Silica Fenel | Dimelil | Acdo Naftol | Acido Acida antraceno  { Acido 1 | Craseno | Dibenzo
desactivada fenol benzodico fdrox dhihidroxi hidréxi {a,h)
con 8% H-.0 benzdico | benzoico nafteico antracen
Gramuos Muesira
de silca Fraccién
gelenla
columna
05 1F(1) 18583 | 83.00 2.45 78 66 Q00 Qg0 88.32 000 2034 85.96
05 1F(2) | 87.42 ] 8580 288 86 48 Qco 0.00 o1 97 oce 2272 s482
05 1F{3) {19350 9543 2.86 96 25 000G o0 100.04 0.0 10307 | 10365
05 1F{4) 192571 o331 286 8332 ooc 000 8820 Q00 98.33 10518
05 1F®) 19252 9331 327 92 83 C.00 000 96.80 aoQ 97.22 10288
05 iF{6y {8867 ]| 8788 i22 8586 Q.00 0.00 92.74 0.00 9133 91.73
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Figura A 1.7 Primera fraccion del estindar Num.4, eluido con 7.5 mL. de diclorometano en columna con 0.5g
de silica gel.
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AUn cuando el porcentaje de recuperacion es bueno, hay un inconveniente en Ia
primera fraccion eluida con diclorometano, ya que al momento de desorber los
compuestos policiclicos aromaticos, también son eluidos los compuestos con
grupo funcional fenilo (fenol, dimetilfenol y naftol), los cuales se pensaba se
obtendrian en la segunda fraccién. Sin embargo, el porcentaje de recuperacion de
los compuestos son muy cercanos al 100%, 1o cual se debe indudablemente a que
en esta ocasion los procesos de manipulacién son controlados y €s posible
mantener un procesc reproducible. También pare fa segunda fraccion ei
porcentaje de recuperacion es aceptable er comparacién con 10s experimentos
anteriores que se observa en las tablas A 110, A1.11, A 112 y es representado
en la grafica de la figura A 1.8, en este caso los compuestos que son eluidos
pertenecen al grupo carboxilo. Recordando que en esta ocasidn la segunda
fraccion se eluye con acido acético en tres columnas y las tres muestras restantes
con acido oxalico.

Tabla A 1.10 22 fraccién estandar Num. 4 silica gel 0.5 g 16 mi Metanol/ 1% acido
acético, concentraciones en ppm.

Silica Fenol | Dimetii | Acido Naftot | Acido Acido [ Antraceno | Acido 1 | Crisenc | Dibenzo
desactivada fenol benzdico hidrox dihidréxi Ridraxi (a,h)
con 6% H,O benzéico | bezdico naftoico antracen
Gramos Eluicién

de silica con

getenia 10mL
columna Acido

acetico
05 2F{ty [ 110 | 210 17 30 10.40 4.00 650 510 1.30 44.70
05 12F(®» | 200 230 1980 T 020 1350 800 | a4 9.50 2.70 4020
05 [2F(3) 1130 | 250 | 2060 | 620 [ 1470 | 850 | 40 [ 580 | 380 | 5390

TAbla A 1.11 22 fraccion estandar Num. 4 silica gel 0.5 g 10 m! metanol/ 1% acido
oxalico, concentraciones en ppm.

Sitica Fenol ; Dimetil | Acido Naftol | Acido Acido Antraceno | Acido 1 | Crnisene | Dikenzo
desactivada fenot benzdico hidroxi dihidréx hidréx (a,h)
con 6% H,O benzéico | bezdico naftoico antracen
Gramos Elwncion

de silica con

gel enla 10mi
columna Acida
oxalico

05 2F (3) 220 210 17.70 i1.e0 8.60 260 13.10 1.90 4470
05 2F (5 1.60 2.40 20.80 oo 1480 11.60 4.10 17.10 300 49.20
05 2FE | 350 210 16.70 030 1160 8.80 580 12.80 480 3.0

Tabia A 1.12 22 Fraccidn estandar Num. 4 silica gel 0.5 g 10 mL metanol/ 1% Aacido
acético y acido oxdlice , % recuperado,

Silica Fenol | Dimetit | Acido Naftel | Acido Acido Antraceno | Acido 1 | Cnseno | Dibenzo
deseactivada fenol benzdico hidréxi dihidréx hidréxi {(a,h)
coh 8% H.C benzdico | bezdico naftaico antracen
Gramos Eluicién
de silica cen
gelen la 1GmL
columna Acido
oxalico
05 2F (1} 042 | 1132 70.61 Q.00 65.81 26.79 207 30.24 0.51 0.00
085 2F (2) 083 | 1248 79.50 0s8 85.72 83.57 1.27 56.32 1.07 Q.00
05 2F (3) G568 | 1356 8408 0.08 94 43 596.92 1568 58.70 180 Q.00
a5 2F (3 088 } 1130 72.24 0.00 78.45 5758 0.83 77.67 075 0.00
05 2F (5) 0.71 13.02 84,20 C.o0 572 77.68 130 101.38 1.19 ooo
05 2F (6} 155 | 11.39 68.16 1.47 7452 58.93 1.87 75.89 1.00 Qoo
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Figura A 1.8 22 fraccion del esténdar Num.4 elucion de tres ensayos con 10 mL con &cido
acetico y los tres restante con 10 mi de Acido oxalico en columna con 0.5 g de silica gel

Cabe resaltar que el haber incorporado acido oxalico en lugar de acido acético,
aumenta el porcentaje de recuperacion de la segunda fraccion. Este experimento
sirvié para encontrar que si es posible lograr ei fraccionamiento con un buen
porcentaje de recuperacion, sin embargo la distribucién de los diferentes grupos
funcionales que conforman el estandar no es la adecuads, y teniendo en cuenta
que uno de los objetivos es tener en la primera fraccién solo compuestos
policiclicos aromaticos se procedié a buscar las condiciones que permitieran lograr
una mayor selectividad.

A 1.9 Experimente 5. Efecto de ia polaridad de la silica gel en el

fraccionamiento del estandar num.4.

Teniendo en cuenta los resultados del experimento anterior, se realiza el siguiente
experimento variando la polaridad de la silica gel, esto es desactivandola con
diferentes concentraciones de agua, con el fin de observar el efecto de ia
polaridad en la selectividad y fragmentacion del esténdar, suponiendo gue a
mayor cantidad de agua ia retencion de los grupos fenil hidroxilo es mayor. El
estandar utilizado fue el mismo que en el experimento anterior y las condiciones
€n que se realizd el “clean-up” fueron las siguientes: por triplicado se montaron
columnas con 0.5g de silica gel desactivada con agua al 0, 6 y 8 %, las columnas
s€ prepararon con el procedimiento sefialado anteriormente y se adicionaron 2 mL
del estandar Num.4, la primera fraccién fue eluida con 10 mL de diclorometanc y
la segunda fraccion fue eluida con 10 mL de 4cido oxdlico los resultados que se
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muestran en la tabla A 1.13 y se ilustran en la figura A 1.9.

Tabla 3.4.12 Estudio de recuperacién *“Clean u
columnas con 0.5 g silica gel desactivada al 0%,5% y 8%,

10 mL CH.Cl, y ia segunda con 10 mL de Metanol/ 1% acido oxalico

p” a 2 mL del estindar Num. 4, en
ia 1° Fraccion eluida con

mb Feriol Cimeti fenol |Acido Nafiol Acido Acido Antraceno  [Acido 1 Criseno Dibenzo
benzéico hidroxi citudréx hidrdx (a.k)
benzdico bezdice naftoico antracena

silicagel 8%| 8035 Q0 70 158 &2 000 000 93.24 00 0] 95.23 89.72
1F CH-Cl.

silica gel 8% 02 0] 698 47 88 Qoo 47.53 40.41 000 42.08 CoC 0.00

2F Met-OH

Agido

oxdlico 1%

silicagel 6% | 12579 97.67 196 92.65 000 aco 12023 G.00 118.41 00.68
1F CHCl,

silica gel 6% 1.63 11.27 79.47 0.00 77.16 44 63 coo 49.18 GCo 000

2F Met-COH

Acido -

oxalico 1%

silicagel 0%| 1770 10.73 5e 21 538 87 €0 47 T3 0.ce 432 Q00 GO0

2F Met-OH

Acido

oxalico 7%

Al analizar los resultados se observa que no hay cambio en la selectividad de la
columna vya que en los tres casos la segunda fraccién sdlo contiene a los
compuestos con grupos carboxilo, y adin cuande en el caso de la desactivacion al
0 % no se tienen los datos de la primera fraccion. la segunda fraccion no muestra
cambios con respecto a las otras dos columnas en cuanto s los compuestos
eluidos.

“Clean up™ al estind

dod on s con 0.6g sifica gel deactivadas al §, 6, 8Y

1 Fraceion CHoCly v 2 Fraceidn dcido Oxdlico 0.47M

12000

10800

3 Fenol

& Dimztl fenot
{0 acido berzoico
1 Naftol

@38 acido hidrdx bengmico
Eaado dhidrsa bezoico !
2 Artracenc H
£ &oido hidrox) natoico
B Criseno

2 Dbja.hiantracens

6000

% recupsrado

0 5g (¥4sifica get
2F

0 5g 6% sihca
98 2F Met-OH ;
acido axafico 1% Acido oxalico 1% I
2go0 4. - S e - - —- . [ s o !

ooo 1<
055 8% slicage!
1F CH2CR

G 5g 8% sificaget
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Q 5g 5% sificage!
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!;igura A 1.9 Efecto de la desactivacion de la silica gel en ia selectividad de fragmentacién
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Se puede observar que el efecto de Ia polaridad en la silica-gel no influye en
forma determinante en la selectividad cuando se utiliza diclorometano como
eluyente para la primera fraccion. La poca selectividad, se podria atribuir a que ei
diclorometano es un disolvente de mediana polaridad y por ende es capaz de eluir
tanto a los HPA como a los compuestos fenilos (fenol, naftol v dimetil fenol). Sin
embargo, es necesarioc conocer cdmo se desarrolia ef fendmeno de
fraccionamiento de los compuestos del estandar a lo largo de la columna.

A 1.10 Experimenio 6. Seguimiento del fraccionamiento del

estandar num.4.

El seguimiento del "clean up” implica un procedimiento similar al del experimento
anterior, pero esta vez las fracciones eluidas son recolectadas cada 2mi en viales
de tal forma que los 10 mL de elucion de la primera fraccion son colectados en 5
viales y la segunda fraccion eluida con 6 mL de acido acético son colectadas en 3
viales conforme son desalojados de la columna, para su posterior analisis en el
CG/MS de acuerdo a lo establecido en el protocolo, ios resultados obtenidos se
muestran en la tabia A 1.14 y se ilustran en la figura A 1. 10. _
Seguimiento dei fraccionamiento usando columnas con 0.5 g silica gel deactivada con 8%
1 fraceion 10 mL CH,CL, ¥ Z fraccion 8 mL MetOH Jacido oxalico 17M
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Figura A 1.10 Secuenciacion dei fraccionamiento o “clean-up” del estandar No 4
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En la figura A 1.10 se observa con més claridad que los HPA (criseno, antraceno
y dibenzo(a,h)antraceno) fueron eluidos practicamente con los primeros dos
mililitros de eluyente, al adicionar tos 2mL de muestra estandar, ya que ésta tiene
como disolvente el mismo con el que se eluye. Asimismo se puede observar que
el fenol, dimetil fenol y naftol, comenzaron a eluirse al pasar de 4 a 6 mbL de
diclorometano, es por esta razdn que al recuperar toda la primera fraccion en un
solo vial existe una mezcla con los HPA. En cuanto a los compuestos que se
obtienen en la segunda fraccion se observa que al agregar 2 mL ya han sido
eluidos con un gran porcentaje de recuperacién. Una forma de lograr que en la
primera fraccion del estandar solo se eluyeran los HPA sin necesidad de cambiar
el eluyente, seria ajustando e! volumen de elucién, lo cual no es viable. Cuando
se tenga que trabajar con una muestra mas compleja se tendrian que ajustar
nuevamente. Por lo que se deben encontrar las condiciones en ias cuales Ia
columna sea selectiva no importando el volumen de elucion.

Tabia A 1.14 Seguimiento del "clean up” del estandar Num. 4 en silica gel desactivada al
8% y eluido con 10 mL de diclorometano v 6 mL icido oxalico 0.17M en metano!

[mL Fenol Bimetil fenol [Acido Naftol Acida Aido Antraceno  [Acido 1 |Crisenc Dibenza
benzdico hidroxi difudrtx hidréxi (ah)
benzoico bezoico naftoico antraceno

0.00 32.20 0.00 0.00 0.00 0.00 84.22 0.00 64.86 | 5262

117.21 | 97.67 1.99 91.67 0.00 000 | 11996 | 0.00 | 11814 | 9066

¢

2

4 58.1¢ | 96.08 1.99 82.84 0.00 000 | 11816, 0.00 | 116.50 | 90.66
6

8 122.57 | 97.67 1.99 92.65 0.00 0.00 [ 12023 | 0.0C : 11841 | 90.66
1

7] 125.79 | 97.67 1.99 92.65 0.00 0.00 112023 ! 0.00 | 118.41 0.66
M2~ 12711 | 108.94 | 78.68 | 9265 | 77.16 | 43.30 | 12023 | 47.54 | 11641 | 90.66
14 12722 | 108.94 | 8146 | 9265 | 77.16 | 4463 | 12023 | 4918 | 118.41 | 9065
16 127.41 1 10894 | 8146 | 9285 | 7716 | 4463 | 12023 | 4518 | 118.41 | 9066

A 1.11 Experimento 7 Eleccion de la 12 fraccidn de estandar
Num. 4 utilizandc hexano vy diciorometano.

Por lo gue se ha observado en los experimentos anteriores se puede deducir que
la selectividad del proceso del “clean-up” no depende tanto de Ia polaridad de
columna cromatografica (desactivacion con agua ), como del eluyente utilizado, tal
como lo muestra el experimento 6. Por esta razén y buscando cambiar las
condiciones fraccionamiento la primera fraccién es eluida con la mezcla
{hexano/diclorometanc) pensando que al eluir con un disolvente menos polar se
recuperaran inicialmente los compuestos HPA como se sugiere en la norma
UNEP/IIAEA (1992), v después eluir con diclorometanc los compuestos con
polaridad intermedia (grupo fenilo), y la tercera fraccién con 4cido oxalico, de esta
forma se tienen tres fracciones. Previendo que los HPA sean eluidos con los 2mL
de diclorometano en que esta disuelto el estandar, antes de agregar este a la
columna se hace una mezcla (1:1) con hexano, de modo que la concentracién de
los analitos en el estandar es la mitad de fa inicial, lo cual se contempla al
momento de hacer la refacidn de porcentaje, asimismo en otra columna se sigue
el procedimiento sefialado hasta el experimento 5 con el fin de comparar {os
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resuitados los que se muestra en la tabla A 1.15. Los resultados indican gue aun
cuando la primera fraccion es eluida con una mezcla hexano/diclorometanc. los

HPA guedan mezclados con los com
la figura A 1.11. Una posible ex

puestos con grupo fenilo como se observa en
plicacion a esto es el hecho de gue en el

RS L )

acondicionamiento de la columna la silica gel se adiciona diclorometano el cual
permanece al agregar la mezcla hexano/diclorometanc. &l
ambos grupos en la primera fraccién.

Tabla A 1.15 “Clean upn” de 2 mL del estandar N
gel 6% 1 Fraccién Hexano:CH.Cl, 10mL, 2 Fraccié
metanol/acido oxdlico 10mL, comparado con “Cle
2 fracciones: 1%Fraccidn diciorometano, 2°fracci

UTs.

1

o facili

Snniiit.—-

a la eiucion de

4 en columna con 0.5 g de sifica
n CH2CI2 10ml, and 3F
an up” de 2 mL del esténdar con
on Metanoci/Acido oxalico

mi |Fenol Dimetil fenol | Acido [Nafto] Acido Acido Anfracene  [Acidp 1 Criseno Dibenzo

benzdico mdréx dihudréx hidroxi (ah}

benzdico bezoico naftoico antraceno
G5 6% 82 29 93.92 318 B88.73 0.00 0.00 97.82 000 $7.02 97 29
silicagel 1F
hexano:
CH.CI,
0.5 8% 17.91 1303} 0.00 147 0.60 Goo 0.00 000 C.00 900
silicagel ZF
CH.Cl,
05 8% cT7 8.05 42.81 o0 50.62 17.36 0.00 273 Q.uc 0.00
silicage] 3F
Met-OH
Acido
Oxalico
05y 6% 125.79 87.67 1.99 92.65 c.0c 0.00 120,23 cao ERERA S0 es
silicagel 1F
CHCly
0.5y 6% 1.83 1127 79.47 0.00 7718 44 83 800 49.18 0.00 0.00
silica gel 2F
Met-OH
Acido
Cudlico
:r Estudio comparativo del
"Clean up™ al estandar No.4 usando G.5g silica gel 6%
{3 fracciones) TF Hexane: CHyClp, 2F CH,ClL,, 3FMet-OH/ acido oxalico vs
} ratoe 3 B T o © (@Teacciones] TH,CL, Met-OHT 4ido Bxalico™ ~~ -~ =" -~ -
\
!
. 12000 4 — 8
I ! :
|
! >
} 10006
‘ - [ —
| [ = Iy B Dwneti fenol
“gu gn o0 — e 5 'c]Ac\dn benzoico
E. - 3 2 K = DINafto!
E g : :EA:!UD CH- benzoica
| # 50 00 7 L _ | EAcido ditidrox bezoco
l TE & mAntracene
i 5 3 E3Acido hudroxi nafiorco
ECnsene
4066 FEAM.1 — e ——— o e - —— \‘mnlhenzo(a hyantracenc

1 =
‘ 2000 13 —
| 2
| H
! 006 i Fo] i R ) 20
| 05 8% siicagel 1F 05 &% siicaget 2F 05 8% sicagel 3F 0 5g 5% siticagel 17 0 Sy 6% sthea gai
! hexano CH2C? cH2c12 Met-OH deido CHzCL2 2F Met-CH acide
: Oxialeo Craice

Figura a 1.11 Estudio comparativo del fraccionamiento del estandar Num.4 con 3y 2 fracciones
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Aun cuando en este experimento no se hayan logrado los resultados esperados,
sirvi6 para hace evidente que para que exista selectividad en el proceso de
“Clean-up” se debe eliminar en lo posible el uso del diclorometano, tanto en la
preparacion de la columna cromatogréafica como en el disolvente del estandar, sin
embargo no se debe clvidar gue el hecho de utilizar diclorometano en ia solucion
estandar es con el propésito de simular al maxime a una muestra real, la cual
proviene de un proceso de extraccidon con diclorometano. Ademas esté el hecho
de que este disolvente puede diluir a compuestos polares y no polares, por o que
si se elimina éste en su totalidad del ssténdar y se agrega en su lugar hexano, io
mas probable es que los compuestos polares no se disuelvan. Por esta razén se
fleva acabo el siguiente experimento con el fin de encontrar hasta donde es
posible eliminar al diclorometano del esténdar vy sustituirlo con hexano.

A_1.12 Experimento 8. Deteccién del volumen minimo de
diclorometano-en la evaporacién, para cambio de discivente a
hexano

El propésito fundamental en este experimento fue encontrar el volumen minimo de
diclorometano en la soiucion estédndar con el que seguian disueltos los
compuestos polares. Asi 8 mL del estdndar Num.4 se evaporaron en el
rotoevaporador hasta que se observé la precipitacion, lo cual sucedid al evaporar
méas de 6 mL. Con el fin de conocer el voiumen ia soiucion evaporada fue aforada
en un matraz de 2 mil. con diciorometano, observando que a este volumen no
existia precipitacion, esta solucién se agregaria hexano hasta completar 8 mL, de
ésta se tomaron tres muestras para su sililizacion v andlisis cromatografico

respectivo. Las concentraciones obtenidas se compraran con los de una muestra
de estandar Num. 4 en dicloromentanc en la tabla A 1,16 los resuitados se

Evapoaracion B mL de| Estandar No 4, en rotoevaporador hasta 0.5 mL

y adicion de hexano hasta 2mL

MﬂGD-! - J—

12000

100 00 +H:4

[Eésléndar Bvap
. i@ Estandar evap ‘
o iEESténuarevap
-]
=

80 30

% recueperado

'

- {EEstandar
SREstandar ‘
£3P rom edio i

80 00

an 00 (P

20 00 +ES

000 rebs

Feno
Dim stfeno
Acido benzbi
Naftel
Acldedihidrax
bezdico
Aniracen
Cnseno

Acido OH-
Aciddhdroxnafte
Dibenzfa h)anirzc

Figura A 1.12 8 mL de estandar Num.4 evaporados hasta 2 mL y aforados posteriormente hasta
& mL con hexano.
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muestran en forma de porcentaje recuperado. El resultado anterior se calcula ai
comparar el valor obtenido por el cromatdgrafo contra el valor real del estandar tal

como se observa en la figura A 1.12. Con lo
observar que la sustitucion del diclor
7 posibles metabolitos del estandar,
puede recuperar un 30 %. Sin embargo, para los otros 6 posibles met

HPA el porcentaje de recuperacion es aceptable.

$ resultados obtenidos se puede
ometano por hexano es factible para 6 de los
ya que para el acido dihidroxi bezdico salo se
abolitos y 3

Tabla A 1.16 Porcentaje de recuperacién de 8 mL de estandar Num. 4 evaporado
hasta 2 mL, adicionandoc hexano hasta 8 mL.

mL Fenol Dimetii fenof | Acido Naitof Acido Acida Antraceno  [Acido 1 criseng Dibenzo

benzdico hidsdx drhidrox hidroxa (a,h}
benzdico bezeico naftoico antraceno

Estindar 104 64 10743 114.43 1i0e7 7855 3282 108.20 97 25 S5 85 117.69

evaporado

Estandar 2457 91.70 9563 o5.82 84.97 2047 100.08 8717 8271 107.88

evaporado ~

Estandar 2961 057 105.03 103 39 70.76 3114 104.64 9221 92 83 112.78

evaporado

Estandar g7.01 25.50 8685 97.28 o95.84 95.44 97.92 91.32 o5 87 95,38

Estandar 10313 10472 103.38 102 66 104.21 103.80 102.08 108.52 104.10 104.62

Promedio 10007 100.11 100.12 R o7 10003 100.12 100.00 9992 208 100.00

Estandar

A_1.13 Experimento 8. Fraccionamiento del estandar num. 4

utilizando hexano para la 12 fraccidn, 22 fraccidon diclorometano v
12 3° fraccidn con metanol/acido oxalico.

En el experimento anterior se logré determinar la cantidad minima de
diciorometano que debe permanecer en el estandar, para mantener en solucién
los analitos de interés, en este experimento se plantearon los cambios que se
deben efectuar en el proceso de “Clean ~up”, con el propdsitc de evitar en lo
posible el uso de diclorometano al eluir Ia primera fraccion, esperando con esto,
gue soOlo se eluyeran los HPA . Para lograr esto Sefg preparé la columna de
fraccionamiento con el procedimiento sefialado pero el disolvente con el que se
prepars {a suspencién de silica -gel fue hexano en lugar de diclorometano, de esta
forma la columna se acondiciont con hexano hasta el momento de agregar el
estandar. En cuanto a la evaporacion de diciorometanc del estandar, en esta
ocasion, cada 2 ml de estandar evaporaron hasta 05 mL usando el
rotoevaporador para posteriormente aforar a 2 mL con hexano y para la
concentracion de cada uno de los componentes en solucidn, antes de fraccionarla.
Se tomé una muestra de 70 uL para analizarla en el cromatégrafo por triplicado
antes de hacer el fraccionamiento. Los resultados de este cambio de disolvente
se muestran en la tabla A 1.17 vy se ilustran en la figura A 1.13, el porcentaje de
recuperacion se obtiene comparando las muestras evaporadas contra muestras
del estandar Num. 4 sin ningln tratamiento las cuales son comparadas a su vez
con el valor tedrico real.
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Tabla A 1.17 Evaporacién de 2mL de estindar Nu
nexano hasta 2 mi, sif

m.4 hasta 0.5mL y aforando con
ilizacién 70.ul de estindar

en hexano+ 70ul agente

sililizante.
mlL Fenot Dimetl fenct | Acido Naftol Acido Acido Antraceno  [Acido 1 Crisenc Dibenzo
benzéice hidréxi ditudréxi hidroxi {a,h}
benzoico bezdico naftoico antraceno
Estandar 8400 92.78 °0.22 97.28 88.77 20.78 101.38 92 51 BO5 151.82
evap
Estandar 85,64 9767 100.94 o 73 9327 56.92 10583 106.74 105.44 114,04
evap
Estandar 9485 @523 =182 8850 51.62 35.84 103 61 9,63 101.74 107.88
evap
Estandar o784 16038 104 21 2B.75 9777 ©2.42 9522 8008 95,16 84 42
Estandar 100.74 100.38 97.26 100.22 10163 10380 102.02 10556 101.25 105.00
Estandar i01.36 90 84 ©8.48 100.70 100.99 103.13 10268 11445 103682 110.00
Promedio 100.01 100.20 8099 99 89 10013 0 79 9 97 100.02 100.01 S5.81
Evaporacién de 2 mL de estdndar No.4 hasta 0.5 mL
% recupsracion ¥ atiicidn de hexano hasta 2mL
14000 4 - - - e - - - - - - -
12060
i
100 00 4 1
8000 (b3 : BEstindar evap .
2 B Estandar evap
‘ I Estandar evap
80 00 -H: o] |
% ® Estandar ‘
oo 1Y § : Esténdar |
; {1 Estandar :
B FPromedio I

26 GO 4

Fenol
Dimeti fanol
Nattal

Acido benzéico

SRR R

Acido OR- benzoico — )
Acido dihrisoxi
Antraceno
Crseno
Dibanzo(a,h)
antracenc

bezaict

Figura A 113 Porcontaje de recuperacion

T |

del estandar 5\10.4 después de P;faporal: y disolvef en hexano

Con referencia al procesc de fragmentacion del estandar este experimento, se
realizé con las siguientes condiciones, la primera fraccién fue eliuda con hexano,
la segunda fraccidn con diclorometano, y la tercera con metanol/acido oxalico, en
dos columnas desactivadas al 6% y 8%. Los resultados se muestran en la tabla A
1.18y se ilustran en la figura A 1.14. Los resultados del cambio de disclvente en el
estandar, muestran que ésta contiene a los cemponentes del estandar en un

83



Anexo |

porcentaje muy similar que la solucion inicial. Lo anterior garantiza la utilizacion del

precedimiento en los siguientes experimentos donde asi se requiera.

Tabla A 1.18 0.5 g silica gel 1F hexano, 2F CH2Cl,, 3F MetOH acido oxalico C.17M.

expresado como porcentaje recuperado.

mL Fenol [Dimetil ferol |Acida Naftol Acido Acido Antraceno  jAcido 1 Criseno Dibenzo
benzéico higtrox diludréx hidréxi {a.h}
benzdicc bezodico naftoico antracenc
E% 1F 0.23 42.74 1.67 0.00 0.00 0.00 90.56 0.00 91.e0 | 81.57
EXIAN0
eluido Smi
g’f‘ c2;lF 84.04 40.46 1.25 80.40 0.00 0.00 3.58 0.00 3.92 0.00
2412
ejuido 4ml
8% 3.18 12.54 | 82.50 0.00 89.05 | 83.62 043 28.81 0.54 0.00
3FAcido
oxdiico
2m
ﬁ% iF 0.37 31.34 0.00 0.00 0.00 0.00 89.85 0.00 88.44 81.57
exXxanoe
eluido Sml
6% 2F 89.51 50.14 1.87 84.37 G.00 0.00 a.02 000 0.35 0.00
CHClL
eluido 4mi
2‘36_(13’: 278 10.83 70.00 G.00 74.91 46.88 0.00 77.38 0.00 0.00
cido
oxatico
2mil -
r “Clean up” del estandar Num. 4 en tres fracciones usando columnas con 0.5 g
| silica gel desactivadas ai & y 8 %, 12 Fraccién eluida con hexano, E
2* Fraccién eluida con CH,Cl,, 3% Fraccion Metanolfdcido oxdlico 0.17M |
42000 - - - - - — e = - R —
f@Feno[ !
10000 & Dimetd fenoy {
| | |
;uAc\do banzoico
8000 7 I - :iElNafth 1
‘ 5 - EEAcmia Ol :
: § & } benzowco :
! §' 8000 I T }Aczdnd\hldrom ;
‘8 g i bezoico {
! # 2 !F«ntraceno i
| o lE i . |
| | } 3 Acido hidroxi t
U raftoico
! E 7 ‘B Cnseno .
| 2c00 - — — t f
! : : | @ Dhbenzo(a, hjantra f
‘ o 1 L cer!;oi ] E
(- =1 4 MA L A X Ej. . :
{ B% 1F hexano 8% 2F CHCL &% 3F dcwio 6% 1F hexano 6% 2F CH,Cls 6% 3F acde !
' 2lwgo Sml udo dml oxalico 2mi eiuido Smi elurdo 4mt ox&lico Zmi i
| i
Figura A 1 14 Fraccionamiento de estandar Num 4 en tres fracciones,
Tal como se observa en la figura A 1.14, al eluir Ia primera fraccién con hexano Iz

selectividad qgue se logra se acerca mas al objetivo deseado de tener en la primera
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fraccién a los HPA y en las siguientes a los otros compuestos, sin embargo, el
proceso no es satisfactorio, ya que el dimeti fenol se eluye en la 12 y 22 fraccicn.
Esto es facil de explicar si recordamos el seguimiento del fraccionamiento
realizado en el experimento 4, el cual muestra que algunos compuestos del grupo
fenilo son eluidos con cantidades minimas de diciorometano. en este caso se
puede pensar que el compuesto es eluido casi instantaneamente con el cambio
de eluyente es decir se encuentra en el limite, por lo que una parte queda en la
primera fraccion y otra en la segunda. Ello implica establecer en qué momento
tiene que ser retirado el vial que recolecta la primera fraccion.

A 1.14 Experimento 10. Deteccién de las condiciones dptimas
para_fraccionar_el estdndar Num 5, polaridad de silica gel v

eluyente para la sequnda fraccion.

Con los experimentos anteriores se logrd establecer un criterio para lograr la
selectividad adecuada en la primera fraccién del proceso, la cual depende dei
eluyente utilizado, por io que en los experimentos sucesivos se buscara optimizar
el procedimiento. Aln cuando, el experimento anterior deja en claro que la primera
fraccion tiene que ser eiuida con hexano, con todo lo que esto implica en cuanto a
la preparacién de la columna y del estandar, falta encontrar las condiciones
Optimas de desactivacion de la silica gel y la seleccion de eluyentes para la
segunda fraccion, siendc este el objetive principal del experimentio. Con e
propositc de contar con una muestra 1o mas representativa de una muestra real,
Se prepara un nuevo estandar que incluye un grupo cetona, denominado Estandar
Num.5 el cual, usa como disolvente diclorometanc, por lo gue de acuerdo con lo
establecido en el experimento anterior, antes fraccionarlo se debe evaporar el 75%
del diclorometano y sustituirlo por hexano, los porcentajes de recuperacion en este
casc se muestran en la tabla A 1.18 y se ilusiran en la figura A 1.15.

Tabia A 1.19 Porcentaje recuperado de ia evaporacion del estdndar Num. 5, al
cambiar el diclorometano por hexano.

mL Fenol |Dimetl |Acide Benza Naftol {Acido Acido Antracenc Acdo 1 [Crniseno | Dibenzo
fenol benzéico |quinona hidréx dihidrax hidroxi fa,h}

benzbico |bezdice haftoico antraceno

Esténdar 105 |[101.69] 10368 92.83:101.47] 10450] 105 44| 10294] 10600[10255] 102.40

Estandar [ 100.; 104.411 102681 10522]103.30] 10208 10128] 101830 10452] oo 78] 10313

Estandar 942! 9424 8387 101 74| 2474 93 25 280 5.23 8070 ©7.81 ©4.47

Promedio 100, 100.11; 10010 9983 9284 85.95 €285 10000; 10007 99.89 40000

Estandar 9M.C; 84.75 8529} 12500 8619 62.70 a21 57.19 85,89 o282 83.27

evaparado

Estandar 96.4) 94.24] 101120 144.13] @63 61.09 28.45] 10302 10230103500 10793

evaporado

Estandar ti2 |118.25] 108.78/ 154.13|110.64 81.92 1757 11880 1149011045 12057

evaporado

Estandar 101, €831 10C0.10| 15457 99.63 81 80 669 10651 24 88/106.70| 110.10

evaporato

Promedio egtandar] 100.| 88.14 98831 14446 9902 86.92 15.48 88 41 2052/ 10564 11022

ievaporade
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( % de recuperacion —‘
2 mL Estindar No. 5 evaporados hasta 0.5 mL

adicionando hexano hasta 2mbL

8000

B Esignoer
ta Estandar
!n Estandar
. ?a Fromedic
]

I

§ ;&

im Satandar evaporado

6000 {358

% de recuperacion

4060

'w Esténdar evaparado
2000 ) ‘g Estdndar evaporado

@ Estandar evaporado

i
; {u romedo Etd evap |

Figura A 1 15 porcentaje recuperado al cambio de disolvenie en el estdndar Num. 5

Los resultados del estandar Num. 5 después de sustituir el disolvente muestran
una recuperacion menor que la obtenida para el estédndar Num.4, lo cual se debe a
un proceso de interferencia provocado por la adicion del grupo cetona, no obstante
esta reduccidn en el porcentaje de recuperacion para algunos componentes del
estandar, éste cumple con los requisitos suficientes para realizar el siguiente
experimento. Con el fin de observar cual es la influencia que tiene la desactivacion
de la silica gel en la eficiencia de recuperacion se realizoé por triplicado et “clean-
up” del esténdar Num.5 en hexano, uiilizando silica gel desactivada al 0%
realizando el procedimiento estipulado en el experimentc anterior parz la primera
fraccidn en las tres columnas, la segunda fraccién se eluyd con acido oxalico para
dos columnas y en la columna restante la segunda fraccion se eluyé con
diclorometano y la tercera fraccién en esta Ultima con metanci /acido oxalico, este
procedimiento se lievo acabo también para silica ge! desactivada al 36 y 8%. LoS
resultados obtenidos se presentan en las tablas A 1.20 a 1.23 y en las figuras A
1.16a1.19.
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Tabila A 1.20 “Clea-up”del estdndar Num.5 en columa con silica gef desactivada al

0%
mlL Fenol {Dimetl [Acida Benza Nafto!  {Acidio Acido Antraceno {Acido 1 Criseno | Dibenze
fencl benzdice |quincna hidrdxi dihidtéu hidrox (a.,h}
benzoico jbezdico naftoico antraceno
SG0% 1F a C17: 000 Q.00 000 ©0o 000 000} 11806 000| 10797 10469
SGE 0% 2F a2 2683 | 8’4o &80 10000 1875 76.88 2682 132 o480 1638 3.27
4
SG 0% 2F(a) 856 | 7854 8601] 11131 44 117.29) 11618 249 8460 407 21
70:100 5
SG 0% iFb goQ) 000 o000 Q00| 000 oCco a0oc 47.42 GO0 4344 2508
SGO%2F b 765 | 63.08 7855 77.78! 3086] 11291 5566 243 71.51 3.62 742
5]
SGO0% 1Fc G11 0.co 000G 000{ 000 0.00 0.00 91.66 0QQr 82487 8214
SG0% 2F ¢ 794 | 8497 258 3B08) 828 0.0C 000 181 Q00| 243 587
CH,CI, ]
8G 0% 3FcAcido | 116] 11.05 7080 57221 000 64 88 2033 0.Co 88531 000 a0
oxalico
"Clean up” al estandar Num.5,
columna con 0.5 g silica gel 0%
2 fracciones y 2 fracciones
1206 G0 - -
! o
N | B Fenol !
100 00 i 1 Dirnetil fenat F
|
! gAcdo berweico |

&
g

]
8

Y% racuperacion

4000 4

oQ0
SG 0% 1F 2

SGO0%2Fa

70100

SG 0% 2F(a)

[ Benzoquincna ‘

SG 0% 1F D

| I L
SGO0% 2Fb

SG 0% 1Fc

SGO%2AFc
CH;Cl,

2 Naftol {

0 Acido O
benzoico

bezdico

I

|

1 Acido dihidrox [
!

B Antraceno ¢
|

m Acido hidrex:
naftoico

Bi Criseno

i
EOibenzo (a,h) |
antraceno

SG 0% SF ¢
acrdo oxahco

Figura A 1 16 Fraccionamiento del estandar Num-5, en las muestras 2 v b la primera fraccion con hexano v la
segunda con metanol / dcido oxdlico, la acotacién 70:100 significa la relacion de la reaccion de sililizacidn,
La muestra c s fracciond en tres con hexano, diclorometano v acido oxalico. En todos los casos se utilizd
silica gel deactivada al 0%,
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Tabla A 1.21 “Clea-up” del estandar Num.5 en columna con silica gel desactivada

3%
mL Fenol {Dimetl [Acido Benzo Naftol  [Acide Acido Antraceno { Acide 1 Criseno | Dibenzo
fenol benzeico |quinona hidroxi difudrox: Hidrox {a.h)
benzoico |bezoico naftaico antraceno
8G 3% 1Fa 011} 000 413 oco! 000 000 QCco 97 43 0.00; 81.51 56.49
SG3% 2F a 723 6830 &0.47 87.08| 3.7C 52458 31.01 325 51.08] 655 1432
7
5G 3% 2F(a) 804 | 6626 59277 11202 480 5414 5000 2.72 5.1 5.89 13.07
70100 4
SG3%1Fb Qo0l Q.00 oot 000y CO00 Q.00 0.00 8498 Q00| 7487 58.8¢
SG3%2FH 455 | 2.7 3258 4553 000 3483 10.08 062 18.62| 257 3.05
2
SG3% 1F ¢ 000 000 0.00 000 Q00 000 0.00 42.72 0.00 4289 21.16
8G3%2Fc 712 | 60.79 83.57 8835 247 8008 22.83 206 58.85| 860 17.88
&
SG3% iF ¢ 017; OCD 000 000] 005 acoo 0.00 87.29 000 6258 327
SG3%2F d 5 7116 258 55041 000 .00 0.00 1.98 0.00{ 15.85 665.52
3
SG3%3F d 228] 820 52.20 6831 000 4565 3.35 Q.00 223, 000 oao
"Clean un" 2! estandar Num. §, :
Columna con 0.5 g silica get 3%
2 fracciones y 3 fracciones
12000 - - ---
Hooo—o—m7w ——— SR — -
Elfeno!
100 G0 —
@ Pmeti fenol
9000 .’ - MAcido benzoice
8000 5 {1Benzoguinena
200 ENafiol
£
gsg ol mAcido OH- benzéice
£ ‘BAGIdO chifngrexi bezdied
5000 +——
DAntracenc
4000 t
| gy hidroxt Acido naftoico
1
WLO }
Blnseno
2000 ithbenzo {a,h) antracerjc
1000 - §
oo 3.8 ] : |
SGI% 1FaSG3%2Fa SGI% 56 3% 1F bSG 3% 2F S 3% 1F cSG 3% 2F oSG 3%1FdSGS%2FdSG3%SFd :
2F(a)
70100 ’
]

Figura A 1.17 Fraccionamiento del estandar Num-5, en las muestras a, b ¥ ¢ la primera fraccién con hexano v
la segunda con metanol / dcido oxélico , la acotacion 70:100 significa la relacion de la reaccion de sililizacion.
La muestra d se fracciond en tres con hexano diclorometano y 4cido oxdlico. En todos los casos se utilizd

silica gel deactivada al 3%.
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Fabla A 1.22 “Clea-up
8%

“del estandar Num.5 en columa con silica ge! desactivada al

mb Fenol |Dimetll |Acido Benzo Naftol  |Acido Acide Antracenc | Agido 1 Crseno | Dibenzo
fenol  |benzdico quinona hidréx ditudréx hacroxi {a.h}
benzdico {bezdica naftoico antracann
SCe% 1Fra 0.00; 3838 000 344 000 000 .00 84.13 000 8052 7885
8G 6% 2F a 734 | 2280 6202 3275 2407 8288 4777 140 5214; 159 0.00
7
SG 6% 1F b Gao oo 0.Co ocol 000 000 000 8543 Q.00f 8080 65.65
SC 6% 2F b 412 1 2684 10 BVE7; 00 31.23 3503 0.70 16309 084 174
1
SG 8% 1F ¢ 00C] O0C le}s o] 000! 000 000 0.00 88 69 0.00f 80.ec 71.10
SG8% 2F ¢ 71 66.32 7287 75.78] 1543 10330 49 44 165 7225 1.86 240
8]
SG 6% 2F ¢ 858 { 6492 76857 10000l 2080 9588 83.82 152 w200 191 233
7O100ulL 8
SG 6% 1F g 000; 4836 Q.00 32851 000 aoo 800 89.80 Coo| 72.03 7219
SG 8% 2F d 76.5 ] 21.42 0.00 63.968] 2284 000 0.00 128 0.00 164 ¢.00
CH2Ci2 1
SG 8% 3F d Q.17 1036 66.67 Jessl 000 85.20 1780 Qco 26827 OO0 000
Acido oxdlico
"Clean up" al estandar No.5,
Columna coii 0.5 ¢ silica gel 6%
2fracciones y 3 fracciones
12@00] -- T —— - - faferer
5 Dimettf fenol
16000 \ | B Acido benzoicd
1 Benzogumona
30 00— — - - o — - — -
= E _ E-‘ | B Naftol
a | 2 ﬂ : } 1§ Acido OH-
3 | H e 3 benzéico
= G000 +— H &
= { B Acdo dimdrax
L { bezoico
¥
i £ ! mAntracene
4000 i - NV ¢ _l
1 i i ' & Actdo hidroxs
- § naftoico
5 i #Crseno
200048~ ’ .
PL i } o Dibenzo (a,h)
§ ;  antraceno
i | .-
ODOE ﬂ B & -AK ¥ :I . g RS + B
BG &% 1F aSG 6% 2F a 55 6% 1F bSG 6% 2F b SG 6% 1F c S 6% 2F ¢ SC 6% 2F ¢ SG 6% 1F d 5G 6% 2F ¢ SG 6% 3F d
70 100ul SHCL acido
oxalico

Figura A 1.18 Fraccionamicnio del estéandar No-5, en las muestras a. b ¥ ¢, la primera fraccién es con hexano

y 1a segunda con metanol / 4cido oxélico, la acotacién 70:100 significa la relacién de la reaccion de
sililizacion. La muestra “d” se fracciond en tres con hexana, diclorometano y dcido oxslico. En todos ios
casos se utilizd silica gel deactivada al 6%.
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Tabla A 1.23 “Clea-up”del estandar Num.5 en columa con silica ge! desactivada al

B %
mL Fenol [Dimeti TAT:ldo Benzo Naftol |Acida Acido Antraceno{Acide 3 [Cnseno | Dibenzo
fenoi  |benzdico jquinona hidréxi dihidraxi hidroxi {a.h)
benzéico |bezdico naftorco anfracena
SCG8% 1F a Coo] 11.74 0.00 212} Q00 Q.00 ooo o0 GO0 B8 1723
SG8%2F a 500 1 1580 37 3585 2778 37 24 18 44 045 Q00| 051 Q.00
o]
SG8% 1Fb 0.00! 000 000 0.00; 0.00 0,00 G.Co 47.46 000, 4257 27.92
SGE8% 2F b B3 189,34 58.43 D407 247 62.46 754 235 17131 173 aag
5
SG8% 1Fc 0.00| 000G 000 0.C07 Q00 0.00 000 85.84 800 7831 72.18
8G 8% 2F ¢ 889 | 6079 7287 78.49) 309 78.08 33.52 11 7151 . 0.00
4
SG8% 2Fc 773 | 6560 78.67] 10500f 400 808 80.29 1.05 7990 108 a0
70 100uL 7
“Clean up” al estindar Num. &,
Columna con 0.5 a silica gel 8%
2 fracciones y 3 fracciones
120 00 - - e T r e — - -
£ Feno! }
100 00 ————— | B Dimetil fenat
2 Acii benzolcji
¥ DOBenzoquinona;
c 8000 |
S B Naftol I
[y £
2 . i
2 BAckoOH- |
2 benzoico
-] R Acido didrox
= 8900 beztico !
E 1 Antiaceno W
‘ ;;é 7 ®Acido hidroxt
% naftolco !
4000 f—res—m—— % 7 | Cnsenc
=
§ Dhibenzo(ah) |
3 antraceng
200 &
|
000 4L % : ;N o E - .
5G 8% 1Fa SG8%2Fa SG8% 1Fb SG8% 2Fhbacetc SG &% 1Fce SC8%2F¢ 3G 8% 2F ¢
acw 70 100uL

Figura A 1.19 Fraccionamiento del estandar Num.5, en las muestras a, by ¢ la primera fraccidn es con hexano

¥ la segunda con metanol / 4cido oxalico , la acotacion 70:100 significa 1a relacion de 1a reaccion de

sililizacion.. En todos los casos se utilizé silica gel deactivada al 8%.

En todos los casos se observa que cuando la relacion de sililizacion es de 70:100
se existié una eficiencia mayor, también se observa que la interferencia que causa
le adicion de la cetona, provoca que no exista una uniformidad en lo resuitados,
de manera que no se puede hacer comparaciones con certeza. También se
observa que la aparicién de dimetilfenol en la primera fraccién se debe al tiempo
én que se cambia el vial para recolectar la segunda fraccién mas que a la
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selectividad de la columna, pues para una misma desactivaciéon en la silica gel se
observa que en unas muestras aparece y para otras no. Asimismo, gueda claro
que para no existe una significativa diferencia en ia eficiencia de recuperacion
cuando se hace el fraccionamiento en tres. Por todo esto se procedio primerc a
repetir el experimenio antes planteado pero en esta ocasién se retiré la cetona.

- ~«perimento 14. Obtencion de las condiciones optimas
para fraccionar una muestra real.

Con el propdsito de encontrar las condiciores Gptimas para realizar el
fraccionamiento de una muestra que sea representativa de los posibles
metabolitos que surgen de la biodegradacion de tres HPA, se prepara el estandar
Num. 6 que contiene & posibles metabolitos y tres HPA. Teniendo en cuenta todos
los experimentos anteriores, se preparan seis coiumnas con 0.5 g de silica gel
para cada uno de-los siguientes porcentajes de desactivacion al 0, 3, 6 y 8%, la
suspension e silica gel. La columna se llena suspendiendo la silica en hexano al
igual que el acondicionamiento. En cada una de las columnas se depositan 2 mL
del estandar Num.6 el cual est4 inicialmente disuelto en diclorometano, por o que
28 necesario cambiarle por hexano utilizando e! rotoevaporador a una temperatura
de 30 C y 300 mmHg, hasta un volumen de 0.5 mL para aforar posteriormente a 2
mL con hexano. Para comprobar la eficiencia durante este proceso se toman
muestras de 70 ul de algunos de los esténdares asi preparados antes de asr
fraccionados, ios resultados se presentan en la tabla A 1.24

Tabla A 1.24 Evaporacidn de 2mi de Estandar Num. 6 hasta 0.5 usandc
rotoevaporador , y aforando con hexano hasta 2 mL.

mb Fenal Dimetil fencl | Acida Naftol Acido Antraceno  jAcide 4 Criseno Dibenzo
benzoico droxi hidréxi {(2,iy)
benzoico naftoico aniracena
Estd 10320 103.75 10763 108.63 8621 10524 97.42 10048 103.78
Num &
Hexano 1
Estd. 87 40 8584 £3.80 10553 58.28 109 81 93.44 83240 10280
Num &
Hexanp 2
Estd. 20¢ 8392 S0.02 93 24 72.80 S7.70 o8 41 95.01 84.84
Num, &
Hexano 3
Estd. 10287 10375 103.72 108.61 7743 103.83 10232 102080 10828
Num. 6
MHexano 4
Estd. 102.04 100.79 £8.83 104.51 74.43% 105.48 95.43 101.60] 104.54
Num €
Hexanc 5
Esid. 10297 10277 102.74! 108.83 83.48 103.28 100.4C 102.04| 104.73
Num. &
Hexano 6
Estd. 87 20 85.97 86.11 93.24 £8.97 94 40 93.44 8230 81.35
Num. 8
Mexano 7
Estd. No 6 $8.20 87.68 98.41 103.43 74.54 961.68 87.27 88.96| 101.18

hex, i
\promedio. i
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Como se puede observar en la figura A 1.20 la eficiencia del proceso de
evaporacion es aceptable para la mayoria de los compuestos.

Evaporacion def 2 mL de Estandar Num.6 hasta 0.5 mL , usandc
rotoevaporador, aforandosa 2 mi con hexano

Thr AGLE O

12080-;

100 00 4%

&3 Fenct

B Dimetl fenol

t1Acido benzoico

B Naftol

8 Acide OH- benzoico
B Antraceno

8 Acido hidroxi naftoico
C1Cnseno

@Dibenze (ah} antracenl
 ——

Y% rgeuperacibn
3
g

(AR 2o G 1 Ak A el

2000-1 3

000 5N . | o | i
Estd No6 Estd No§ FstdNoB EstdNof§ FEstdNof EstdNos5 Estd Nos Ssid No 6 hex
Hexang 1 Hexans 2 Hexang 3 Hexanoc 4 Hexang 5 Hexano 6 Hexano 7 promedhic

Figura A 1.20 Eficiencia del proceso de evaporacion de estdndar Num. 6

Una vez disuelto el estandar en hexano se procedio a fraccionamiento utilizando 7
mi de hexano para ia primera fraccidn y 8mL de acido oxalico, tres columnas con
a una concentracion de 0.085M v las tres restantes con 0.17M. Los resultados
para cada uno de los ensayos de silica gel deactivada a diferente porcentaje se
presentan en las tablas A 1.25 a 1.28 en las figuras A 1.21 a 1:24.

102



Anexc |

Tabla A 1.25 Fraccionamiento del estandar Num.6 utilizando columnas con 0.5 g
silica gel 0% H20 1°fraccién eluida con 7ml hexano vy la 22 Fraccién con Met-OH /
acido oxatico 0.17M y 0.085%, porcentaje de recuperado.

mL Fenol Dimetl fenol |Acida Nafiol Acido Wtracenn Acido 1 Criseno Dibenzo
benzolco hidraxi hudroxd {a,h)
benzgico naftolco antrageno
1F (1) 0.00 oo Q.00 000 0.00 S2 60 000 8456 80.53
2F (1) Acido 5290 50.58 795 56.44 a0 87 Q36 5418 444 326
Oxalico 0 17M
1F (2) a0 0.00 0.00 .00 Goo 8963 Q.00 8226 7382
2F (2) Acido 72.74 89 80 7756 7525 62 08 099 76.84 673 824
Oxalico 0170
1F {3 0.00 0.00 oQo 000G 0.CC 8404 0.00 72.44 68.34
2F (3) Acido 67 07 §2.72 &8.61 70.30 52.35 159 7051 585 863
Oxélico O 17M
iF (4) 0g4 goo c.o0 Q.00 0.00 8383 0.00 86.05 79.95
2F (4) Acida 64.24 56.65 7955 .25 7213 Q.52 61.31 6.21 8.24
Oxalico 0.085M -
1F (5) 0.00 Qoc QoG 000 000 9367 000 89.56 80.53
2F (5) Acido 5290 43,50 75.57 5531 7813 a5z 80.2¢ 435 5.18
Oxahco O CB5M
1F (8) 094 000 0.00 G.Co .00 87.73 000 83 B7 82.79
2F {6) Acido 5857 40 57 7060 67.33 75.48 036 89,49 560 824
Oxdlico O 085M b
Fraech fonty dol esti Num &
En columnas de silica gel con 0,84 21 0 % 1° Fraccién 7ml, riexane ,
2* Fratoion comparacién de 2 Taci acide oxilico 0.17M vy 0.08M
100005 - - - - - . T - -
HFenol
scoo B Cimetifenct
80 00— - o . . B [ Acidobenzotco
B Naftef
7000
B Acido OH-
benzowo
5 8000 H Antracenc
s
=
@ . B Acdohid
§- 5000 n:;m?cé roxt
20 DCnsenc
= oacoo
A Dibenze(ah)
aniracenc
30 00+
20604~ ] ‘:; :_ -
10061 489 . i §iR
W) ) W@ @ F@ 2P F@) 2F@ IFE 2F(E) FE) 2F@E
acido acido agido acida acide acido
Cxalico Cxalico COxalico Oxdlico Oxalico Cixaligo
L 017m T17M O 1IM O 085M O 085M 0 08sM

Figura A1.2]1 Fraccionamiento del Estandar Num.6 utilizando silica gel desactivada al 0% v eluida ia primera
fraccién con 7mL de hexano, para la segunda fraccién tres muestra se eluyen con dcido oxdlico 0.17 My tres
con 0.085M.
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Tabla A 1.26 Fraccionamiento del estandar Num.6 utilizando columnas con 0.5
silica gel 3% H20 1°fraccion eiuida con 7mL hexanc y la 2° Fraccicn o~ - - -
acido oxalico 0.17M y 0.085%, porcentaje de recuperado.

mL Fenal Dimet fenol [Acido Natol Acido Antraceno  |Acido 1 Crisenc | Dibenzo

benzdico hidréx: hidréxi (a,h)
benzdico naftoicn antraceno

1Y 0.00 0009 000 Q00 Q.00 93.79 0.00 8245 8589

2F (1) Acido 66.13 81 71 88 61 7426 60.87 075 86 42 177 364

Oxdlico O 17M

1F (2) 000 000 000 000 B.o0 5178 o000 8028 68 45

2F (2) Acido 51.01 41 47 7259 78.24 680.87 .71 65.40 169 620

Oxglico C17M

1F (3) 0.00 000 000 G.00 006 8737 0.00 8613 79.57

2F (3) Acido 73.68 67.77 76.56 77.23 68939 0.20 83.80 c32 1.53

Oxdhco 0.17M

1F {4) 000 13.15 0.00 0.00 000 84.78 0.00 85 44/ 8280

2F (4) Acido 8707 4957 7758 79.21 7913 020 88.47 032 0ao

Oxdlico 0 G85M .

17 (5 81s.0] 7.08 0.00 000 ooo 8535 0.C0 83.35 78.80

2F (%) Acido ] 5857 4451 88.61 7624 8452 00 80 26 000 .0C

Oxalico 0.085M

1F (6) 0.00 Q.00 000 0.00 Q.00 8345 000 85.32 T3

|2F (6) Acido 54.79 42,494 89.50 73.27 6817 0.20 6438 024 0.00

[Ox4lico 0.085M l

Fraccionamiento del estandar Num.6
En columnas de silica gel con 0.5g al 3 % 1% Fraccién Tml.Hexano,
22 fraccién comparacion de 2 concentraciones scido oxalico 0.17M ¥ 0.085M
12900] - - - - - e -
100 00
80 00 ‘—Er : Fenol
i B Dimetifeno
5 ' OAcdobenzéico
g | [ENaftol
g 6000 B Acido OH-benzdico
& & Antraceno
= T . {@Acdomdroxinaftoco
BCnsenc
Lislea) B Dibenzo(a hyantraceno)
2000 i
aag -
1F {1} 2F (1) TR {2) 2F 2 1F {3} 2k 3 1F & 2F (4} 1F (5} 2F (5) 1F B 2F (8
acido acido aoido acidp acidoe acido
oxalce oxalico oxalico oxalico oxalico oxalico
L g1i7M 01T 0T 0 0soM Q OBSM 0 085Sk

Figura A1.22 Fraccionamiento del Estdndar Num.6 utilizando silica gel desactivada al 3% v eloida la primera
fraccion con 7mL de hexano, para la segunda fraccion tres muestra se ¢luyen con dcido oxalico 0.17 My tres
con (0.085M.
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Tabla A 1.27 Fraccionamiento del estandar Num.$8 utiiizando columnas con 0.5 g
silica gel 6% H20 13fraccion eluida con 7mL hexano y la 22 Fraccién con Met-OH /
&cido oxalico 0.17M y 0.085%, porcentaje de recuperado.

mL TF’enol Dimeti fenoi |Acido Naftol Acido Antracene  |Acido 1 Crnsenc Dibenzo
benzeico hidrénc hdroxi [EX)]
benzoico naftoico antraceno
1F {1 000 G7 0G0 800 Q0C 9588 o0 9411 o3 78
2F {1) Acido 35 S 8% 40 20,10 88.87 000 crge ) oo 0.00
Oxditco 0 17M
1F (2) Co0 36.44 000 000 000 92 60 000 82 42 8054
2F (2) Acdo 85.96 40.45 89.49 87.13 9739 oGO 8212 000 0.00
Oxalico 0.17M
1F (3) o] ¢ e} 2529 000 0.00 000 85.58 0.0C 84,76 82.44
27 {3) Acido 68.96 37.43 .57 74726 80.35 023 8.7 036 000
Oxalco 0 17M
1F{4) G.60 000 a.00 [0ks.9) GO0 8210 js1e.¢] 78.40 78 B0
2F {4 Acido .74 42 48 7457 7225 85741 D28 53.36 0.40 Q.00
Oxélico 0 085M
1F (5) oo0 47 54 0.00 000 aQc o478 G.co g3.27 91.65
2F {3} Acido S1.01 1917 7258 72.28 71.83 0Lo B84.38 016 oCo
Oxdlico 0.085M
1F (6) (00 4] 810 0.00 Q00 000 86.78 000 86.13 8033
2F (8) Acido 3.6 2327 €1.65 635 50 E5 ..o 58.20 0.28 0.Co
Oxélico 8.085M
Fraccionamiento del estindar Num &
En columnas de silica gel con 0.8g ai 8 % 1° Fraccién 7TmL hexane,
2 fraccién comparacién de 2 concentraciones dcido oxalice 0.17M y 0.085M
120 89 T -
10000 E
éi ol B, [l g
ool — BB BN B Benol i
EE Dirnetil fencf E
= Oacidobenzdico E
3 H £2Naftol ;
i 8000 § 1 ] Wacido OH- benzoico I
§ { antraceno ]
= . {Bacdohdionafiocs |
1 Elcriseno i
40 004 & Dibenzo(a,h) antracenJ
-I B -
i I i
1F (1) 2F (1) IF (2} 2F (2 1F 3 2F3E 1F (4) 2F {4) 1F (5} 2F (8) 1 (8 2F (&)
acido acido acido acdo acido acida
oxalice oxalico oxaheo oxaiice oxafico oxalico
i 017 g7 C17™ 0 085M 0 085M 0 085M

Figura A1.23 Fraccionamienio del estindar Num.6 utilizando silica gel desactivada al 6% y cluida Ia primera
fraccion con 7mL de hexano, para la segunda fraccién tres muestra se eluyen con 4cido oxalico 0.17 M v tres

con 0.083M.
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Tabla A 1.28 Fraccionamiento de! estindar Num.$ utilizando columnas con 0.5 g silica gel 8% H20
1fraccion eluida con 7mL hexano yla 22 Fracci6n con Mei-OH / 4cido oxalico 0.17M %
porcentaje de recuperado.

1Fraction Hoxane {a) 2ZFract Met-OHf3oido

Cx&lico (a)

iFracton Hexane (b)

2Fract Met-OH/fgcidooxahco (b)

X’mL Fenal Acido Naftal Acido Antracenc  |Acido 1 Cnsend Divenzo
benzéico hidrox hidréxi (a.h}
benzdica naftoico antraceno
1 fraccion 0.00 ann o000 000 55,88 0.0G 84.11 93.76
Hexano{a)
2 Fraceion Met- 7935 89.49 20.10 88.87 Q.00 92 85 o000 0.00
CH/Acido Oxalico
(@
1 fraccién 000 0.00 G.00 0.00 92,60 0.00 a2.42 8954
Hexano(b}
2 Fraccion Met- 85.96 8a.40 87.13 g97.39 ooo 9512 000 0gca
CHAcido Oxahco
(B _
1 fraccién 0.00 000 Qo0 400 9265 oco 80.66 88.18
Hexano{c)
2 Fraccién Met- 73.76 8083 72.43 85.94 030 85.26 039 Q.00
OHrAcide Oxalico N
(c)
F Fraccionamiento del estandar Num .6 silica gel desactivadz al 8%,
1® Fraccion Hexano, 2° Fraccién Metanol dcido Oxélico 0.17M
120064 - e TR
100 00
3
B ‘@Ferol :
- [ @ scido benzowco :
§ B Nafto! }
£ ‘T aedo OH- bergdica
g B0 oo B t’_ Bantraceno 1
_‘E i - Décdo dion naftoco |
; Bcnseng \
BDrbenzo (a,h) antraceng
4000 i i~ —~
2000-[ — < H -
I
[
Q0 —

1Frachon Hexane (cPFract. MetOkfacido

oxahco (¢)

Figura A124 Fraccionamiento del estindar Num.6 utilizando silica ge) desactivada al 8% v cluida la primera
fraccién con 7mL de hexano, para la segunda fraccién se eluyen con acido oxdlico 0.17 M .

Como se puede observar las condiciones éptimas para lograr una buena
selectividad y una alta eficiencia en el fraccionamiento del estédndar Num.8 se
logra con silica desactivada al 8%. En los otros ensayos, si bien se logra la
selectividad en la segunda fraccion es con un bajo porcentaje de recuperzcisn,



Anexo 2

Anexo 2. RESULTADOS EXPERIMENTALES DEL
ANALISIS CROMATOGRAFICO

En este anexo se reportan sdéio los datos experimentales de los ensayos de
biodegradacién tal como fueron obtenidos dei anaiisis cromatogréfico, para
posteriormente realizar un analisis de estos resultados en ef anexo 3.

El analisis cuantitativo de las muestras se realizé en un cromatégrafo de gases
con detector de espectrometria de masas, el cual se calibré con un estandar de
los compuestos HPA en concentraciones de 1 a 100 ppm con el propédsito de
establecer si existja linealidad entre ia concentracidén de HPA y la respuesta del
detector, con el proposito de trabajar en forma confiable, lo cual se cumplio para el
intervalo de concentraciones de 10 2 100 epm. Cabe aclarar que las muestras
con HPA para calibrar ef equipo se inyectaron al mismo tiempo que las muestras
del suelo del estudio de bicdegradacién, con objeto de que todos Ios analisis
fueran realizados en idénticas condiciones. Se obtuvieron coeficientes de
regresion.de 0.94 o menor, lo que muy probable se deba a que las condiciones de
respuesta del detector de masas varien a lo largo del tiempo, especiaimente si el
analisis se realiza en forma continua con una duracion de 40 horas,
aproximadamente. La cuantificacién de los analisis cromatograficos se realizé
mediante el programa interno con que cuenta el procesador del cromatdgrafo,
para lo cual se construye una curva patron utilizando los datos de los astandares
de HPA, invectados junto con las muestras, correlacionando el area de los pIicos
con la concentracion correspondiente. Los resultados derivados de la fase
experimental se presentan en las tablas siguientes

Dibenzo(a,h)

Antraceno Criseno antraceno
Conc ppm Area Conc ppm Area Conc ppm Area
1.09] 646021 1.08] 4523944 0.51 345943
20.8| 20332131 18.95| 22083648 10.78] 18032781
41.6| 65981204 38.7| 58971383 21.55| 60286498
71.5 67227787 75.9 71861338 38.77| 68819602
109.28/101486325 107.92/110049954 67.761107938214
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Asimismo se debe considerar que la concentracion inicial del antraceno y crisenc
en los suelos 2 y 3 fue de alrededor de 500 ppm y teniendo en cuenta que de los
10 g aproximadamente de mezcla que se depositaron en el cartucho para el
proceso de extraccion, 5 g son de suelo y que el volumen final de extracto crudo
es 2.5 mL después de la evaporacién, lo mas probable es que la concentracién de
Criseno o antraceno en el extractc crudo estuviera alrededor de 1000 ppm, vy
recordando gue intervalo de linelidad en la curva patrén de cuantificacion de HPA
es para muestras que estan dentro del intervalo de 0 2100 ppm, fue necesario
diluir las muestras al momento de hacer el analisis del extracto crudo.
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A 2.2 Anélisis cromatografico del suelo con inéculo {tratamiento1}

Para el tratamiento 1 la toma de muestras fue conforme z lo programado, el

procedimiento de extraccidn se realizd de acuerdo con el protocoio sefialado, las

cantidades que se mezclaron con Na>SO. ( sulfato de sodio) y suelo se indican en
T
|

ta tabla A 1.1, el peso de sueic seco se caiculd tomando en cuenta la cantidad de
agua.

Tabia A 1.1 Condiciones experimentales en 2 extraccién del suelo con inécuio
{tratamiento 1),

Dia Peso del |Pesode {Na,SOQ. Peso (g) |Peso (g) |Peso (g) Peso (g)
vaso la muestra|adicionado |Cartucho gartucho Suelo seco a |Suelo seco b
a
0 741.800 10.979 10.965] ©.783| 10.212 4.000 4.175
4 730.919F 10.881 10.833} 9943 10928 4071 4. 475
8 720.262 10.657 10.765; 10.951 9.859 4.452 4.008
18 710.081 G171 i0.180) 10.212] 10.034 4.170 4,098
32 699.631 10.460 10.456) 9.912 11.224 4.050 4,585
64 888.914 10.717 10.715) 10.385; 10.815 4243 4418
80 6877.777 11.137 11.137] 10.780 9.816 4.404 4.010
132 667.545 10.232 10.228( 10315 10.798 4215 4412

La extraccion se llevd a cabo todas las muestras pero el andlisis cromatografico
sOlo a la de los dias 0,16 y 90, no encontrando concentracion de HPA |

A 2.3 Anadlisis cromatografico del suelo con HPA y azida de sodio
{tratamiento 2)

La extraccion en el tratamiento 2, que inicialmente tuvo una concentracion de 500
ppm, se realizd con las condiciones sefialadas en latabla A 1.2

Tabla A 1.2 Condiciones experimentales en la exiraccion de muestras de suelo con
HPA y azida de scdio { tratamiento 2).

Dia Pesodel [Pesode [Na.SO, Peso (g) |Peso (g) |Peso (g) Peso (g)
vaso la muestrajadicionado |Cartucho gartucho Suelo seco a iSuelo seco b
a

0 765.700 + 10.863 10.862 9.790 | 10.309 4,000 4212
4 755.029 | 10.671 10.646 10.028 | 10.108 4.102 4135
8 744642 | 10.387 10.333 10.544 | 8.354 4,318 3.422
16 734,359 | 10.283 10.279 10.093 | 10.347 4,124 4228
32 723770 | 10.58% 10.771 9.996 ;| 11.04¢ 4.049 4476
B84 712.850 | 10.820 10.823 10.380 | 10.808 4.244 4.458
80 700,987 | 11.883 11.883 10.650 | 11.063 4.351 4.520
132 690.834 | 10.133 10.132 10.320 | 10.452 4217 4.271

El tratamiento 2 sirve como referencia para observar la posibie remocion de los
HPA por factores abidticos entre los que se encuentran el proceso de extraccion.
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Los exiractos fueron obtenidos por duplicado (a) y (b), para los ensayos
correspondiente a los dias O, 4, 8, 16 y 90, despues de ser fraccionados se
dituyen 1:10, se sililizan y analizan en el cromatografo de gases, los datos para
la primera fraccién (HPA) se reportan en la tabla A 1.3.

Tabla A 1.3 Resultados del anélisis cromatografico de HPA en los extractos del
suelo con HPA y azida de sodio (tratamiento 2), concentracién en ppm

Muestra /dia Antraceno Crisesno Dibenzo(a,h)
antraceno
2adiaC 25.4G0 29.100 1.400
2a dia 4 52.050 50.346 2.874
2adia 8 13.580 12.724 0.740
2adia16 28.500 27.000 1.540
2a dia 80 58.289 56.670 3.148
2bdia 0 22.800 25.800 1.300
2hdia 4 49,383 48,535 2.968
2bdia 8 10.813 9.662 0.588
2bdia 16 28.500 24500 1.490
2b dia 90 62.088 58.200 3.281

Una vez obtenidos estos datos, se caiculd la concentracidn de los HPA,
corrigiendo por los factores de dilucién v por la cantidad de suelo sece en la

-

muestra, los resultados se reportan enlatabla A 2.4.

Tablz A 2.4 Concentracion {ppm) en los extractos {a) y (b} del sueio con HPA y azida
de sodio {tratamiento 2}, valores corregidos por el factor de dilucion.

Muestra /Dia Antraceno Criseng Dibenzo(a,h)
antracenc

2adia 0 158.749 181.874 8.750
2adiad 317.233 306.845 18.126
2adia8 78.602 73.652 4.286
2a dia 16 172.751 163.659 9.335
2a dia 90 340.649 325.61 18.088
2bdia 0 135.325 153.131 7.716
2b dia 4 293.600 293.476 17.946
2bdia 8 78.997 70.589 4.351
2bdia 16 156.685 144.860 8.810
2b dia 90 343412 321.907 18.146

Como se observa en la figura A 2.1 la concentracién inicial resuita menor que la
que se tiene para el dia 90, lo cual no es congruente, ya que al dia cero la
concentracion deberia ser la maxima, este comportamiento se explica en el anexo
3 correspondiente al andlisis de resuliados.
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Andlisis cromategrafico de HPA en muestras del suclo
con el {tratamiento 2} (a) y {b)
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'Figura A 2.1 resultados del analisis cromatografico de HPA en el tratamiento 2(a) y (b)

A 2.4 Andlisis cromatografico del suelo con HPA e indculoc
{tratamiento 3} ,

Para el ensayc de biodegradacion (tratamiento 3), para la extraccion las muestras
$e procesaron con las condiciones sefialadas enlatabla A 2.5

Tabla A 2.5 Condiciones experimentales en las muestras para extraccién def suslo
con HPA e inéculo (tratamiento 3).

Dia Pesode |Pesode [Na,SO, Peso (g) {Peso (g) [Peso (g) Peso ()
Vaso la muestraladicionado Cartucho gartucho Suelo seco a (Suelo seco b
a

0 770.100 | 10.02¢ 10.02¢ 8.445 | 10.014 3.450 4.001
4 759.240 | 10.860 10.877 10.710 | 10.188 4372 4.158
8 748.640 | 10600 "10.608 10.603 | 11.253 4.330 4. 596
16 738459 ! 10181 10.100 10.305 | 10.200 4227 4.184
32 728.212 | 10.247 10.248 8.782 | 10.8653 3.809 4.352
84 717130 | 11.082 10.086 10.427 | 10.387 4,461 4.443
80 705.888 | 11.142 10.265 10.595 | 11.253 4508 4,786
132 895.07¢ | 10.009 10.913 10.295 | 11.746 4.205 4,798

Como se observa la extraccién de las muestras se lleva acabo por duplicado
denominadas (a) y (b) y antes de someterlas al fraccionamiento o “Clean up’, se
tomd una muestra de 70 ul de cada extracto denominado “crude” con el proposito
de evaluar el proceso de fragmentacidon. Una vez que las muestras fueron
fraccionadas, se ajusté el volumen evaporando el disolvente en el rotoevaporador
y aforando a 2 mL con el correspondiente disolvente. Se tomaron 24 ul la primera
fraccidén, se diluyeron con diclorometano hasta 70 ut, de modo que Ia
cencentracion de HPA permaneciera dentro del intervale de respuesta lineal. Se
llevd acabo el andlisis en el cromatégrafo de gases previa reaccion de sililizacion
siguiendo el protocolo mencionado en & capituio 3, en las tablas A 26, 2.7 v 2.8
se presentan los datos obtenidos del analisis cromatogréafico, corregidos por los
respectivos factores de dilucién y la cantidad de suelo seco.
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Tabla A 2.6 Concentracién de Antraceno en los extractos {a) y (b} del suelo con HPA
e indculo {tratamiento 3), valores corregidos por el factor de dilucién.

Dia |Antraceno 1Fa |Antracenoc crudo a |Antraceno 1Fb Antraceno crudo b |Promedio
0 158.18 195.44 168.26 213.30 184 .29
4 3486.50 480.30 373.14 519.43 429,84
8 109.69 123.39 90.84 11017 108.52
16 242 .48 271.03 27884 284 .42 269.19
32 198.16 257.88 187.26 258.20 22583
64 174.31 215.00 294 85 338.70 255,66
80 80.56 82.85 131.28 133.20 109.47

132 7.04 7.37 7.18 7.50 7.28

Tabla A 2.7 Concentracion de Criseno en los exiractos (a} y (b} dei sueioc con HPA e
indculo {tratamiento 3), valores corregidos por el factor de dilucién.

Dia Criseno 1F a Criseno Criseno {F b| Criseno Promedio
crudo a crudo b

0 167.37 212.08 175.43 228.41 195.82
4 310.48 44721 33182 480.52 387.46

8 93.53 109.92 78.88 100.02 95.59
16 217.05 245,64 24317 258.72 242.40
32 221.28 291 .14 220.00 297.11 257.39
64 338.52 508.45 441.00 525.12 453.28
80 277.85 317.08 307.61 363.98 316.63
132 134,63 136.57 121.67 135.97 132.21

Tabia A 2.7 Concentracién de Dibenzo(a,h)antraceno en los extractos {2) v {b) dei

suelo con HPA e inécufo (tratamiento 3), valores corregidos por el factor de
dilucion.

Dia Dibenzo 1F 2. Dibenzo |[Dibenzo 1F b Dibenzo Promedio
crudo a crudo b

0 8.45 10.82 8.31 10.27 9.48

4 19.44 30.95 19.08 26.45 23.98

8 435 6.03 8.00 6.40 6.32
16 12.42 14.90 13.94 13.74 13.75
32 11.88 18.67 10.91 14.13 13.80
64 18.50 33.48 26.88 38.22 29.27
80 23.41 7.4 30.83 34.48 28.99
132 11.60 11.65 11.67 12.84 11.94

Como se observa en las figuras A 2.2, 2.3 y 2.4 la concentracion de los diferentes
HPA tiene un comporiamiento irregular fuera de lo previsto, sin embargo, los tres
compuestos siguen un patrdn muy similar y proporcional, como se puede ver
inicialmente la concentracién es menor al dia cuatro para después baijar y subir, ia
explicacion a este comportamiento se hace en le anexo 3.

113



Anexo 2

50000 +

« Antaceno ()

+ Anfraceno (a)
I
" » Anreceno(p) !
2 Antraceno ()
4o000 -4 —m Preenedin
N T T -
1k .
2
% 0000 | PERES
G | "' N
[= o
§ ] AR
: ~ "
20060 f -
w00 |- E! _— —
000 . T

o 20 G0

Figura A 2.2 Analisis cro_matograf ico de
inGeulo (tratamiento 3).

Antraceno en los extractos (a) ¥ (b) del suelo con HPA e

R

conc, ppm

20300

. + Cnseno
50000 = o — Cnseno (8} |
,{ - Cnseno |
('T N -- Cnseno (b}
400 00 !' 1 ——Promedtc
S 20000 A -

10630

ooo

0 20 40 B0

80

al

1409
digs|

100 120

Figura A 2. 3 Apdlisis cromatogréfico de criseno en los extractos

indeulo (tratamiento 3).

{(a) vy (b) del suelo con HPA ¢

1000 B

5000 4 - - —
—s— dibenzofa,k) antracens (r) i
400 ~-r— dibenzofa, b} acracena (n) \
i
4000 /a/_.. —a— dibenz(a ) erracero (b} 1
3500 - diy k) by L
’,ﬂ’—‘—'\\ “: I
z 000 54 / . T Premeso L
= fi /
g 2800 X
S sm / ‘/7 N\
//// //
1500 & Z \

500

000

40

20

B

50

100

Figura A 2. 4 Andlisis cromatogréfico de
con HPA e indeculo (tratamiento 3).

120 _140
dias
dibenzo(a, h)antraceno en los extractos (@) v (b) de! sueio

114



Anexoc 2

A 2.5 Andlisis cromatografico de los suelos con adicién de

nutrimentos (tratamiento 5, 6, 7v 8).

El procedimiento utilizado en las muestras de suelo adicionados con nutrimentos
(tratamientos 5, 8, 7 y B8) para el andlisis cromatografico es similar al que se utiiizé

n los suelos anteriores. Sin embargo el proceso de extraccién no se realizé por
duplicado, dado que la cantidad de suelo que se tomo fue de aproximadamente
5 g, para cada uno de estos ensayos. Con las condiciones experimentales que se
muestraen latabiaA2.8,29 210y 2.11.

Tabla A 2.8 Condiciones experimentales en las muestras para extraccién del suelo
con relacion C:P 100:1 {tratamiento 5).

Dia Peso de Pesodela {Na,SO, Peso (g) Peso (g)
Vaso muestra adicionado  |Cartucho Suelo seco

0 194 .35 5.49 5.49 11.70 478

5 188.89 5.11 5.12 10.77 4.40

8 183.78 5.03 5.03 10.13 4.14

16 178.75 512 5.12 10.28 4.20

33 173.63 5.40 5.41 11.25 4.58

Tabla A 2.9 Condiciones experimentales en las muestras para extraccién del suelo
cen relacién C:N:P 100:10:1 {tratamiento 8).

Dia Peso de Pesodela |Na,SO. Peso (g} Peso (g)
Vaso muestra adicionado iCartucho Suelo seco

0 1985.68 5.37 537 11.28 461

5 160.60 5.44 5.44 11.36 4,64

8 185.16 5.18 516 10.62 4.34

i6 180.00 529 5.29 10.72 4.38

33 17472 5.26 5.28 10.73 4.38

Tabla A 2.10 Condiciones experimentales en las muestras para extraccién del suelo

con refacion C:N:P 100:10:1, pH 4.2 {tratamiento 7).

Dia Peso de Pesodela iNa,SO, Peso (g) Peso (g)
Vaso muestra adicionado |Cartucho Suelo seco

0 191.43 5.36 5.38 10.48 4.29

5 186.50 510 510 10.57 432

8 181.40 5146 5.16 10.48 4.28

16 176.24 5.26 5867 11.25 4.43

33 170,98 5.79 5.80 12.11 4.95

Los datos obtenidos del andlisis cromatografico de los ensayos de biodegradacion
de HPA en los sueios con adicidn de nutrimentos (tratamientos 5, 6 7 y 8) se
corrigen por el factor de dilucion y por la cantidad de suelo seco en la muestra
correspondiente, los resultados se reportan a en las tablas A 211, -A214yen
las figuras A 2.5 -A 2.8
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Tabla A 2.11 Condiciones experimentales en ias muestras kara extraccidn del suelo
con relacion C:N:P 100:10:1, pH 2.2 {tratamiento 8).

Dia Peso de Pesodela [Na,SO. Peso (g) Peso (g)
Vaso muestra adicionado  |Cartucho Suegio seco

g 193.14 578 5.78 11.97 4.89

5 187 88 505 5.05 10.41 4.25

8 182.83 5.41 5.41 11 12 4.54

16 177.43 5.15 5.14 10.30 4.21

33 172.28 5.00 5.01 10.58 4.32

Tabia A 2.12 Concentracion (ppm)} en el extracto del suelo con relacién C:P 100:1
{tratamiento 5), valores corregidos por el factor de dilucién.

Dia Antraceno Criseno  |Dibenzo(a,h)
- antraceno
0 232.34 231.41 11.79
5 103.12 94.64 6.00
8 262.45 283.08 20.67
16 205.94 21011 15.87
32 113.34 127.13 9.42

Tabia A 2.12 Concentracién {ppm) en el extracto del suelc con relacién C:N:P
100:10:1 {tratamiento 6), valores corregidos por el factor de dilucidn.

Dia Antraceno Criseno  |Dibenzo(a,h)
antraceno
0 172497 174.43 13.79
5 191.681 194.74 16.18
8 267.77 298.09 2342
18 56.96 53.57 8.79
32 131.39 129.30 19.97

Tabla A 2.12 Concentracién (ppm) en el extracto del suelo con relacién C:N:P
100:10:1, pH 4.2 {tratamiento 7), valores corregidos por el factor de dijucién.

Dia Antraceno Crisenc  [Dibenzo(a,h)
antraceno

0 212.21 218.97 18.07

5 96.75 94 .94 7.82

8 223.97 207 .48 19.43

16 192.40 196.09 17.48

Tabla A 2.12 Concentracion {ppm} en &l extracio de! suelc con relacién C:NP
100:10:1, pH 9.2 (tratamiento 8), valores corregidos por el factor de dilucién.

Dia Aniraceno Criseno  |Dibenzo{a,h)
aniraceno
0 182.45 187.06 14.10
5 218.01 225.43 17.62
8 212.84 211.50 15.46
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Figura 2.5 Anélisis cromatografico de los extractos del suelo con relacion C:P 100:1 (tratamiento 5)
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Figura 2.7 Analisis cromatografico de los extractos del suelo con relacion C:N-P 100:10-1 pH 4.2
(tratamiento 7).
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Figura 2.8 Andlisis cromatogréfico a los extractos del suelo con relacion C-N:P 100:10:1 pH 9.2
(tratamiento 8).

Los resultados obtenidos en los ensayos de induccion de biodegradacion; en los
tratamientos 5, 6, 7 y 8 tienen un patrén similar al observado en los tratamientos 2
y 3.
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Anexo 3. PROCESAMIENTO ESTADISTICO DE LOS
RESULTADOS EXPERIMENTALES

A 3.1 Resultados del suelpo con HPA v azida de sodio {tratamiento 2).

En el anexo 2 fueron reportados los datos experimentales tal como se obtuvieron
en cada uno de los ensayos, corresponde a este anexo la explicacion e
interpretacion de los resultados. El analisis comienza con los resuitados del suelo
con azida de sodio (tratamiento 2), este ensayo fue planteado para observar la
remocion por factores abioticos, ya que al agregar la azida de sodio se garantiza la
nula actividad microbioldgica. Se sabe también que los HPA son compuestos gue
dificilmente se evaporan. Con base en lo anterior, la concentracion de HPA en el
tratamiento 2 debe permanecer sin variaciones, para antraceno y criseno 500 ppm
y para dibenzo(a, hlantraceno 50 ppm. Sin embargo, al observar los resultados del
anexc 2 tabla A 2.4 las concentraciones de HPA permanecen por debajo de ios
valores mencionados, aun en el dia cero, manteniende variaciones como se
muestran en ia figura A 2.1, debido principalmente a la eficiencia del proceso de
extraccion y la adsorcion entre los HPA con el suelo. E! céleuls de |a eficiencia de
extraccion se hace dividiendo los valores encontrados de antraceno y criseno
entre 500 y los de dibenzo(a,h)antraceno entre 50, de esta forma se obtienen los
resuttados de la tabla A 3.1

Con estos datos se elabord fa gréfica A 3.1 y A 3.2 donde se puede observar que
la eficiencia de extraccién no es la misma para cada uno de los dias de muestreo.
También se observa que durante la exiraccién hay una selectividad del disolvente
empleado para cada unc de los HPA, asimismo se encontré una relacion entre la
eficiencia de extraccion del dibenzo(a h)antraceno con la del antraceno y criseno.
De esta forma se logrd determinar que, si la eficiencia de extraccion del
dibenzo(a,h)antraceno aumenta, existe un aumento en forma proporciona! para e
criseno y antraceno.

Tabla A 3.1 Eficiencia de extraccion de HPA en el suelo con azida de sodio
{tratamiento 2).

FMuestra /Dia{ Antraceno —( Criseno Dibenzo(a,h)
antraceno

2a/0 | 0271 | 0306 0.154 |
2a‘4 | 0.5%7 0.587 0.359
22/8 | 0.158 0.141 T 0.087
2a/16 | 0313 0200 | 0.178
2a/90 0687 0.644 0.363
20/0 0.294 0.335 0.165 |
/4 0.616 0.600 0.381

. 2b/ 8 0.158 0.144 0.086
2b/ 16 0.329 | 0309 0.181
2b/ g0 0.684 | 0848 | 0.362

11¢



Bnexo 3

—

0300'5
0700

£ Antraceno ;

-
B Crisenc

0600

jw} Dzbenzo(a,h)antracenci“‘

0500 +——

0400
0300

0.200

Eficiencla de extraccion

0100

aoce

[

dias

Figura A 3.1 Eficiencia de extraccién en el sueio con HPA y azida de sodio (tratamiento 2} 2a.
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Figura A 3.3 Propaorcidn de dibenzo(a,h)antraceno con criseno y antraceno en la muestra 2a del
suelo con HPA y azida de sodio {tratamiento 2).
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Para encontrar cual es la proporcion entre la eficiencia criseno y/o antraceno con
el dibenzo(a,h)antraceno se elaboran las figuras A 3.3 y 3.4, donde mediante sl
analisis de regresion lineal se obtiene la proporcién que mantienen.

1

Proporcion con Antraceno

0.800 - -~ mmr— e

& Antraceno y =178 :

00790 = criseno w‘ T REEggg e T |
] 4 Uneal (Griseno) | /’@ ‘
Los0o i ~——— :
Eﬁ 0500 e Lineal {(Antracena) i | / y=172x |
2 R?=098 |
o ———
= |
T'T': 0 Proporcién con Criseno l
30. o
|
|

0.000 +—

T T T ‘
0.000 0050 0100 015C G200 0250 0300 0.350 0.400;
% Dibenzo{a,hantraceno |

T = T 1

Figura A 3.4 Proporcién de dibenzo(a,hyantraceno con criseno y antraceno en ia muestra 2b del
suelo con HPA y azida de sodio (tratamiento 2).

Como se puede observar los valores de correlacion para el crisenc y antracenc en
las muestras 2a y 2b, son muy parecidos. Sin embargo la verdadera importancia
de esta correlacion, radica en el hecho que al conocer la eficiencia de extraccian
del dibenzo(a,h)antracenc se puede calcular ia de extraccién de los otros dos
compuestos. Considerando ademas que este es un compuesto que dificiimente se
llega a degradar, se puede utilizar entonces como estandar interno.

De esta forma los vaiores obtenidos en la tabla A2.4 son corregidos por un factor,
que esta determinado por la proporcién del criseno o antracenc con el estandar
interno y por la eficiencia de extraccion, encontrando asi la concentracién de HPA
en suelo, como se observa en latabla A 3.2

Tabla A 3.2 Concentracién de HPA en las muestras 2{(a) vy 2{b) el suelo
con HPA y azida de sodio {tratamiento 2).

Muestra /DialAntraceno  ICriseno Dibenzo(a,h) [% remocion % remocian
antraceno Antraceno  |Criseno
2al 0 498.43 513.53 50.00 0,31 -2, 71
2a/4 480.82 418.24 50.00 384 18.35
2a/8 503.84 424 .57 50.00 -0.77 15.09
2a/16 508.42 433.18 50.00 -1.68 13.37
2a/%0 517.40 44474 50.00 -3.48 i1.05
2b/ Q 492 65 434 62 50.00 1.47 3.08
26/ 4 467 37 389.32 50.00 8.53 20.14
2b/ 8 509.97 356,14 50.00 -1.99 2077
2b/16 499 59 401,51 50.00 0.08 19.70
2b/ 90 531.59 433.18 50.00 -6.32 13.36
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De igual forma, con los datos de Ia tabla A2.4 se calculan os resultados promedio
para las muestras 2a y 2b en la tabla A3.3, y aplicando el procedimiento que se
realizé para las muestras individuales se obtiene la proporcion para el crisenc y
antraceno con el dibenzo(ahjantraceno figura A3.5 y con esto se obtiene e

promedio de remocidn por factores abidticos figura A 3.6

Tabla 3.3 Correlacién promedio de dibenzo{a,hjantracens
con criseno y antraceno de las muestras 2a y 2b.

0.80C

Lineal (Criseno}

— Lineal (Anfraceno)

DiajAntraceno Criseno Dibenzo(a,h)
antraceno
0 147.037 167.503 8.233
4 307.916 300.161 18.036
8 78.799 72.121 4319
16 164.718 154,259 9.072
90 342030 323.754 18.117
0800 o oo oo - e - -
0.700 ]F ® i@wno L y=t180x | Proporcién con antraceno
O 600 = TISEnD [ R z =0 99 X

y=1.75% .

R?=gQo8
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|

|

!

¢.400 - |
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Figura A 3.5 Proporcion de dibenzofa h)antraceno con criseno ¥ antraceno promedio de las muestras 2a v 2b.
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Figura A 3.6 Degradacidn abidtica promedio en ol suelo con HPA y azida de sodio (tratamiento 2).
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A 3.2 Andlisis de resultados del sueloc con HPA e indculo
{tratamiento 3).

En ef suelo con HPA e indculo (tratamiento 3) se observa un comportamiento
similar al del suelo con HPA y azida de sodio (ratamiento 2). De {a extraccion que
se realizo por duplicado, se hizo el andlisis de las muestras de suelo antes de
realizar el fraccionamiento o “clean up” tabla A 3.1 y después del fraccionamiento
tabla A 3.2. lo cual permite evaluar la eficiencia de recuperacion en e! *clean up”.

Tabla A 3.1 Analisis crematogréfico de los exiractos 3(a) v 3(b) del suelo “crudo”
con HPA e indculo antes del fraccionamiento.

MuestralAntraceno |Criseno Dibenzo(a,h) | Muestra|Antraceno [Criseno Dibenzo(a.h)
. Dia antracenc dia L antraceno
(@0 195.44 | 21208 1082 (00 213.30 | 228.41 10.27
(a) 4 480.30 | 447.21 3095 |4 519.43 | 460.52 | 26.45 |
(a) 8 12338 | 109.92 6.03 (b)8 11017 | 100.02 6.40
(a) 16 271.03 | 245.64 14.90  |(b) 16 28442 | 258.72 13.74
(a) 32 257.88 | 291.14 1867 (b)) 32 259.20 [ 297.11 1413 |
(2)64 | 21500 | 50846 | 3348 |(b)64 338.70 | 525.12 38.22 #
(a) 80 9285 |317.08| 2716 |(b)80 13320 | 36398 | 34.48
(a)132 737 [ 13657, 1165 [(0)132 | 7.50 | 13597 | 1284

Tabia A 3.2 Andlisis cromatografico de la primera fraccién de los extractos
de las muestras 3(a) y 3(b) del suelc con HPA ¢ inoculo {tratamiento3].

MuestralAntraceno |Criseno |Dibenzo{a,n) | MuestralAntraceno |Criseno 1Dibenzo(a,h)

Dia antraceno dia antraceno |

i@ 0 150.18 | 167.37 845 (b0 16026 | 17543 | 831 |

@) 4 346,50 310.48 19.44 ) 4 373.14 33162 18.08

Ka) 8 109.69 93.53 485 by s l 90.84 78.88 4.57

\@) 16 24249  217.05 12.42 (b 16 278.84 248.17 13.94

i(a) 32 198.16 ;| 221.2% 11.88 I(b) 32 187.26 220.00 10.91

f(a) 64 174.31 338.52 18.50 _!(b) 64 294.65 441.00 26.88

{a) 80 30.56 277.85 23.41 ](b) 80 131.28 307 81 30.53

@132 | 7.04 [134863 11.60  [(b)132 7.19 121.67 11.67

Tabia A 3.3 Porcentaje de recuperacién el fraccionamientode los exiractos
de jas muestras 3{a) y 3(b) del sueloc con HPA e inccuio ({tratamiento3).

B Dia]Aniraceno CrisenoWDibenzo(a,h)[ Antraceno |Criseno |Dibenzo(a,h) |
antraceno 1 antraceno
(@0 8145 | 7892 | 7809 ((b)0 79.35 | 76.81 | 8095
(@4 7244 | 6943 6281 [(b)4 71.84 1 7201 72.12
(a8 88.90 | 85.08 8036 [(b)8 8246 | 78.86 71.43
(a) 16 B9.47 | 88.38 83.33  |(b) 16 98.04 | 95.92 101.45
(a) 32 76.84 | 76.01 63.62 (b 32 72.24 | 7405 77.26
(a) 64 81.07 | 66.58 5525 |(b)64 86.99 | 83.98 70.33
l(a) 80 86.76 | 87.83 86.19  l(b) 80 98.56 | 84.51 89.70
(a)132 9548 | 9857 | 995¢ (b)132 95.83 | 89.48 90.81
promedio;  84.01 81.32 76.15 promedio; 85.66 | 81.95 | 81.77
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En la tabla A 3.3 se observa que el fraccionamiento de los extractos del suelo tres
se llevd a cabo con un 85 porciento de eficiencia promedio, gue si bien no es Ia
mejor que se podria obtener, es aceptable. Lo importante en este caso es
observar que los resultados de los tres HPA para cada uno de los dias en que se
realizé la extraccion presentan un patrén de comportamiento similar, durante e
proceso de anaiisis tal como se muestra entablas A34, 35y 356

Tabla A3.4 Promedio del andlisis cromatografico de antraceno en los extractos 3a ¥
3b.

Dia Antraceno | Antraceno | Antraceno | Antraceno | Promedio | Desviacion
1Fa crudo a 1Fb_ | crudob | estandar
0 158.18 195.44 169.26 f 213.30 i 184.29 +24.64
4 | 346.50 480.30 373.14 51943 | 42984 | 18313
8 109.69 12338 | 0084 110.17 108.52 +13.38
16 242.49 271.08 278.84 284.42 269.19 +18.63
32 198.16 257.88 187.26 250.20 225.63 +38.27
64 174.31 215.00 20465 | 33870 255.66 +74.58 |
90 | 8056 | 9285 131.28 13320 | 109.47 +26.78
| 132 | 704 | 737 I 749 750 | 728 +0.20 j
Tabia A 3.5 Promedio del anélisis cromatografico de criseno en los extracios del suelo 3
[ Dia Criseno 1F a| Criseno | Criseno 1F b| Criseno Promedio | Desviacion
crudo a crudo b estandar
0 167.37 1208 | 17543 22841 | 19582 | t29.16 ‘
4 310.48 44721 | 33162 460.52 387.46 +77.36 |
8 93.53 109.92 78.88 100.02 95.59 +13.02
18 1 247.05 245.64 248.17 258.72 242.40 +17.82
|32 1 22129 291.14 220.00 297.11 257.39 +42.49
| 64 338.52 50846 | 441.00 52512 | 45328 | 1g471
S0 277.85 317.08 | 307.61 363.98 | 31883 +35.72
132 | 13483 136.57 121.67 135.97 I 132.24 +7.07

Tabla A 3.6 Promedio del andlisis cromatografice de dibenzo(a,h) aniraceno en los extracios del
suelo 3

i Dia LDibenzo 1F a| Dibenzo |Dibenzo 1F bi Dibenzo [ Promedio | Desviacion
crudo a cruda b estandar
| 0 8.45 10.82 8.31 10.27 9.46 +1.27
L4 | 19.44 30.95 | 1908 6.45 23.98 +5.76
8 4.85 6.03 8.00 6.40 €.32 +1.30
16 12,42 14.90 13.94 | 1374 13.75 + 1,02
32 11.88 18.67 1091 | 1413 13.90 +3.46
84 18.50 33.48 26.88 38.22 29.27 +8.56
90 2341 | 2716 | 3093 34.48 28.9¢ +4.77 |
132 | 1186 | 1165 | 1167 12.84 1194 | +060 |
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Como se observa en las tablas A 3.4, 3.5, 3.6, el comportamiento de los 3 HPA
para cada uno de los dias en que se muesired, el cambid es en forma similar para
cada uno de los extractos analizados. Este comportamientoc se debe
principaimente a ios factores abidticos de retencion (observados en el tratamiento
2). Los cambios que se producen en el suelo a nivel microscdpico, son los que
originan una mayor o mencr adsorcion de los HPA.

Tal como sucedi6 en iratamiento 2, para obtener las concentraciones de los HPA
en el suelo se utilizd al dibenzo(a, h)antracenc como esténdar interno. Para lo cuai
se tomd en cuenta la eficiencia de extraccion de éste y la proporcién gue mantiene
con cada uno de los otros dos HPA. Como se observa para un incremento de
dibenzo(a,h)antraceno existe un incremento proporcional para el criseno y
antraceno, tal como se muestra en la tabla A 3.8.

Tabla 3.8 Promedio de anaiisis cromatogréaficos
de los extractos del suelo con HPA e inécule {tratamiento 3)

Dia Antraceno Criseno | Dibenzo{a,h)
antraceno

0 184 29 105 82 9.45

4 429.84 387.46 23.98

8 108.52 95.59 B5.32

16 269.19 242 40 13.75

32 22563 257 .38 13.90

64 25566 453.28 29.27

20 109.47 316.63 28.99

132 7.28 132.21 i1.04

500.00 — — — - - -

] - ) ‘ T - ) . --VEBAITTFQCEDO

o & Criseno
: - B Dibenzo(g, h)antraceno

—
o]
e
(=]
&
1
i

Figura 3.4 Eficiencia de extraccion de los resultados promedio para el suelo 3
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Para estimar de la concentracién en el suelo se calcula primero la eficiencia de
extraccion, esto es el porcentaje con respecto a la concentracion inicial teérica de
500 ppm para crisenc y antracenc vy 50 ppm para el dibenzo(a,h)antraceno, tal
como se muestra en la figura A 3.5 correspondiente a la tabla A 3. 9

Tabia 3.9 Porcentaje recuperado durante ia extraccion
de muestras del suelo con HPA e indculo {tratamiente 3).

Dia Antraceno Criseno Dibenz{a,h)
antraceno
0 | 36.858857 | 39.164332 | 18.922576
4 85.088690 | 77.481231 | 47.9681857
8 21.704914 | 19.117055 12.63893
16 53.838731 | 48.475284 | 27.504415
32 45125545 | 51.477011 | 27.793579
64 51.132924 | 90.655384 | 58.536685
90 21.8946893 | 63.326319 | 57.98874
132 1.4551686 | 26.442261 | 23.882787
F T T T T T T T T T T T T
| ;‘
! _ ) |
| |
!
i BAntracens +
: B Criseno [

O1Dibenz(a,h) antracent
= l

% racuperado

132
dia |

Figura A 3.5 Porcentaje recuperado en la extraccién del los HPA, en el suelo con HPA e inoculo
(fratamiento 3).

Siguiendo con el procedimiento de calculo indicado se debe obtener la relacion de
proporcionalidad que existe entre el estdndar intemo y los ofros dos HPA,
observandc en este caso que la linealidad sdlc se cumplié para los primeros 32
dias, como se reporta en la tabla A 3.10 y se ilustra en la figura A 3.8, se observa
que la proporcion entre el antraceno y el dibenzo(a,h) antracenc es de 1.8 veces ¥
con el criseno de 1.72 veces.
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Tabla A 3.10 Correlacidn de dibenzo{a,h}antraceno con
crisenc y antraceno en el suelc con HPA e inbculo (tratamiento 3).

Dibenzo(a,h) | Antraceno Criseno
antraceno
1892 | 3686 39.16
47.96 85.97 7749
12.64 21.70 19.12
27.50 53.84 48.48
27.79 4513 | 5148
!
| ;
;
| 100 DGT, @ Antraceno o y = 1.80x - [‘
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Fig 3.6 Proporcion del dibenzofh,a)antracenc con crisenc y antracenc en ei sueio
con HPA e indculo {tratamiento 3} .

Haber encontrado que la linealidad de correlacidn entre el estandar interno y ios
otros dos HPA solo se cumplié para los primeros 32 dias se debe a que a
diferencia del suelo dos, en el suelo tres hay biodegradacion del antraceno y
criseno {anexo 4). Sin embargo, se debe recordar que ¢l dibenzo(a,h)antraceno no
se degrada, y que para calcular la concentracion de antracenc y criseno en suelo
con respecto al estéandar interno es necesario estimar la relacidén de
proporcionalidad entre los porcentajes de extraccion, lo cual se realiza con los
datos que presenten esta linealidad y se supone igual para el resto de los datos.

Tabia A 3.11 Normalizacion de antracenc y criseno
con respecto al dibenzo(a,hlantracenoc en el tratariento 3.

Dig Antraceno Criseno dibenz(a,h)
antraceno
0.00 1.08 1.20 1.00 |
4.00 1.00 0.94 1.00
8.00 0.95 0.88 1.00
16.00 1.08 1.02 1.00
32.00 0.90 1.08 1.00
64.00 0.49 0.90 1.00 |
90.00 0.21 0.83 1.00
132.00 0.03 0.64 1.00
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Tomar ail dibenzo(a h)antraceno como estandar internoc implica que éste debe
tenerse como a la unidad y expresar los otros dos compuestos en funcién del
primerg, de acuerdo al relacidén de proporcion que mantienen. De esta forma los
porcentajes reportados para antraceno y criseno se dividen entre 1.8 y 1.72
respectivamente para dividirse a su vez entre el porcentgie  de
dibenzo(a,h)antraceno del dia de la muestra correspondiente tal como se sefiala
en la tabla A 3.11. Posteriormente se multiplican los resultados obtenidos de esta
normalizacion de antraceno, crisenc y dibenzo(a,h)antraceno por un factor que
permite obtener la concentracidn inicial tedrica para el dia cero. Este factor se
utiliza los dias sucesivos, para antraceno v criseno respectivamente De esta
forma se tienen las concentraciones que existen realmente en el suelo, las cuales
se reportan en |a tabla A 3.12 integrando en ésta el porcentaje de remocién que se
caicuia a partir de la concentracion inicial encontrada.

Tabla A 3.12 Concentracion promedio de HPA, en el suelo con HPA e indculo
{tratamiento 3).

Dis Conc. ppm  |Conc. ppm  {Conc. ppm Femocién rerocion remomocion
Antracenoc  |Criseno Dibenzo{a,h) jantraceno Criseno dibenzo/a,h)
antraceno antraceno
0.00 497.79 500.58 50.00 0.00 0.00 0.00
400 458 .07 390.77 50.00 7.98 21.94 0.00
8.00 438.87 365.83 50.00 11.84 26.92 0.00
16.00 500.24 426.30 5000 | -0.49 14.84 0.00
32.00 414,92 447 95 50.00 16.85 10.51 0.00
64.00 223.23 374.87 50.00 55.16 2517 0.00
90.00 96.49 28412 50.00 80.62 47.24 0.00
132.00 158.57 267.78 50.0D 86.87 46.51 0.00
J"imii_ T - - ) - i T ' ——o— Antraceno
| ) ~—@— Criseno
: I Dibenz(a h) antracena
ﬁ i -+ .- remocion Antracens
i : ¥ remosidn Cnseno
v - o~ - femotion Dibenzo(a hjantraceno
Iso
B - + 80
B _ + 70
\‘?f‘\-'; 60
_ "_v" \\“- b S e =y - 50:5
\ L T 1408
e : | 2e
e e T \_ | 1039‘
[ R Ll R T e LR - g
| W‘\ :I: -10
i T T T \'\\Q ’ "20,
! 0 20 40 50 80 100 120 140 dias
L

Figura A3 7. Concentracion promedic de HPA, en un suelo con HPA e indculo {tratamiento 3).

128



Anexo 3

El calculo de la concentracion de HPA en el tratamiento 3, tiene como sustento el
procedimientc que se establecido para evaluar los factores abidticos que se
presentan en el tratamiento 2. Teniendo en cuenta que los resultados iniciales
obtenidos en los tratamientos 5, 6, 7 y 8, tienen un comportamiento similar af gque
presenta los resultados iniciales del tratamiento 2, ver anexc 2. Se establece
entonces que, para encontrar la concentracién en estos sueios se  utilice al
dibenzo(a,h} antraceno como estandar interno  Siguiendo el procedimiento que se
hizo para los datos promedio del tratamiento 2. incluso para establecer que dicho
procedimiento tiene validez cuando se aplica en forma individual, se aplicara para
cada una de las series de resultados del suelo tres, para posteriormente aplicarse
a los suelos restantes. Asimismo como evidencia de gue en ei tratamiento 3 la
remocion de HPA es por un microarganismo se lleva a cabo la cuenta en placa de
las unidades formadoras de colonias (UFC) siguendo el procedimiento del anexo
4. Dado que el procesamiento de los resultados se hara en forma repetitiva se
hace una secuencia de cada uno de los pases a seguir:

e Los resultados del andlisis cromatografico (anexo 2} se corrigen por el factor
de dilucidn correspondiente quedando expresada la concentracion en ppm
(mg HPA por kg de suelo seco), Con los resuliados obtenidos se calcula la
eficiencia de extraccion al ser dividididos entre la concentracion tedrica
agregada, antracenc y criseno entre 500ppm vy S50ppm para
dibenzo(a, h)antraceno.

¢ El factor de proporcion se obtiene at hacer la correlacion de ja eficiencia de
extraccion del dibenzo(a,h)antraceno con la de antraceno y criseno, mediante
el analisis estadistico de regresidn lineal en los casos en que esto sea posible,
de lo contrario Ia estimacion de proporcionalidad se haré con datos obtenidos
para el dia cero.

e El porcentaje de antraceno v criseno se divide entre 2! factor de proporcion
correspondiente que se obtiene en el paso anterior y posteriormente se divide
entre el porcentaje de dibenzofa,h)antraceno correspondiente inciuso este
mismo

= Los resultados obtenidos para el antracenc y criseno se multiplican por 500 v
50 para el dibenzo(a,h)antraceno obteniendo de esta forma la concentracién
de HPA en el suelo

A continuacion se presentan los resuitados que surgen en cada uno de los pasos
de la secuencia de calculo establecida, comenzando con las muestras de extracto
crude y primera fraccién del “clean up® de sueio con HPA e indculo de las series
(@) y {b), de esta forma se obtiene la concentracién real para cada una de la series
con o que se calcula el promedio y la desviacién estandar de cada uno de los
dias de muestreo, la cual se compara con la obtenida a partir de los resultados
promedic que se reportan en la tabla A 3 12.
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Tablas A3 13. Muestra de tratamiento 3 a. a) Concentracion inicial corregida por
factor de dilucién. b) Porcentaje de recuperacion en la extraccion. ¢} Proporcidn de
Dibenzo({a,h)antraceno con el antraceno y crisenc

a)
Dia Aniraceno Criseno  {Dibenz(a,h) antraceno
0 159.18 167 37 8.45
4 348 580 10.4 19.44
8 109.68 93.53 4.85
16 242 49 217.05 12.42
32 188.186 221.28 11.88
64 174.31 338.52 18.50
80 30.56 277.85 23.41
132 7.04 134.83 11.60
bj
Dia Aniraceno Criseno  [Dibenz{a,h) antraceno
0 0.32 0.33 0.17
4 0.69 0.62 0.39
8 0.22 0.19 0.10
16 0.48 0.43 025
32 0.40 0.44 0.24
B4 0.35 0.58 0.37
80 0.186 0.56 0.47
132 0.01 0.27 0.23
cj
Dibenz{a.h}) | Antraceno Criseno
anfracene
| 0.17 0.32 0.33 Proporcién
| 038 0.69 062  [Criseno=  1.72veces
0.10 D22 0.19 Antraceno = 1.82 veces
0.25 0.48 0.43 Dibenzo(a,h) antracens
0.24 0.40 0.44
0.37 0.35 0.68
0.47 0.16 0.56
0.23 0.01 0.27
m Proporcion de dibenzo(h,alantraceno con
criseno y antraceno en de lamuestrad a
e TS —
§ oo RE=0.96 P
B 0504 / y=17x
o R?=094 |
¢ 0.40 -~ |
E 0.30 % @ antraceno \
€ 020 = creenc F
; 0.10 4 theai (arfr.raceno)lrf
—Lineat (criseng) |
0.00 Y - ‘ - ;
0.00 0.10 020 030 Q40 0 5(*
Ydibenzofa h)antraceno

Figura A3 8. Proporcién de Dibenzo(a.h) antracenc con el antraceno y criseno
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Anexo 3

Tablas A3 14. Muestra de tratamiento 3 a. a}Porcentaje antraceno o criseno entre ia
proporcién correspondiente. b)Divisién de antraceno, crisenc entre i porcentaje de
Dibenze(a,h)antraceno. ¢c)Concentracién de HPA en ia muestra 3a del tratamiento 3.

a}
Dial Antraceno Criseno  iDibenz(a,h} antraceno
0 017 0.18 .17
4 0.38 0.36 0.39
8 D12 0.11 0.10
16 Q.27 0.25 0.25
3z 0.22 0.26 0.24
64 0.18 038 0.37
80 0.09 0.32 0.47
132 0.01 0.16 0.23
b)
Dia] Antraceno Criseno  ;Dibenz(a,h) antraceng
0 1.04 1.15 1.00
4 D.93 0.93 1.00
8 1.24 1.12 1.00
16 1.07 1.02 1.00
az 0.92 1.08 1.00
B4 0.52 1.06 1.00
80 0.19 0.69 1.00
132 0.03 0.67 1.00
C)
Dial Antraceno Criseno  |Dibenz(a,h) antraceng
0 456,838 500.99 50.00
4 470.97 403 .21 50.00
8 586.55 487.75 50.0¢
16 514 .91 441.99 50.00
32 44502 471.21 50.00
84 248,55 462 90 50.00
80 80.75 300.13 50.00
132 16.00 293.41 50.00
Concentracion reaj de HPA en la
muesira de suelo 3a
700.00 o e e e "——rm-[
800 00 +—x a‘ —&—crisenc ‘
500.00 gz divorz(aty |
£ 40000 12 SR m«-lﬁﬁﬁmﬁf
g 300.00 \ A .
© 200.00 - \
100.00 L ——
000 4 . ‘ . B ———
C 20 40 80 80 100 120 140
L dias

Figura A3 8. Concentracidn de HPA en la muestra de tratamiento 3a
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Anexo 3

Tablas A3 15. Muestra de tratamiento 3 a “crudo. a} Concentracion inicial corregida
por factor de dilucién. b) Porcentaje de recuperacidn en la extraccion. c)Proporcién
de dibenzo{a,h)antraceno con el antracenc y criseno

aj
Dia Antraceno Criseno Dibenzo(a,h) aniraceno
0 195.44 212.08 10.82
4 430.30 447 21 30.95
8 123.39 109.92 6.03
16 271.03 245 64 14.90
32 257.88 28114 18.67
64 215.00 508.46 3348
80 92.85 317.08 27.18
132 7.37 136.57 11.85
b}
Dia Antraceno Criseno Dibenzo(a,h) antraceno
0 0.39 0.42 0.22
4 0.96 0.89 Q.62
8 0.25 0.22 0.12
16 0.54 0.49 0.30
32 Q.52 0.58 0.37
64 0.43 1.02 0.67
80 0.19 083 0.54
132 0.01 0.27 0.23
c}
Dibenz{a,h) | Antraceno Criseno
antracene
G6.22 0.39 0.42
0.62 0.96 0.89
g.12 0.25 0.22
0.30 0.54 0.49
0.37 0.52 0.58
067 0.43 1.02
0.54 0.19 0.863
0.23 0.01 0.27
\‘—’— 3

Proporcidn de dibenzofft,a)antraceno con
crisenc y antraeanesn de la muestra 3 a "crude”

§
I
1 T amee 1 T T T f
1 !
1001 = crseno T RT=geds ——————— |
3 ;- ;

- t

0.80 j ~l Ineai (criseno)

%antraceno, criseno

| wr—lineal
080

t
|
|
¢
I T
|

6.00 .20 0.4¢ 060 o.30!

! Yadibenzola,h)antraceno,

Figura A3 10. Proporeidn de Dibenzofa,h) antracena con &l anfraceno y ¢rseno
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Anexo 3

Tablas A3 16. Muestra de tratamientc 3 2 “crudo”. a) Divisién de porcentaje
antraceno, criseno entre la proporcidn correspondiente. b} divisién de antraceno,
criseno entre el porcentaje de Dibenzo(a,hjantraceno. ¢} Concentracion de HPA en
ia muestra 3 a “crudo” del {ratamiento 3

a)
Dia Antraceno Criseno Dibenz(a,h) antraceno
g G8.25 0.28 .22
4 0.61 0.58 0.62
8 0.16 0.14 0.12
16 0.34 032 0.30
32 0.33 £.38 0.37
64 .27 0.65 0.67
80 0.12 0.41 0.54
132 0.01 0.18 0.23
)]
Dia Antraceno Criseno Dibenz(a,h) antraceno
8 1.14 1.27 1.00
4 0.98 0.94 1.00
8 1.28 1.18 1.00
16 1.15 1.07 1.00
32 0.87 1.01 1.00
84 0.41 0.89 1.00
80 0.22 0.76 1.00
132 0.04 0.76 1.00
C)
Dia Antraceno Criseno Dibenz{a,h) antraceno
0 503.01 500.09 50.00
4 43213 375.28 50.00
8 569.39 473.10 50.00
16 50642 | 42809 50.00
32 384 .85 405,03 50.00
B4 178.84 394 .48 50.00
80 95.19 303.20 50.00
132 17.62 304 .45 50.00

I
|

I
3 -
[~—&— Criseno
i

i

antraceno |

1

\ |
Dibenz(a, h) |
L

|

|

‘ 0 20 40 60 80 100 120 140
| daas

Figura A3 11. Concentracion de HPA en el suelo con tratamiento 3a ‘crudo”
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Anexo 3

Tablas A2 17. Muestra de tratamiento 3 b. a) Concentracion inicial corregida por
factor de dilucion. b} Porcentaje de recuperacién en la extraccién. ¢) Proporcién de
Pibenzo(a,h}antraceno con el antracenc y criseno

&)
Dia Antraceno Criseno Dibenz(a,h) antraceno
Q 1849 28 175.42 8.31
4 37314 | 33162 19.08
8 90 84 78.88 4.57
16 278.84 248,17 13.04
32 187.26 220.00 10.91
64 294 65 441 .00 26.85
80 131.28 307.61 30.93
132 719 12167 11.67
bj
Dia Antraceno Crisenc Dibenz{a,h) antraceno
0 0.34 0.35 0.17
4 0.75 0.66 0.38
8 0.18 0.18 0.08 I
18 .56 0.50 0.28
32 0.37 (.44 0.22
64 0.59 (.88 0.54
80 0.26 0.62 0.62
132 0.01 0.24 0.23
c}
Dibenz(a,h) antraceno | Antraceno Criseng
0.15 0.34 0.35
0.38 0.75 0ge
i 0.09 0.18 0.16
0.28 0.56 0.50
0.22 0.37 0.44
0.54 0.59 0.88
0.62 0.26 0.62
0.23 0.01 0.24
§
| T s s e T
O 80 "l '"y ;_1’-%*’7 - ? - N j
|
\

070 {———— —R2=087—
oeol -

[=}

=

PR -
"‘E:o.sol; _ el
Y

¢ antracena

= griseng

—-—-f ineal J
crseno)
—Lineal

ek

.00 - T T T — —

000 010 0.20 0.30 040 0.50 060
Y%dibenzofa, hjantracens

Figura A3 12. Proporcién de Dibenzo(a,h) antraceno con el antraceno y criseno
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Anexo 3

Tablas A3 18. Muestra de tratamiento 3 b. a) Divisién de porcentaje antraceno,
criseno entre la proporcién correspondiente. b} divisién de antraceno, crisenc
entre el porcentaje de Dibenzo(a,h)antraceno. c} Concentracién de HPA en iz
muesira 3b del tratamiente 3

a)
Dia Antraceno Criseno Dibenz{a h) antraceno
0 0.17 0.19 017
4 0.38 0.36 0.38
8 0.09 .09 0.09
16 0.28 0.27 | 0.28
32 0.19 (.24 G.22
64 0.30 0.48 0.54
80 0.13 0.33 0.62
132 0.0 043 0.23
b)
Dfa Antraceno Criseno Dibenz(a,h) antraceno
0] 1.04 1.15 1.00
4 1.00 0.94 1.00
8 1.01 0.94 1.00
16 1.02 0.97 1.00
32 D.88 1.10 1.00
64 0.56 0.89 1.00
80 0.22 0.54 1.00
i32 | 003 0.57 1.00
c)
Dia Antraceno Criseng Dibenz(a,h) antracenoc
0 498.80 504.81 50.00
4 478.99 415,66 50.00
8 486.88 41278 50.00
16 489.80 42585 50.00
32 420.19 482.04 50.00
64 | 26848 392.34 50.00
80 103.26 237.86 50.00
132 15.08 249.29 50.00
Concentracion real de MPA en la |
muestra de suelo 3b .
| Sw.m | —e—antrageno
l 50000 —ig— criseno E
: % 400 00 _ | dbenziah
' 3000+ by
!é 2(}@0@1 \MMM |
;10000 o ;\%Q_“M%f
0.00 4 , ! - — e
0 20 40 80 80 100 120 140
\ dias

F:gura A3 13. Concentracion de HPA en el suelo con tratamiento 3b
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Anexo 3

Tablas A3 18. Muestra de tratamiento 3 b “crudo”. a} Concentracién inicial
corregida por factor de dilucidn. b) Porcentaje de recuperacion en la extraccion. c)
Propercidn de Dibenzo(a,hjantraceno con e! antracenc y criseno

a)
Dia Antraceno Criseno Dibenz{a,h) antracenoc
0 21330 228 .41 10.27
4 515.43 460.52 26.45
8 110.17 100.02 6.40
15 284 42 258.72 13.74
32 259.20 287.11 1413
64 338.70 52512 38.22
80 133.20 363,88 34.48
132 7.50 135.97 12.84
b}
Dia Antraceno Criseno Dibenz(a,h) antraceno
0 0.43 0.46 0.21
4 1.04 0.92 0.53
8 0.22 0.20 013
16 0.57 0.52 0.27
32 0.52 0.59 0.28
64 0.68 1.05 076
80 0.27 0.73 0.69
132 0.02 0.27 0.26
c}
Dibenz(a,h) antraceno Antracenc Criseno
0.26 B 0.43 0.46
0.53 1.04 0.92
013 0.22 0.20
0.27 0.57 0.52
0.28 0.52 0.59
0.76 0.68 1.05
0.69 0.27 Q.73
0.26 0.02 0.27
[ Proporeion de dibenzo(h,ajantraceno con o
I eriseno y aniracenoen de la muestra 3 b "crudo™ 5‘
20 o o e e
% Tf y=194x .
| 0100 RE=0.98— |
'S ot
B | _ )
J 5 0.80 +— - o A B, > & \
g R?=096.
igoso- |
o , !
l%ﬂAO A ¢ aniraceno } l
T a  criseno 1‘
020 4 ——Lineal (crisenc) | |
0.00 4 ; — : L-_—-Lineal (antraceno i
| 000 019 0.20 030 0.40 0.50 0.60|

%dibenzo{a,hlantrace no;

Figura A3 14. Proporcion de Diberizo{a,h) antraceno con ef antraceno y criseno
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Anexo 3

Tablas A3 20. Muestra de tratamiento 3 b “crudo”. a) Divisién de porcentaje
antraceno ,crisenc entre la proporcioén correspondiente. b} divisién de antraceno,
criseno entre el porcentaje de Dibenzo{a,h)antraceno. ¢} Concentracién de HPA en
la muesira 3b “crudo” dej tratamiento 3

a)
~ Dia Antraceno Crisenn Dibenz{a, h) antracene
0 0.22 4.25 0.21
4 0.54 0.51 0.53
8 0.12 0.1 0.13
16 0.30 0.28 | 0.27
32 0.27 032 | 0.28
64 0.35 0.58 0.76
80 0.14 0.40 0.69
132 0.01 0.15 0.26
b)
dia antraceno criseno dibenz{a,h) antracene
0 | 1.09 1.22 1.00
4 1.03 .66 1.00
8 4.90 (.88 1.00
16 1.08 1.03 1.00
32 0.96 1.16 1.00
64 . 0.46 0.75 1.00
80 g.20 0.58 1.00
132 0.03 0.58 1.00
o3
Dia Antraceno Criseno Dibenz(a,h) antraceno
0 500.41 501.24 50.00
4 472.92 392.18 50.00
8 414.78 352.22 50.00
i6 498.43 42410 50.00
32 441.93 47382 50.00
64 213.43 309.51 50.00
80 93.05 237.84 50.00
132 14.07 238.59 50.00
r Concentracion reai de HPA en la T
muestra de suelo 3b "crudo”
6:000 T T B T i o ; —o— antracena
500.00 & — | & creent
£ 40000 _m - dbenz{a,h)
g ' N —
g 300.00 < n
§ 20000 \““ el
100.00
000 - . - j\x\\\@ —
o 20 40 60 80 100 120 140
L dias

Figura A3 15, Concentracién de HPA en la muestra de tratamiento 3b “crude’”
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Anexc 3

dias[antraceno (a)[antraceno fantraceno (b)|antraceno  |promedio Ldesviacién
| | _l"erudo” (@) | "crudo” (b)) estandar |
J 0] 49688 503,01 498.80 | 50041 | 49977 [+259
4] 47007 43213 47899 | 47292 463.53  [+21.26
i 8] 59655 569.39 486.88 414,78 516.90 |+82.52
7 16, 51491 | 50642 | 48980 49643 | 50239 1+10.76
! __32] 44002 | 38485 | 42019 | 44193 | 42170 [+2658
64] 24855 | 17884 | 26846 21343 | 22732 |+3953
80 9075 | 9519 103.96 93.05 9574 1r578
132] 1600 | 17.62 15.09 14.07 1569 |+1.50
f diasjcriseno {a) {Cirseno criseno (b)  |Cirseno prormedio desviacidn
' "crudo” (a) "crudo” (b) estandar
‘ 0/  500.99 509.09 | 504.81 501.24 504.03  |+3.80
4] 403.91 375.28 415.66 392.18 396.76  1+17.23
8l 487.75 473.10 41278 352.22 43146 [+62.00 ﬁ
16|  441.99 428.09 42565 42410 42996 |+3.18 ]
32 47121 405.03 482.04 473.82 45802 |+3563 |
B4 48250 | 30448 392 34 309.51 389.81  |+62.76 ﬂ
80, 300.13 | 30320 | 237.86 237 84 269.76  +36.87 |
[ 132] 29341 | 30445 | 24929 238590 | 271.44 |+3237
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Anexo 3

A 3.3 Analisis de resultados en el suelo con reiacién
C:P 100:1 (tratamiento 5)

Tabias A3 30. Muestra de tratamiento 5. a) Concentracién inicial corregida por
factor de dilucién. b) Porcentaje de recuperacion en la extraccion. ¢} Propercion de
Dibenzo{a,hjantracenc con el antraceno y criseno

a)
Dia Antraceno Criseno  |Dibenzo(a,h)
antraceno
0] 232.34 231.41 11.72
5 103.12 04 .64 8.00
8 262 45 283.08 20.67
18 205.94 210.11 15.87
32 113.34 127.13 9.42
B) .
Dia Antraceno Criseno  |Dibenza(a h)
antraceno
it 0.4865 0.463 0.236
5 0.206 0.189 0.120
8 G.525 0.566 0.413
16 0.412 0.420 0.317
32 0.227 0.254 0.188
€}
Dia Antraceno Criseno
0.236 0.465 0.463
0.120 0.206 0.18g
0.413 0.525 0.566
0.317 0.412 0.420
0.188 0.227 0.254
Proporcion de dibenzo(a,h}antraceno ﬁ
________concriseno yantraceno en el suelo 5 !
0‘50] ® Antraceno | o - y='1:g"2x' - 7@, '
o 0.43 2 Cchseno 5 T
= 040 Lineal (criseno) |~ |
3 -g’_- 0.33 | —Lineal (Antraceno)" l
¥ 0304 ;
| 2025 :
1 m !
| § X 11
' 2 015
£ 010 |
005 | - o —————
0.00 . ‘ r : :
" 0.00 0.05 0.10 0.15 020 025

| %dibenzo{a,hlantracenc

Figura A3 25. Proporcién de Dibenzo(a,h) antracenoc con el antracena y criseno
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Anexo 3

Tabias A3 31. Muestra de tratamiento 5. a) Divisién de porcentaje antraceno
,erisenc entre la proporcién correspondiente. b) divisidn de antraceno, crisenc
entre el porcentaje de Dibenzo{a,hlantracenc. ¢} Concentracién de HPA en el
tratamiento &

aj
[ Dia] Antracenc criseno  [Dibenzo(a,h)
antraceno
0 0.24 0.25 0.24
5 0.11 0.10 0.12
8 0.27 0.30 .41
16 0.22 0.22 0.32
32 0.12 0.14 0.1¢
B)
Diaj Antraceno criseno  {Dibenzo(a,h)
antraceno
0 1.03 1.04 1.00
5 0.90 0.84 1.00
8 0.66 0.73 1.00
1% 0.68 0.70 1.00
32 0.63 0.72 1.00
c)
Diajy Antraceno criseno  [Dibenzo(a,h) % rem % rem
antraceno | Antracenc Criseno
)] 515.87 522.01 50.00 0.00 0.00
5 450.02 419.60 50.00 12.76 19.62
& 33245 364.29 50.00 35.56 30.21
16 339.62 352.01 50.00 34.17 32.57
32 31544 359.09 50.00 38.92 31.21
| Biodegradacién de HPA en suefo 5
R - 100.00 |
! I l —a—Antacena |
! L m—criseno | 90.00
| 50000 % - —-——— - | Ditenzofa hfantmcenol
' ‘x -3 -- % rem Antraceno \ 80.00 |
: '-- 3 - % rem Crisenc i
| 400.00 L ---@ -- % mm Diberzo ‘ 70.005 ‘
‘& Yb——e\u _WL 0
g 30000 Jr—»m—--ﬁ—w-—r - = S0.00E |
8 | —— R w400 |
| 20000l > = — 2000 |
100.00 ——— ot 2000
L . -i — - _— 10.00
0.00 L sy — - : s 000
0 5 10 15 20 25 30 35 :
dias |

Frgura A3 26. Concentracion de HPA en la muestra de tratamiento 3
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Anexo 3

A 3.4 Andlisis de resultados en el suelo con relacién
C:N:P 100:10:1 {tratamiento 6)

Tablas A3 32. Muestra de tratamients 6. a) Concentracién inicial corregida por
factor de dilucién. b} Porcentaje de recuperacién en la extraccion. c) Proporcion de
Dibenzo(a,h)antracenc con el antraceno y ¢criseno

a)
Dia Antraceno Criseno Dibenzo(a,h)antracena
0 172.17 174 .43 13.79
5 191.61 194 74 16.18
8 267.77 298.09 23.42
16 56.96 53.57 8.79
3z 131.39 129.30 19.97
8} i
Dia Antracenc Criseno Dibenzo(a,h)antraceno
Q 3443 34.59 27.58
5 38.32 38.95 32.35
8 82.55 59.62 46.83
16 11.39 10.71 17.57
32 26.28 25,86 30.94
c)
Dibenzo(a.h) |[Antraceno  [Criseng
antraceno
27.578 34,433 34.885
32.354 38.323 38.948
46.833 53.553 59618
17.574 11.392 10.714
35.838 26.279 25.860
Proporcion de dibenzo{z,hlantracenocon criseno ¥ }
anfraceno el el suelo 6 |
70.000 - - - S |
e . @ Antraceno —! y=1.17x 1
| _§6 0007 = crseno R%_g;/—- l
$50.000 *i Lineal (Crisenc) s |
g40_000 4= Lineal (Antraceno) / y =125 |
8 —— RR=089 |
& 30.000 :
5 T r
wm 20.000 ;
*40.000 J{ﬁﬁ—- B PPN R r
0.000 — : w — - [

! 0.000 10.000 20.000 30.000 40.000 50.000
t % Dibenzola,hjantaceno '

Figura A3 27. Proporcién de Dibenzo(a,h) antracenag con el antraceno y crisenc
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Anexo 3

Tablas A3 33. Muestra de tratamiento 6. a)} Divisién de porcentaje antraceno,
criseno entre la proporcién correspondiente

b} divisién de antraceno, criseno entre el porcentaje de Dibenzola,h)antracenoc

¢} Concentracion de HPA en el tratamiento 8

a)
Diaj Antraceno Criseno Dibenzo(a,hyantracena
4 29.43 27.91 27.58
5 3275 31.16 32.35
8 4577 47.69 46.83
16 9.74 8.57 17.57
32 22.48 20.89 39.94
B)
Diaj Antraceno Criseno Dibenzo(a,h)antraceno
o 1.07 1.01 1.00
5 1.01 0.96 1.00
8 0.98 1.02 1.00
16 Q.55 0.49 1.00
32 0.56 0.52 1.00
¢}
Dial Antraceno Crisenc  |Dibenzo{a,h}! % rem Ant % rem
antraceno Criseno
0.00 495 18 499 .56 50.00 0.6 0.09
5.00 521.84 500.79 50.00 -4.39 -0.16
8.00 486.14 440.31 50.00 2.77 11.94
16.00 464 .07 462.42 50.00 7.19 7.52
32.00 261.51 25%.00 50.00 47.30 48.81
Biodegradacion de HPA en sueio 8
80— — ————y Antraceno ﬁ 100 i
i ——¢——Criseno
; Dibenzo(a,h)antraceno
' e % remBibenzo (=81
% remAnt 70

% % remCriseno

% remocion

Conc ppim
g
e
#

8

60
SED T e 150
A Y
2
2

o 8
7T
43
b K r
)
&H—o——L——»Aawk
5 ° 3

Figura A3 28. Concentracidn de HPA en ef tratamiento 6
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- Anexo 3

A 3.5 Analisis de resultados en el suelo con relacién
C:N:P 100:10:1 pH=4.2 (tratamiento 7)

Tabias A3 34. Muestra del suelo con tratamientoc 7. a) Concentracién inicial
corregida por factor de dilucién. b) Porcentaje de recuperacidén en ia exiraccién,
¢) Proporcion de Dibenzo(a, hlantracens con e antraceno y criseno

a)

Dia Aniracenc Criseno Dibenzoia,h)antraceno
0 212.21 218.97 18.07
5 96.75 94.94 7.82
8 223.97 207 48 19.43
18 182.40 196.09 17 48
b)
Dia Antraceno Criseno Dibenzo(a,hyantraceno
0 42 44 4378 36.15
5 19.35 18.99 15.63
8 4479 41.50 38.86
16 38.48 38.22 34 .97
<)
Dibenzo(a,mjAntracenc  Criseno
antraceno
36.15 42.44 43.79
15.63 19.35 18.99
38.86 44.79 41.50
34.97 38.48 39.22
Proporcién de Dibenzofa,hlanfracenc con criseno 1
antacenc en e suglo 7
50.00 - - S -
45.00 4 Antracenc § y=1.15x%
= Crigens ! R?=008
g 4000 - Lineai (Crisenc) | v=114x
2 3500 4 _ 7T
= [-—-Llneal (Antraceno)] R“=0.96
© 30.00
§ 25.00 o N
§ 2000 p— —— g L
"g 15.00
® 1000 A
500
000 - r P ‘ r !
009 10 00 20.00 30.00 4G 00 50.00
% Dibenzo{a,hjantraceno

Figura A3 29. Proporcién de Dibenzo(a,h) antraceno con el antraceno ¥ criseno

143



Anexo 3

Tablas A3 35. Muestra de tratamiento 7. a)} Division de porcentaje antraceno,
crisenc entre la proporcién correspondiente. b) divisién de antraceno, criseno
enire el porcentaje de Dibenzo{ah)antracenc. ¢) Concentracién de HPA el
tratamiento 7.

aj
Dia Antraceno Criseno  j Dibenzo(a,nantraceno
0 36.91 38.58 36.15
5 16.83 16.73 15.63
8 38.95 36.56 38.86 T
16 33.46 34 .55 3497
o)
Dia Antraceno [ Criseno Dibenzo{a,h)antraceno
0 1.02 107 1.00
5 1.08 107 1.00
8 1.00 0.94 1.00
18 0.98 0.98 1.00
c)
Cia Aniraceno Criseno  {Dibenzofa,hy ! % remo % rem
antraceno Antrac Criseno
G 495 18 499,58 50.00 0.98 0.09
5 51117 500.79 50.00 -2.23 -0.16
8 486.14 440.31 50.00 277 11.94
16 464 07 462 42 5G.00 7.18 7.52

500 i,,m. 80

400 ﬁ T 80 |
J -—g—Antraceno s
E ; e
o4 - @ Crsenn = |
T . | s |
e 300§ .. - e e e e e b -4 40 '
g H ~— 4 Dibenzalz n)antraceno E ‘
8 ! -- M- - % remo Antracens =i
| T
% Cr |
200 B . w2 rent Crrsgho 7_“‘& 25
; o
100 Peaee B 0
1 T g——.— .
?} 2 % —a .
v . : —_— ; ; ‘20
0 z 4 g 3 10 12 14 16 18 dias |

.F_igiura A3 éa.riéon;entrraciéin de HPA en el suelo con relaciénE::Ri:P ‘i_00_1 é:‘i,}}H 4.2
{tratamiento 7)
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Apnexo 3

A 3.6 Analisis de resultados en el suelo con relacion
C:N:P 100:10:1 pH=9.2 (tratamiento 8}

Tabias A3 36. Muestra de tratamiento 8. a) Concentracion inicial corregida por
factor de dilucion. b) Porcentaje de recuperacién en la extraccion. c) Proporcidn de
Dibenzo{a,h)antraceno con el antraceno v criseno.

a)
Dia Antraceno Criseno Dibenzo(a,hyantraceno
0 182.45 187.06 14.10
5 218.01 22543 17.62
8 212.84 211 50 15.48
bj
Dia Antraceno Criseno Dibenzo(a, h)antraceno
0 36.49 37.41 2820
5 43.60 45.09 35.24
8 42.57 42.30 3092
¢}
Gibenzo{a,hy{ Antracenc Criseno
antraceno
28.20 36.48 3741
3524 43.60 45.09
30.92 42.57 42.30
Proporcién de Dibenzo(a,hjantraceno con antracenoy
criseno en ef sueic 8
5000 ;- - Y
4500 A
o 4000 4 —
b =
g 3500 1
53000 4 - -
g
£ 2500
§ 2000 " Ao |
§ 15.00 @ Criseno ¢
® 000 4 Lineal (Crisena)
5.00 w—t ineat (Antracenc) I
g0¢ Y v —
2000 2500 3000 % Dimangg&,h)antracenio o0

Figura A3 31. Proporcién de Dibenzo(a,h) antraceno con el antraceno v criseno,
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Tablas A3 37. Muestra de tratamiento 8. a) Division de porcentaje de antraceno,
criseno entre la proporcién correspondiente. b} divisién de antraceno, criseno
entre el porcentaje de Dibenzo{a,hjantraceno. ¢) Concentracion de HPA en el sueio
con relacion C:N:P 100:10 1, pH 2.2 (tratamiento 8).

a)
dia Amntraceno Criseno Dibenzo(a,h)antraceno
0 28.07 28.34 | 28.20
5 3354 3416 35.24
8 3274 32.05 30.82
o}
dia Antraceno Criseno Dibenzo(a,h)antraceno
0 1.00 1.01 1.00
5 0.95 0.97 100
] 1.06 1.04 1.00
c) .
dia Antraceno Criseno  |[Dibenzo(a,h) % remo % rem
antracens Anirac Criseno
0] 497.74 502.58 50.00 6.00 3.02
5 490 .10 499 11 50.00 1.08 0.1
8 508.36 497.52 50.00 -1.67 0.50
800 - . - VS —p 100 |
500 ¢ — L 80 |
400 B [ I e |
£ | TG S i
% 300 4‘ Ditenzola hyantracens o -g :
:.:s ce . . .%remc Antrac g |
8 L s emrEmOrsene ; L
200 1~ 20 1
|
100}_ R L L L L L ETIT e —® - 10 |
| i
al - : ‘ . : : : 20,
¢ 1 2 3 4 5 3 7 8 -4 dias !

Figura A3 32. Concentracion de HPA en el tratamiento 8.
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o Anexo 4

Anexo 4 METODO MICROBIOLOGICO PARA
CUANTIFICACION DE LAS UNIDADES FORMADORAS DE
COLONIAS (UFC)

Comoe se indict en el capitulo 4, la disminucidn de antraceno © criseno durante los
diferentes tratamientos realizados en el suelo se debe g degradacidn de ios
micreorganismos. Sin embargo, con el fin de aportar mas evidencias que permitan
comprobar que la remocion de los HPA es por microorganismos, se procedid a
determinar la cantidad de microorganismos presentes. Para lograr aisiar v cuantificar
los microorganismos se propuse el medioc de cultivo utilizado por Ronaid D. Flechter
{(Wise y Trantolo, 1994) que se describe a continuacion a continuacion:

En un tubo de ensaye se prepara una fase sélida* constituida por fosfatos y
nitratos, y una fase liquida de hidrocarburo sobrenadante sobre |5 fase sélida. De
este modo ei microorganismo toma los nutrientes necesarios de a fase sdlida y la
fuente de carbono la proporcicna e! hidrocarburo. Se Wtilizo como hidrocarburo
antraceno y criseno manteniendo concentraciones similares a las de suelo
contaminado (500 ppm en hexano).

El indculo a cuantificar se obtuvo de la dilucién de un gramo de suelo
contaminado en 100 mL de caldc “Casoy”, del cual se tomé 0.2 mi que se
depesitan en el hidrocarburo sobrenadante.

Después de una semana se tomé una alicuota del hidrocarburo sobrenadante y
se sembro en cajas de petri con medio de “Tripticasa-Soya-Agar” dejando incubar
por 48 horas. después de esto se procediendo a contar las colonias formadas.

* Fase solida
(NH4),S0. 105g .
NaNQ; 10.5¢ ;
' CaCl, 1002g
| MgSO, ‘02g
'KH.PG, 1.0g
: NaHzPOd H0 10 o
| Agar 1509 |
I H,0 1000 mL |
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