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Resumen

Con el objeto de evaluar el proceso de nitrificacion en suelos de mezquital de la
zona de Dolores Hidalgo en el estado de Guanajuato, acondicionados con lodo
residual de la industria farmaceéutica, asi como identificar cualitativamente la
presencia de compuestos organicos presentes en el lodo residual utilizando un
cromatografo (Varian 9010) para HPLC Se efectuaron los siguientes tratamientos:
suelo de mezquital con lodo lavado (SMLL), suelo de mezquital con lodo(SML),
lodo lavado(LL), Lodo(L), usando como control suelo de mezjuital(SM, L y LL)
con un periodo de incubzcion de 100 dias a 28°C, tarto pzra el proceso de
nitrificacion como para la identificacion de compuestos organicos. El resultado
mostré que los tratamientos SML y L fueron los que proporcionaron mayor
disponibilidad de nitrogeno, seguidos por SMLL, LI, SM los cuales
sucesivamente decrecieron en su disponibilidad de nitrogeno, en cuanto a la
identificacion de compuestos organicos, lo mas significativo se observc er la
presencia de compuestos que probablemente contengan anillos aromaticos en

SML, los cuales permanecieron constantes durante el tiempo de estudio



I INTRODUCCION.

El nitrogeno es uno de los elementos esenciales en la nutricion de las plantas vy
uno de los nutrientes que esta con mayor frecuencia y en pocas cantidades en los
suelos alrededor del mundo. La importancia de la disponibilidad de nitrogeno por
las plantas fue establecida en el siglo XIX. Su papel en la nutricidon vegetal, ha
sido reconocido por la conexion en la produccion de vegetales vigorosos y
asociados con el color verde oscuro de las hojas. La asociacion con la coloracion
de las plantas es a través del hecho que el nitrogeno es uno de los dos elementos
importantes absorbidos desde el suelo que es un constituyente valioso de la
molécula de clorofila [I. La escasees de nitrégeno produce plantas gue son
ligeramente verdes en color y con una pequefia cantidad de clorofilc ., zl otro
elemento importante para la clorofila es el magnesio. En orden de utilizacion por
las plantas, la mayoria del nitrogeno puede ser liberado en forma de amonio y
subsecuentemente experimentar reacciones de nitrificacion, las plantas asimilan
ambos amonio y nitrato. A pesar de la forma en que nitrogeno es absorbido, es un
constituyente primordial de amino acidos, proteinas, nucledtidos, acidos nucleicos,
aminas y amidas, una caracteristica de todos esos compuestos de nitrogeno, es
que el nitrogeno contenido en ellos es en el mismo estadc de oxidacion -3

Muchas de las plantas preferentemente absorben nitrato. el cual es la forma
inorganica mas comun del nitrégeno en la mayoria de los suelos, esto es
importante para considerar como el estado de oxidacion del nitrogeno a nitrato

(+5) es convertido al (-3) estado de oxidacion del nitrogeno a amonio
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La disponibilidad de compuestos que contengan nitrégeno para su uso como
fertilizante, incluye guano de pajaro, y de aves de corral; y todas las excretas de

animal, y lodos de desecho (Follet, 1981)

Los lodos de desecho contienen muchos nutrientes necesarios para el
desarrollo y crecimiento de las plantas y materia organica que puede mejorar el
suelo. La aplicacion de lodos de desecho pose pequerios riegos para el medio
ambient= y la salud publica. Los lodos frecuentemente se proveen sin carga,
estos pueden usarse ademas reducen el consuii0 de fertilizante e incrementan el
caracter lucrativo de las cosechas. Pero cuando los lodos son depositados de
manera inadecuada, el valor nutrimental que contienen puede no ser recuperado.

En loc que concierne a la aplicacion de lodos al suelo incluye la potenc
aplicacién de mucho o muy poco de cada uno de los nutrientes ( nitrogeno,
fosforo, potasio, zinc y cobre), asi como de constituyentes tdxicos y el problema de
olor 0O insectos, estas substancias téxicas pueden ser reducidas o confinadas a
niveles que son considerados seguros para la agricultura, los cultivos forestales y
el suelo; por lo tanto, los lodos contienen nutrientes que son beneficiosos para las

plantas principalmente el nitrogeno(Rubin, A.R., Safley, L.M., Zublena, J.P. 1994).

Lo anterior nos sirve para dar comienzo a este trabajo, cuya justificacion es la

siguiente:



Debido a la alta contaminacion de algunos ecosistemas por residuos
provenientes de las Industrias, en particular los lodos residuales derivados de las
plantas de tratamiento de aguas residuales, se han creado una serie de normas
ambientales (EPA, 1993) que regulan su utilizacion como fertilizantes de suelos

agricolas, forestales, de jardineria, etc.

En esta normatividad no se hace mencion de los compuestos de origen
farmacéutico y debido a que la mayoria de es.0os compuestos son de naturaleza
organica, las técnicas de HPLC y RMN son adecuadas para separar, identificar y

cuantificar.

Como se analizd en la revision anterior se puede decir que no solo los
compuestos organicos toxicos como los pesticidas se han encontrado en suelos y
cuerpos de agua, si no también compuestos farmacéuticos como el Mecoprop que
no es facilimente biodegradado y que por lo tanto se pueden acumular en el medio

ambiente afectandolo negativamente.

En virtud de lo anterior es importante realizar la separacion de los compuestos
organicos de estos lodos de desecho de las aguas residuales de la Industria
Farmacéutica, para saber cuantos componentes se encuentran presentes en este
tipo de desechos y predecir su naturaleza quimica, asi como tener en cuenta
también que por cada industria mediana se produce un total de 21 toneladas de

lodos de desecho por afo, ademas sabiendo que muchos de estos



compuestos que se encuentran en los lodos, que afectan significativamente los
ciclos biogeoquimicos de la naturaleza. Por lo que es muy importante antes de
proponer la disposicion final de los biosolidos, el realizar un estudio amplio que
nos indique el grado de afectacion del ecosistema Uno de estos ciclos
importantes es el del Nitrdgeno y en este caso en particular es interesante
estudiarlo ya que este tipo de lodo podria proporcionar al suelo una buena

cantidad de nitrégeno organico.

1.1 HIPOTESIS DE TRABAJO:

La adicion de lodo residual a un suelo degradado incrementa el contenido de
nitrogeno disponible, mejorando las caracteristicas del mismo.

La caracterizacion de los compuestos organicos en lodos de desecho por
HPLC, permitira tener una mejor vision de las concentraciones de compuestos
organicos toxicos, que puedan alterar el medio ambiente, provenientes en
muestras de lodos residuales de la industria farmacéutica. Esto ayudara a tener

una mejor idea de su utilizacion y manejo para no afectar los ecosistemas.

1.1.2 Objetivo General:

Evaluar el proceso de nitrificacion de un suelo de mezquital acondicionado con
lodo residual y caracterizar mediante el HPLC los compuestos organicos
presentes en dichos lodos provenientes de tratamientos de aguas residuales de la

Industria farmaceutica.



1.1.3 Objetivos Particulares:

1. - Cuantificar los componentes principales en la mineralizacion del nitrogeno
en un suelo degradado de mezquital adicionado con Indo residual (NH4', NOz_.
NO; )

2 - Separar mediante el Técnica de HPLC, los compuestos organicos
presentes en los lodos.

3.- Proponer si es posible alguna alternativa para el uso de estos lodos
residuales de acuerdo a la normatividad de la Enviromental Protection Agency (

E. P. A)y al proceso de nitrificacion y a los compuestos organicos presentes.



I Revision Bibliografica.

2.1 Marco teorico.

El problema mundial que enfrentaron las industrias que utilizan en sus
procesos lodo de desechos (Sewage Sludges), es la contaminacion que generan
dichos desechos, ya que sus contenidos pueden causar riesgos para la
transmision de enfermedades para la salud publica asi como diversos danos al
ambiente. En sus inicios las industrias esparcian libremente estos desechos a
tierras, mares, rios, lagos y estos empezaron a causar estragos tiempo despues,
ya que las cantidades de metales pesados, patogenos y de compuestos organicos
toxicos que contenian fueron las causas de desequilibrios en el medio, asi como
en la salud publica (Problemas de cancer y mutaciones a animales vy
microorganismos importantes en la actividad de los los suelos, entre otros). Esto
trajo fricciones entre las industrias y las autoridades encargadas de la Salud
Publica y del Medio Ambiente. (Pagina web Wysing: //7/http//www ubavie.gv.at/,
1998)

Los gobiernos principalmente de Estados Unidos (U.S), Canada, Europa
(Rusia, Alemania, Francia, Holanda, Reino Unido, Bélgica, Irlanda, Espana) y
algunos otros paises como Japon, India y China, se han dado a la tarea de buscar
un medio para ayudar a las industrias a reutilizar dichos desechos y evitar las
multas de las autoridades. Para evitar los conflictos entre industria y autoridades,
se cred en Estados Unidos un Reglamento Normativo para la utilizacion de
tratamientos de lodos de desecho, asi como el reciclaje de estos, considerando un

listado de contaminantes organicos indeseables en este tipo de lodos de desecho.



el objetivo de este reglamento es disminuir el riesgo para la salud publica y el
medio ambiente.

Estas naciones se encuentran asociadas en un organismo regidor de este
Reglamento llamado EPA ( Environmental Protection Agency) por sus siglas en
inglés, y se ha convertido en la Agencia lider de legislacion Ambiental
Mundialmente. Actualmente se revisa una Iniciativa para aprobar el uso de
incineradores de estos lodos de desecho, sin perder de vista los problemas
ambientales que contrae, asi como los beneficios en recuperacion de Biogas,
ademas de mantener el monitoreo de los depdsitos de estos lodos ya tratados.

El seguimiento de estos tratamientos dara resultados importantes para asegurar
la buena calidad y su buen uso o depositacion, asi como de problemas a corto o
largo m3:0. Como se sabe estos lodos son buenos enriquecedores de suelos
debido a la gran cantidad de nutrientes que contienen y es por eso la importancia
de legislar adecuadarienie estos desechos, asi como la evaluacién constante de
nuevas técnicas que permitan un mejor conocimiento del tipo y las
concentraciones de contaminantes organicos e inorganicos presentes, y para

evitar posibles dafos a la Salud Publica y el Medio Ambiente. (Pagina web http

/Iwww .eru.strach.ac.uk, 1997)

Ahora revisando el panorama que hay Meéxico en cuanto al problema de los

lodos de desecho se tiene lo siguiente:



En Mexico la industria utiliza materias primas, energia, capital y trabajo humano
para generar bienes socialmente deseables, pero también, sus procesos arrojan al
ambiente subproductos indeseables para los cuales generalmente no hay precios
positivos ni mercados. Entre ellos estan las emisiones de contaminantes a la
atmosfera, las descargas de aguas, lodos residuales y los residuos peligrosos y no
peligrosos.

En etapas incipientes del proceso de industrializacion, el volumen de
generacion de residuos es relativamente p:queno y permite que éste sea
asimilado dentro de las capacidades de carya de suelos, cuerpos de agua y
drenajes urbanos. Sin embargo, al avanzar el proceso, el volumen rebasa las
capacidades biofisicas de asimilacion y manejo, convirtiendose en un reto enorme
de gestion indusiii. | y de politica ambiental.

La sustentabilidad del crecimiento industrial demanda que se respeten las
capacidades de carga de los sistemas atmosféricos, hidrologicos y de suelos para
transformar y asimilar residuos. En particular se resalta el dinamismo del sector
manufacturero y sus diferentes ramas, en especial las de los alimentos, bebidas y
tabaco, productos metalicos, maquinaria y equipo, quimicos, derivados del
petroleo, caucho y plastico.

Como elemento de atencion, se describen las repercusiones ambientales y el
dafio que los residuos industriales peligrosos pueden causar, en particular sé
remarcan los siguientes aspectos: impactos ecologicos en ecosistemas y recursos
hidricos, riesgos de salud ambiental por accidente o contingencias. Los estudio

de estos efectos, se enfocan a conocer los procesos naturales mas relevante en el



movimiento de sustancias toxicas y de residuos peligrosos en el ambiente, como
son la lixiviacion, adsorcion-desorcion, volatilizacion y bioacumulacion, y esto se
complementa con la inclusion de los efectos inducidos por la contaminacion
cruzada o multimedios, ya que resultan claros los efectos concomitantes entre los
procesos industriales y los diferentes ambitos o medios aire, agua, y suelo.

(Pagina web http: //rds.org.mx, 1996)

Es un hecho que los esfuerzos normativos y regulatorios no tendrian los
efectos deseados, si no se cuenta con los sistemas de vigilancia eficiente para su
cumplimiento. Es por ello que se plantea el refuerzo del aparato y mecanismos de
inspeccion  y verificacidén, establecidos por los programas de la EPA (
Environmental Protection Agency), que se derivan de los sistemas de informacion
y rastreo de residuos pelig-».~ , que se orientan a la atencién a ramas industriales
y corrientes criticas, atendiendo tanto a las empresas generadoras como a las
manejadoras de residuos

Entre los residuos mencionados anteriormente se tienen los lodos de desecho,
también referidos como biosélidos de aguas residuales. Podemos decir que son el
producto de desecho de las plantas de tratamiento de aguas residuales, su
composicion quimica y caracteristicas fisicas dependen de la naturaleza del
agua de desacho, el tipo de empresa y los procesos utilizados en el tratamiento de
los mismos. En general los lodos de desecho estan compuestos por materia
organica conteniendo macro nutrientes como nitrégeno y fésforo y un numero de
micro nutrientes como el zinc. Cuando el suelo es adicionado con lodos de

desecho se consideran que tienen efectos beneficiosos en el resultado de las



caracteristicas del suelo en términos de campo de cultivo, agua y capacidad de

retencion de nutrientes. (Pagina web http: //www jrc.es, 1994)

Ahora que se mencionan los componentes de lodos de desecho y observando
que el nitrogeno es uno de ellos, a continuacion se hablara de la importancia que

tiene el nitrdgeno en el suelo.

2.1.1 Ciclo del nitrégeno.

El suelo es una parte importante de los ciclos naturales del Carbono, Nitrogeno
y Acufre. Estos ciclos rapidos tambiéen incluyen la atmosfera En el ciclo del
nitrogeno, por ejemplo, las raices de las plantas y los microorganismos del suelo
absorben los iones nitrato y amonio del agua de las lluvias y ios convierten en
aminoacidos, en N, o bien en N;O gzw uso. Los gases se difunden nuevamente
a la atmosfera. En condiciones naturales, la perdida de nitrogzno gaseoso se
equilibra aproximadamente cuando los microorganisnmios simoiéticos y de vida libre

absorben y liberan otros gases de nitrogeno (NO, NO; y NHs).(Bohn, 1993)

El nitrogeno (N) es un elemento esencial para el crecimiento y reproduccién
para las plantas, la cantidad de nitrégeno tomada por éstas excede la de cualquier
otro elemento derivado del suelo. Hoy en dia un promedio del 25% de nitrégeno
esta disponible para las plantas en el suelo (amonio y nitrato) originados a partir
de la descomposicién (mineralizacién) de compuestos de nitrégeno organico en el

humus, residuos animales, vegetales y fertilizantes organicos; un 55% proviene



de la lluvia; y el 70 % proviene de la aplicacion de fertilizante con nitrogeno

inorganico.

En el suelo el nitrogeno organico es convertido en amonio a través de la
descomposicion microbiana. El amonio formado en el suelo, adicionado como
fertilizante, 6 en precipitacion es rapidamente oxidado a nitrato en un proceso de
nitrificacion llevado acabo por bacterias especificas. La nitrificacion resulta en la
produccién de nitrato, forma disponible de nitrégeno para las plantas el cual

facilmente se pierde en el suelo.

Para entender mejor el proceso de nitrificacion debemos entender que el
amonio (NH,") adicionado al suelo es formado por la descomposicion dé
compuestos de nitrégeno organico y son oxidaca' : nitritos (NOQ_) por bacterias
del genero Nitrosomonas, y el nitrato es mas adelante oxidado a nitratos (NO{)
por bacterias del genero Nitrobacter, proceso con el cual se term.na ia nitrificacion.

( Folley, 1981)

(ver figura No.1)
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Figura No.1: Ciclo del Nitrogeno, Villeé 1978

Es importante saber que el nitrato es la forma en la que normalmente la planta
puede tomar el nitrégeno; sin embargo muchas de las plantas también pueden
asimilar amonio. En la mayoria de los suelos; la nitrificacion es rapida de 2 a 3
semanas cuando se aplica amonio, pero los porcentajes son fuertemente
reducidos por la temperatura en suelos frescos, con pH de 5.5, en condiciones de
saturacién de agua. El amonio es un ion con carga positiva que es fijado a la

arcilla y a la materia organica, por otra parte el nitrato y nitrito tienen carga



negativa, y se encuentran en solucion en el suelo y son lixiviados facilmente.

(Pagina web http: //www.agcom.purdue.edu, 1991)

Después de conocer la importancia del nitrégeno en el suelo y dentro de los
ciclos naturales, es necesario saber la problematica que existe con respecto a la
descarga de lodos de desecho, asi como los avances en cuanto a la identificacion
de compuestos organicos con el uso de HPLC, y también algunos aspectos sobre
la legislacion de estos lodos de desecho.

249 Dequmposicién de lodos residuales y la identificacion de sus compuestos
organicos.

Los lodos de desecho también contienen componentes que son considerados
como dafinos pa‘ra el medio ambiente, y estos se pueden clasificar en tres grupos
que son: metales pesados, contaminantes organico toxicos y ¢ anismos
patdgenos. Hasta ahora las principales vias de eliminacion de los lodos han sido
esparcirlos en la tierra, al mar y la incineracién. Actualmente estan apareciendo
restricciones legislativas sobre las vias de eliminacion de lodos. Potencialmente, la
opcion mas atractiva seria esparcir los lodos en terrenos agricolas y forestales,
porque podrian reciclar nutrientes y ser Gtiles desde el punto de vista agronémico.
Sin embargo debido a los procesos fisico-quimicos que intervienen en el método
de lodos activados para el tratamiento de aguas residuaies, el lodo tiende a
concentrar trazas de metales pesados y compuestos organicos poco
biodegradables ( por ejemplo, plaguicidas, productos quimicos domésticos, etc.),
esto suscita un problema tanto para el medio ambiente como para la salud

humana. (Pagina web http: /iwww jrc.es/, 1994)



Los lodos residuales se deben de tratar para facilitar su manejo y evitar
posibles problemas, como el olor, la presencia de quimicos no biodegradables y la
eliminacion de agentes patogenos. Estos tratamientos modifican las propiedades
de los lodos, haciéndolos mas adecuados para su reutilizacion o eliminacion.

A raiz de estos problemas v con el fin de tener una mejor caracterizacion de
los lodos se han implementado una serie de técnicas para la identificacion de
compuestos organicos en lodos de desecho o residuales, entre ellos sobre sale la
Espectrometria de Masas, MS (Mass Spectrometry), la Cromatografia de Gases,
GC (Gas Chromatograpy) y la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion,
HPLC (High Performance Liquid Chromatography); siendo esta dltima la de
nuestro interés para la identificacion de compuestos organicos provenientes en
lodos de desecho que pueden ser tdxicos para el medio ambiente, la razon de su
preferencia sobre otras técnicas es por la poca cantidad de muestra que se
necesita, por su alta confiabilidad en los andlisis cuantitativos, y por la alta
selectividad de compuestos que pueden ser separados por esta técnica.

La cromatografia es un término general aplicado a una amplia gama de
técnicas de separacion, que esencialmente se basan en la distribucion de los
componentes a separar entre dos fases, una de ellas es una fase movil, la cual
puede ser un gas o un liquido, y la otra es una fase estacionaria, la cual a su vez
puede ser un liquida o un sélido, alcanzandose la separacion gracias a las
diferencias en los coeficientes de distribucion de los distintos componentes de la
muestra.

El antecedente de la cromatografia es el analisis capilar, es decir, si en un

papel filtro se deposita una solucion de varios colores, estos impregnan el papel y



se disponen en anillos concentricos. La cromatografia como técnica de
separacién fue descubierta por el botanico y quimico ruso Mijal S. Tswett en 1903,
quien eligio el nombre de las palabras griegas que significan “escritura en color”

(Perkin Elmer, 1996)

Para 1938, el bioquimico polaco Tadeus Reichstein obtuvo el cromatograma de
flujo a partir de los volumenes por unidad de tiempo que se requerian para que

eluyeran las diferentes sustancias. (Perkin Elmer, 1996)

En 1941, Martin y Synge introducen la cromatografia de reparto y sugirieron la
posibilidad de utilizar un gas en la fase mdvil del cromatégrafo, mas adelante en
1952 Martin y James, desarrollaron la cromatografia de ~~parto gas-liquido, en ese
mismo afio Alm efectla la elusién por gradientes de polaridad del solvente. (Perkin

Elmer, 1996)

En 1959, Porath y Flodin desarrollaron la cromatografia de exclusion en geles
suaves de polidextranos, también denominada cromatografia de filtracion por gel,
en 1962 el quimico norteamericano Moore efectud separaciones en geles rigidos
de poliestireno, denominando esta técnica cromatografia de permeacion por gel.

(Perkin Elmer, 1996)

Hasta principios de afos sesentas la cromatografia de gases era la mas popular
que la cromatografia de liquidos, pero a fines de los afios setentas y gracias al

avance en la instrumentacion y en los empaques de las columnas se logro la



cromatografia de liquidos de alta presion, ésta se desarrollo a mediados de los
afos setentas y rapidamente fue mejorada con el desarrollo de empaques de
columnas y con la adicién de detectores en linea, a finales de los setentas se
incluye la cromatografia de liquidos de fase inversa, la cual mejora la separacion
entre compuestos muy similares.

Para 1980, el HPLC fue comunmente usada para la separacion de compuestos
quimicos, nuevas técnicas de separacion, identificaciéon, purificacion vy
cuantificacion fueron mejoradas sobre las anteriores, comenzaron a emerger
equipos de HPLC mas rapidos, mejorados con diferentes tipos de cciumnas(afines
y micro columnas), si bien la HPLC es considerada mundialmente como una de las
principales técnicas de apoyo para la Biotecnologia de alimentos, cosméticoé.
energia, farmacéutica y ambiental, Biomedicina, Bioquimica y en la investigacion.

(C.V. Sawyer, 1967)

Actualmente dentro de los problemas ambientales en los que el HPLC ha sido
una herramienta para la determinacién de ciertos compuestos organicos que tiene

algun efecto negativo en el medio ambiente se citan los siguientes:

En 1998, Lau-Cam y Roos la utilizaron en analisis cuantitativo para la deteccion
para la deteccion de acido undicilenico proveniente de productos farmaceuticos
por medio determinacion directa en HPLC y deteccion espectrofotémetrica. (Lau-

Cam, 1998)



Dridi y colaboradores en 1998, utilizaron la HPLC para la determinacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos junto con un detector para UV, programado a
una longitud de onda, estos hidrocarburos son una clase de compuestos organicos

téxicos y cancerigenos, ademas de mutageénicos. (Drid, 1998)

Sanchis -Mallols y colaboradores en 1998, la utilizaron para determinar
fenilurea, un herbicida empleadec muy comunmente en la agricultura, esta

sustancia es altamente tdxica para los mamiferos. (Sanchis-Mallois, 1998)

Rodriguez y colaboradores en 1998, determinaron el pesticida diflubenzuron y
algulnos de sus metabolitos, ya que algunos de ellos son agentes mutantes y
pueden causar cancer en los seres humanos, utilizaron HPLC con detector de
arreglo de diodos. Este método también se ha reportado para la deteccion del

mismo pesticida en leche, suelo y agua. (Rodriguez, 1998)

Leal C. y colaboradores en 1998, utilizaron la cromatografia de liquidos con
deteccion fluorimétrica para compuestos de Triorganotina en materiales marinos,
ya que el compuesto de tributil estafo y trifenil estafio son usados en bases de
pinturas y en fungicidas, PVC, y son agentes tdxicos para los organismos marinos.

(Leal C., 1998)



C. Hidalgo, y colaboradores en 1998, usaron un método de cromatografia de
liquidos para la determinacion de herbicidas como el fenilcarbamato. En la
determinacion usaron fase reversa con un arreglo de diodos. Estos herbicidas son
empleados en la agricultura y sus residuos persisten en el subsuelo y pueden
causar dafo al infiltrarse en aguas profunidas o mantos acuiferos, que son

destinados para consumo humano. (Hidalgo C., 1998)

M.C. Alonso, y colaboradores en 1998, utilizaron la cromatografia de liquidos a
presion atmosférica acoplado a espectrometric de masas para la determinacion de
compuestos fendlicos en muestras de suelo piovenientes de la biodegradacion de
substancias humicas, ligninas y taninos, contenidos en herbicidas y pesticidas; ya
que estas substancias pueden ser retenidas por el suelo o absorbidas y son

perjudiciales para organismos propios de la tierra. (Alonso M.C., 1998)

O, Jauregui y colaboradores en 1998, aplicaron también la cromatografia de
liquidos a presidn atmosférica acoplado a espectrometria de masas, en un analisis
de suelos para detectar fenoles clorados que también son libremente usados en
varios procesos industriales y que pueden ser contaminantes peligrosos para el

suelo y el agua. (Jauregui O., 1998)

H-R, Buser, y M.D, Mdller utilizaron en 1995 el HPLC, para separar
enantiomeros y diasteromeros de algunos pesticidas de acetamida en cultivos de

papas, remolacha de azlcar y otros cultivos y posteriormente, en lodos de
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desecho y suelos, pero en los dos ultimos casos utilizaron cromatografia de gases

de alta resolucion y espectrometria de masas. (Buser y Muller, 1995)

Tres afios mas tarde Buser y Muller trabajaron en la deteccion de una droga
farmacéutica presente en lagos de norte de Suiza llamada Mecoprop, que también
es utilizada como pesticida de muy alto potencial, ya que contamina las aguas
cuando se aplica directamente en el suelo, esto es detectado por cromatografia de
gases y espectrometria de masas, e indican que este compuesto puede
transformarse en el suelo como toxico y ser después lixiviado a aguas
subterraneas, rios, lagos y eventualmente al mar. El compuesto fue detectado en
agua superficial, agua subterrdnea y en agua potable de areas de donde

frecuentemente es usada para las granjas.(Muller y Buser, 1997)

Xu-Shine en 1999, determind la manera ciclica y su degradacion en suelo del
Metilsiloxano que c¢s -an contaminante volatil y poco soluble en agua, utilizando
cromatografia de gases y espectrometria de masas, ademas de cromatografia en

gel permeabley HPLC con fase reversa. (Xu-Shine, 1999)

Sanchez —Rosero y colaboradores en 1998, utilizaron también el HPLC para
determinar al Mecoprop y al Dicloroprop en soluciones de suelos acuosos, la
razon de su investigacion fue la alta movilizacién de estos compuestos en el suelo
y su uso como pesticida ya que era utilizado en cultivos y en dosis inadecuadas.

(Sanchez-Rosero, 1998)



Cédric G. y colaboradores en 1998, determinaron compuestos de organotonina
en aguas, sedimentos y lodos de desecho pero utilizando cromatografia de gases
y espectrometria de masas, la importancia de estos compuestos es que forman
parte de insecticidas, bactericidas, fungicidas etc., y se han encontrado en altas
concentraciones en agua, sedimentos, tejidos biologicos y lodos de desecho, y

por lo mismo alteran los ecosistemas terrestres y acuaticos. (Cédric G., 1998)

2.1.3 Legislacion sobre contaminantes presentes en lodos de desecho.

La U.S. Environmental Protection Agency (EPA), tienen desarollada una Regla
basada en el riesgo para la proteccion de la Salud Publica y e Medio Ambiente,
donde razornablemente anticipa efectos adversos de coataminanies que
probablemente esten presentes en Biosolidos (lodos de desechn) que se usan ©
sé despositan. Comunmente conocida como la Regla Parte 503, la regulacion (40
CFR parte 503) fue publicada en el Registro Federal el 19 de Febrero de 1993. La
mayoria de las reglas fueron basadas en los resultados de evaluacion de riesgos
que fueron cientificamente conducidos para identificar cualquier riesgo que fuera

asociado con el uso ¢ disposicion de biosolidos.

El proceso de identificacion de contaminantes de interés comenzo en el afno de
1984, cuando la EPA desarrolld para posibles consideraciones una lista de
aproximadamente 200 contaminantes basada en los siguientes tipos de

informacion disponibles:



1) Exposicion humana y efectos de salud.

2) Toma de contaminantes en plantas.

3) Fitotoxicidad (efectos adversos en plantas)
4) Efectos en animales domeésticos y silvestres.
5) Efectos en organismos acuaticos.

6) Frecuencia de contaminantes presentes en biosdlidos.

Ademads la agencia en 1984 sometid dicha lista de 200 Contaminantes para
revision por 4 paneles de expertos cubriendo aplicacion en tierra, depositacion en
superficies, incineracion y depositacién en océanos de biosélidos, los paneles
recomendaron que aproximadamente 50 de los 200 contaminantes listados estan.

mas estudiados, la lista rezo" endada de contaminantes fue basada en:

1) La probabiidad que el csntaminante podria ser toxico por
exposicion a través del uso 6 depositacién de biosdlidos.

2) La probabilidad de exposicion humana y del medio ambiente a los
Contaminantes podria ocurrir via aplicacion en tierra, depositacion en
superficies, incineracion ¢ depositacion en océanos de biosolidos.

3) l.a disponibilidad de toxicidad y fecha de exposicion por los
contaminantes.

4) Mejor jurado profesional (Conformado por expertos de la NSSS y de

EPA)

*NSSS National Sewage Sludge Survey



A continuacién se muestra la lista de los Contaminantes mas estudiados segun

el panel de expertos de la EPA:

Tabla no. 1 Lista de Contaminantes mas estudiados por la EPA.

Aladrin / Dieldrin DDT/DDE/DDD Maolibdeno

Arsenico Acido 2,4 Dicloro-Fenoxiacetico Nicked

Berzeno Dioxinas n-Nitroso-dimetilamina
Antraceno |Fluoruro Bifenilos Policiorados (PCBs)
Pireno Furanos PentaClorofenol
Ftalato Heptacloro Fenantreno

Berilio HexaCloro Benzeno Ferol

Cadmio Fiemo Selenio

TetraCloruro de Carbono Plomo TetraCloroetileno
Ci.-dano Litio Toxafeno

Cloroformo Malation TriCloroetileno

Cromo Mercunio TrCresilfosfato
Cobalto Metiletilcetona Cloruro de Vinilo
Cobre |Metileno bis (2Clor) anilina Zinc

Cianuro |Cloruro de ! ¥etilo

Los biosolidos son conocidos por contener quimicos organo-sintéticos (p.e.
PBC's e hidrocarburos aromaticos policiclicos PAH's) en la regla parte 503 se
recomienda que algunos de los contaminantes organicos propuestos para la
regulacion deben suspenderse o borrarse porqué los contaminantes tampoco son

prohibidos 6 restringidos para su uso en los Estados Unidos.

En respuesta la EPA, decide reevaluar todos los contaminantes organicos
propuestos para la regulacién en la Regla Parte 503, los resultados de esta
evaluacion asi como numerosos estudios de investigacion para la National

Sewage Sludge Survey (NSSS), mostraron que los contaminantes organicos



presentes en los biosolidos en Estados Unidos estan en bajos niveles que no
producen riesgos significantes para la salud publica 6 el medio ambiente.
Ademas, la EPA decidié suspender ¢ borrar la regulacién de contaminantes
organicos en la Regla parte 503, porqué Iés contaminantes organicos se

encuentran en los siguientes tres ultimo criterics:

1) Los contaminantes han estado prot ibidos ¢ restringidos para uso en
Estados Un'tdoé o no son manufacturados en gran cantidad.

2) Los contaminantes no estan presentes en biosolidos en frecuencia
sigrificativa de deteccién (e. j. 5 por ciento) basada en informacién de la
Junta en la NSSS en biosolidos de 1995.

3) El limite para el contaminante identificado en los biosolidos para la
evaluacion de riesgo no es lo esperado [.ara ser exceso en biosolidos

4) que son usados o depositados, basados en la informacion proveniente

de la NSSS de 1995.

Los limites que pueden haber sido usados basados en la evaluacion de riesgo
si los contaminantes quimico-orgénicos fueron incluidos en la regia son listados en
la tabla 11 de la misma. (A Guide to the Biosolids Risk Assessments for the EPA
Part 503 Rule), esta es la lista de contaminantes suspendidos 6 restringidos por la

evaluacion del panel de Expertos de la EPA:



Tabla no. 2: Lista de contaminantes suspendidos por la EPA.

Bis (2etilhexil) Ftalato Fluoruro Mercurio

Cadmio Furanos n- Nitroso- Dimetilamina
Cromo HeptaCloro |TriCloroetileno

DDT / DDE / DDD Fierro

Dioxinas Litio

Esta decision a traido algunos problemas ya que en Estados Unidos estos
contaminantes no son de gran significacién, pero para otras naciones si, sobre
todo en Europa donde ciertos compuestos son parte de la materia prima
fundamental para las industrias. Esto ha dejado fuera de la Nommatividad a
compuestos de alto riesgo para las comunidades Europeas y Orientales ya que
ellos si los identifican con mas frecuencia en sus lodos de desecho pero no tienen
ahora la regla o norma para poder clasificarlos. La EPA debera tomar nuevas
consideraciones sobre este aspecto antes de que se convierta en un prublema al
cual si no se le atiende a tiempo podria acarrear serios trastornos en el ambito
economico para la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente. (Review of Risk

Analysis Round Two Biosolids Pollutants, 1999).

En la legislacién de México en cuanto a lodos de desecho, no existe un
apartado como en otros paises, se maneja en conjunto en una norma ecoldgica,
existe actualmente una proposicion de norma y es la PROY-NOM-052-ECOL-
1999, en la cual se establecen las caracteristicas, el procedimiento de

identificacion y el listado de los residuos peligrosos. Esta norma menciona que los
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residuos peligrosos en cualquier estado fisico, por sus caracteristicas corrosivas,
reactivas, explosivas, toxicas, inflamables y biolégico-infecciosas, representan un
peligro para el equilibrio ecologico o el ambiente, por lo que es necesario definir
cuales son los residuos identificandolos y ordenandolos por giro industrial, y por
proceso, asi como establecer los limites maximos que hacen a un residuo

peligroso por su toxicidad al ambiente

El actual proyecto de norma como anteriores normas estan basadas
principalmente en reglamentos de normas como los de EPA, en los Estados
Unidos y la CEPA en Canada, es de esperar que cualquier tipo de criterio 0
modificaciéon realizada por ambas, tenga efectos en nuestras normas. La norma
cuenta con 3 tablas que listan los residuos que se consideran peligroses y las
cuales se aplicaran también a los lodos de desecho de todos los giras industriales
y entre los cuales estan contemplados lodos de desecho de la industria

farmacéutica, que a continuacién se presentan.

Tabla no.3: constituyentes inorganicos presentes en la NOM-004-Ecol-1999.

Arsenico Mercurio
Bario Plata
Cadmio Plono

Cromo Hexavalente |Selenio
Niquel




Tabla no. 4 constituyentes organicos presentes en la NOM-004-Ecol-1999.

Acrilonitrilo Lindano

Clordano Metoxicloro

o-Cresol Nitrobenceno

m-Cresol Pentaclorofenol

p-Cresol 2,3,4,6-Tetraclorofenol

Acido 2 4-Diclorofenoxiacético |Toxafeno

2,4-Dinitrotolueno 2.4 5-Triclorofenol

Edrin 2,4,6-Triclorofenol

Heptacloro(y su epoxido) Acido2,4,5-Tricloro fenoxipropionico (silvex)
Hexacloroetano

Tabla no. 5: constituyentes organico volatiles presentes en la NOM-004-Ecol-1999.

Benceno 1,1-Dicloroetileno 1,1,2,2-Tetracloroetano
Eter bis (2-cloro etilo) |Disulfuro de Carbono Tetracloruro de carbono
Clorobenceno Fenol Tetracloroetileno
Cloroformo Hexaclorobenceno Tolueno

Cloruro de metilo Hexacloro-1,3-Butadieno [1,1,1-Tricloroetano
Cloruro de Vinilo Isobutanol 1,1,2-Tncloroetano
1,2-Diclorobenceno  |Etilmetilcetona Tricloroetileno
1,4-Diclorobenceno  |Piridina

1,2-Dicloroetano

1,1,1,2-Tetracloroetano

(Fuente: Instituto Nacional de Ecologia-1999)

Como se puede observar al igual que en algunos ofros paises

existen

compuestos que son producidos por las industrias farmacéuticas y por algunos

otros giros industriales y que no son contemplados por esta norma, como residuos

peligrosos, debido a que en los Estados Unidos principalmente, no son producidos



0 sus concentraciones no son tan significativas como para decidir que sean
toxicos o dafinos al medio ambiente, o los tratamientos de estos
satisfactoriamente reducen la posibilidad dafio al entorno ecologico, es dificil de
creer que no existen normas mexicanas que hayan servido de base para la
elaboracion de la presente norma y por lo tanto se debera trabajar para poder en
union con otros paises que al igual que a México le afectan ciertos criterios
internacionales, para ubicar el manejo y disposicion final de algunos lodos
residuales, sobre todo de la industria farmaceéutica que necesitan clasificarse y
monitoriarse para evitar problemas toxicos y de medio ambiente. (pagina web

http://rds.org.mx/,1996)



I METODOLOGIA:

3 1 Localizacion del area de Estudio.

Figura No. 2 Mapa del sitio de muestreo, Dolores Hidalgo Estac~ de Guanajuato
(INEGI-carta edafologica, 1996)

3.1.2 Descripcion del Area de Muestreo:

El sitio experimental esta localizado a 20 kilometros al este de Dolores
Hidalgo en el estado de Guanajuato, entre la latitud norte de 21° 9' y la latitud
oeste 101° 15°, y a una altitud de 2000 metros sobre nivel del mar (msnm), su
panorama fisiografico, en el que ocurren sistemas tan distintos entre si como
sierras, mesetas, lomerios, valle y llanuras, la litologia igualmente complicada,
constituida por varios tipos de roca volcanica con altos contenidos de silice,
basalto y roca ignea acida asociada con aluviones antiguos, por pertenecer a la
regién central de la entidad se depositan aguas de la subcuenca del rio Lajas-
Penuelas con acuiferos y una zona de veda de tipo C, veda elastica y esta
caracterizado por una clima seco, con una temperatura media anual de 17°C y una
precipitacion promedio anual de 460 — 560 mm{principaimente entre los meses de

profundidad enire 15 — 40 cim, y ei lipo de vegetacion predominanie es ei
mezquite Frosopis iaevigata. (Luna-Suarez, 1598)
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3.2 Muestreo de lodo.

El lodo utilizado para la realizacion de este trabajo fue colectado de una planta
de tratamientos de aguas residuales de una industria farmacéutica, el muestreo se
realizo después de que el lodo es deshidratado con un filtro prensa, para la
recoleccion de las muestras se tomaron costales de yute de 50 kg y fueron

transportadas al laboratorio para su analisis y aplicacion en el suelo.

3.3 Trabajo de Laboratorio

3.3.1 Acondicionamiento del suelo

a) Se acondiciono el suelo de mezquital a 40% de capacidad de retencion de
agua y se incubo a temperatura ambiente una semana.

3.3.2 Preparacién del suelo para las dinamicas del nitrégeno.

a) Se tomaron 50 g de muestra de suelo acondicionado y se colocaron en
jarras de 1 litro cerrandose completamente. Se incubaron a temperatura
ambiente en oscuridad, durante 100 dias.

b) Las muestras fueron analizadas en los siguientes  dias
0,1,3,7,14,28,46,70,100 por triplicado.

c) Para evitar condiciones de anaerobiosis las jarras se aerearon cada
semana.

d) Para el analisis se tomaron las muestras y se disolvieron en 100 ml de
sulfato de potasio 0.5 M, y se agitdé durante media hora a 180 rpm.

e) Posteriormente las muestras se filtraron a través de papel filtro Whatman #
41 de poro grueso. El filtrado se guardo en frascos de 125 ml a 4°C para
su posterior analisis.



3.3.3 Dinamicas de nitrogeno de suelo con lodo

a) El suelo se acondiciono de la misma manera que en el caso anterior y se
adiciond lodo con un peso equivalente al 4% del peso del suelo, para
incubarse en las mismas condiciones que el suelo

b) Se trato de eliminar algunos compuestos solubles del lodo haciendo
lavados con agua. Para lo cual el lodo se lavé diez veces con agua
destilada, se filtro y se lavo cada vez.

c) El residuo final es a lo que se denomino lodo lavado con el fin de que
sirviera como control del mismo lodo.

d) E! lodo lavado también se adiciond en una concertracion de 4% vy
posteriormente se incubd de la misma manera que el suelo para las
dinamicas de nitrégeno.

e) Todos los extractos se hicieron con el sulfato de potasio al igual que el
suelo para posteriormente realizar los analisis de nitrégen?.

fy) Como control también se llevo a cabo el mismo experimento con lodo solo
y con lodo lavado.

3.3.4 cCuantificacion de nitrogeno amoniacal, nitritos y nitratos.

Las técnicas utilizadas para la cuantificacién de nitrogeno amoniacal, nitritos y
nitratos fueron tomadas de E. Primo Yufera, J. M. Carrasco Dorrién; 1973 (ver
anexo A).

335 Preparacion de soluciones.

La preparacion de las soluciones metanol: agua (70:30), metanol: agua: acido
acetico (40: 60: 10) asi como la medicion del pH de esta ultima, fueron de acuerdo
a la técnica en el laboratorio de analisis de instrumental de la UPIBI, del IPN
(ver anexo A).

La obtencion del Extracto Acuoso del lodo asi como su filtrado se realizo de
acuerdo a la técnica empleada en el laboratorio de analisis de instrumental de la
UPIBI, del IPN(ver anexo A).



3.36 Procesamiento de i0s extractos de lodos

Los extractos de lodos fueron procesados en un cromatégrafo de liquidos
Varian 9010, cuya bomba es de tipo terciaria (ver anexo A).

3.3.7 Evaluacion de la degradacion de los compuestos organicos en el lodo y
suelo con lodo.

1. - Se tomaron muestras de 1 kilogramo de suelo en la localidad de Dolores
Hidalgo en el estado de Guanajuato.

2. - Cada muestra fue tamizada a través de un tamiz con diametro de 0.5 mm y
posteriormente se acondiciono a 40 % de su capacidad de retencion de agua
durante 8 dias.

4. - Posteriormente se tomaron por separado muestras de 10 gramos del suelo 1
y 2 asi como del lodo, las cuales se incubaron en una jarra de 1 litro, dandoles
los siguientes tratamientos:

a) Suelo 1

b) Suelo 2

c) Suelo 1 con lodo
d) Suelo 2 con lodo
e) Lodo

5. - Cada tratamiento se incubd a temperatura ambiente en una jarra de 1 litro,
aereando cada semana para evitar condiciones anaerobicas.

6. - Se tomaron muestras de cada uno de los tratamientos en los siguientes dias:
0, 3,7, 14, 28, 48, 70, 100 por triplicado.

7. - Cada muestra se extrajo con 100 ml de agua desionizada y se procedio a
agitar a 200 rpm durante media hora.

8. - Enseguida se centrifugé a 3000 rpm durante 5 minutos y despues se filtraron
a través de papel filtro, con el fin de eliminar las particulas gruesas.

9. - Elfiltrado se paso a través de un filtro de 0.45 u de diametro.
10. - Por ultimo a los componentes organicos de cada solucion fueron separados

por la técnica de HPLC establecida para los componentes organicos de los
lodos.



11 - La tecnica de HPLC empleada tue tomada de Lorenz, L. J. 1980, la cual se
modifico de acuerdo al tipo de compuestos organicos que se identificaron

12. - El manejo de los datos para las cuantificaciones de amonio, nitritos y nitratos,
fue mediante la utilizacion del programa estadistico denominado Stadistical
Analysis Sistem (S.A.S)



3.3.8 Diagrama ae [ lujo de ia estrategia expermental utilizada en el laboratorio.

Muestreo del suelo de Dolores Hidalgo, Guanajuato y
Del lodo de la industna farmacéutica en México D. F,

l

7 dias a temperatura ambient:: en el laboratorio.

l

~ Tratamientos (se pesaron 27 muesiras de cada tratamiento

!'__ - — Con una cantidad tota! de 50 g). |
o R

| Suelo | Suelocon Idao_Twéuéto'cEnullcﬁd | Lodo lavado al “‘Lé_dbm”
- ald% | lavadoald% | 4% | o

; Incubacion de lus tratamientos a 28°C y muestreo por triplicado
Alos 0, 1, 3,7, 14, 28, 46, 70, 100 dias para andlisis.

-

25g de muestra para extraccion de | 10g de muestra para extraccion de
| nitrégeno(NH,", NO,, NO5) con 100 mide | compuestos del lodo con 30 mide agua |
K,SO, 0.5 M. ~ desionizada. P

Extracto para analisis de dinamicas de i i Extracto para analisis de com puestos
nitrogeno (NH.". NO,', NO). . organicos por HPLC. |

I :

Interpretacion cualitativa de los compuestos |
__organicos presentes en lodo residual.

« Los tratamientos fueron aereados cada semana para evitar condiciones de
anaerobiosis.
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3.3.9 Produccion de Biosolidos de la Industria Farmaceéutica.

/ Desactivacion

4

Planta Cefalosporinas

Neutralizacion

Carcamo 2
Carcamo 1
Carcamo 3
Cribado »| Holding
\ 4
SBR
Digestor
Carcamo agua tratada ¢
Acondicionado
y
. . Filtro Prensa
Filtro Multicapa I
v
Figura No. 3 : Diagrama de flujo en Disposicion Final
la Produccion de Biosolidos.




IV Resultados y Discusion.

4 1 Cuantificacion de NH,'

En cuanto al suelo solo (SM) la cuantificacion de amonio al dia 0 es de 69.7
mg de N/ kg de masa seca, decae a el dia 7 con un valor de 16.2 mg de N/kg de
masa seca, estabilizandose entre los dias 14 a 46 con un valor promedio de 22
mg de N/ kg de masa seca, decae al dia 70 y se mantiene constante apartir de
los 100 dias con un valor promedio de 9.2 mg de N/ kg de masa seca.

Para el tratamiento suelo de mezquital con lodo lavado (SMLL) la
cuantificacion de amonio comienza al dia 0 con un valor de 957 mg de N/kg de
masa seca, observandose después una tendencia a disminuir estabilizandose
apartir del dia 28 a los 100 dias con un valor promedio de 20.9 mg de N/kg de
masa seca.

El siguiente tratamiento suelo de mezquital con lodo (SML) in.cia con un valor
de 133.8 mg N/kg de masa seca, aumentando al dia 1 con un valor de 241.7 mg
de N/kg de masa seca, decae y se estabiliza a partir del dia 28 a los 100 dias
con un valor promedio de 26 mg de N/kg de masa seca.

En cuanto a el tratamiento lodo lavado (LL) inicia al dia 0 con un valor de 66
mg de N/ kg de masa seca, aumentando al dia 14 con un valor de 116.2 mg de
N/kg de masa seca, estabiliziindose apartir del dia 28 a los 100 dias con un valor
promedio de 43.7 mg de N/ kg de masa seca.

Por uitimo para el tratamiento de lodo (L) inicia con un valor superior al de las

anteriores que es de 444 .43 mg de N/ kg de masa seca, y decae gradualmente
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apartir de dia 14 y se estabiliza a los 100 con un valor promedio de 66 mg de N/

kg de masa seca

Tabla no. 6 . Cuantificacion de NH," en suelo de mezquital y suelo de mezquital
adicionado con lodo residual de la industria farmacéutica incubado a 28°C

durante 100 dias, + desviacion estandar.

sm|p.s.|smi|ps]sm |os| e [ps] ¢ |os.
Das mgdeN / Kg delLodo Seco

0 | a7 | 83| %7 | 16 | 1388 | 47| e | 116 | 4444 | 193
69 | 22 | 13 | 42 | o017 | 185 | 67 | 42 | 244 | 213
3 | 306 | 0 | 42 | 64 | 1272 | 116 | 399 | 89 [ 1148 [ %3
7 | 182 | 44 | 725 | 211 | 431 | 211 | 02 | 96 | 1841 | 67
14 | 23 | 55| 21 | 21| 85 | 27 | 1162 | 153 | 12 | 144
B | 21 | 73| 209 | 1383| 2 | 43| 33 | 42 | 1841 | 516
46 | 22 | 32| 213 | 16| 22| 16 | 47 | 158 | 12 | 342
70| 92 | 16| 11 | 55| 288 | 87| 511 | 42| e | 379
10| 92 | 16| 111 | 55| 288 | 37| 511 | 42 | e | 79




NH,"( mg de N/ kg de M. S)

Tiempo en dias

Figura No. 4: Grafica que muestra el comportamiento en la cuantificacion de

NH:" en suelo de mezquital (SM- ), suelo de mezquital adicionado con lodo
lavado (SMLL *]. suelo de mezquital adicionado con lodo (SML -O-), lodo
lavado (LL M-) y lodo ( L -®@-), incubados a 28 °C durante 100 dias, todos con +

desviacion estandar.



De acuerdo con los registros de la tabla no 6 y lo observado en la grafica
no.4, los tratamientos SML y L son los que présentan una mayor cuantificacion
de amonio inicial, con valores de 1338 y 44443 mg N/kg masa seca,
respectivamente y decreciendo apartir de dia 3 hasta estabilizarse al dia 28, y
manteniéndose asi hasta los 100 dias, lo ctal concuerda con lo reportado por
Epstein et al. 1978, Smith. 1980, Sommers et al. 1983, Stanford. 1974, Magdoff
et al. 1980, Ryan et al. 1973, Lindenman11984. Los cuales mencionan un
incremento inicial importante de amonio dentro de las dos primeras semana,
cual indica que la adicion de lodo residual a suelos del mezquital, proporciona
una cantidad de nitrégeno importante para activar los procesos de
mineralizacion del nitrégeno y de esta manera favorecer en el mejoramiento del

suelo .
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4.1.2 Cuantificacion de NO; UNAM CAMPUS

Pasando a la cuantificacion de nitritos tenemos que el suelo solo (SM) inicia
con un valor de 0.07 mg de N/ kg de masa seca, incrementando los dias 1y 28
con un valor de 0.7 y 1 mg de N/ kg de masa seca respectivamente,
estabilizandose apartir de dia 28 a los 100 dias con un valor promedio de 0.4 mg
de N/kg de masa seca. 'ZT

Para el caso de tratamiento suelo adicionado con lodo lavado (SMLL), la
cuantificacién inicia al dia cero con una un valor de 0.5 mg de N/ kg de masa
seca, incrementando al dia 3 con un valor de 1.7 mg de N/ kg de masa seca,
estabilizandose apartir del dia 7 a los 100 dias con un valor promedio de 0.5 mg
de N/ kg de masa seca.

Ahora con el tratamiento de suelo adicionado con lodo (SML), cuya
cuantificacion inicia al dia 0 con un valor de 0.6 mg de N/ kg de masa seca,
aumentando al dia 7 con un valor de 1.3 mg de N/ kg de masa seca,
manteniéndose constante apartir de los dias 14 a 46 con un valor promedio de
0.7 mg de N/ kg de masa seca, decae hacia el dia 70 estabilizandose hacia los
100 dias con un valor promedio de 0.5 mg de N/ kg de masa seca.

Siguiendo con la el tratamiento de lodo lavado (LL), inicia con un valor de 2.4
mg de N/ kg de masa seca, notando dos aumentos los dias 1 y 28 con un valor

promedio de 3 mg de N/ kg de masa seca, decae paulatinamente apartir del dia
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46 hasta estabilizarse a os 100 dias con un valor de 1.3 m de N/ kg de masa
seca.

Por ultimo el tratamiento de lodo (L), que inicia con un valor de 4.32 mg de N/
kg de masa seca, y decae hacia el dia 7 con un valor de 2.3 mg de N/ kg de
masa seca, manteniéndose constante apartir del dia 14 a 46 con un valor
promedio de 4.6 mg de N/ kg de masa seca, hasta estabilizarse a los 100 dias

con un valor promedio de 1.7 mg de N/ kg de masa seca.

Tabla No. 7 : Cuantificacion de NOz en suelo de mezquital y suelo de mezquital
adicionado con lodo residual de la industria farmaceutica incuoado a 28 °C

durante 100 dias, + desviacion estandar.

sm |p.s.|[smi|os.|sm |os| o [os] L |os

Diss mgdeN/ kgde LodoSeco
0 0.07 01 05 05 06 01 24 07 43 0
1 07 03 02 007 1 04 3 08 35 04

3 02 01 154 02 06 01 24 02 3 08

7 02 02 06 02 13 0.1 17 03 23 03

14 02 007 04 01 07 007 2 04 43 05

2B 1 01 07 01 1 02 3 06 46 03

46 02 007 05 0 07 0.07 23 03 49 04

70 04 007 05 02 02 0 1.3 03 26 003

100 03 0 05 02 05 02 1.3 0 1.7 06
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NO; (mgdeN / kg de M. S)

Tiempo en dias

Figura No. 5: Grafica que muestra el comportamiento en la cuantificacion de

NO; en suelo de mezquital (SM - -), suelo de mezquital adicionado con lodo
lavado (SMLL -&), suelo de mezquital adicionado con lodo (SML -O-), lodo
lavado (LL -M- ) vy lodo (L -®@-), incubados a 28°C durante 100 dias, *

desviacion estandar.



Pasando a la informacion que nos proporcionan los registros de la tabla
no.7, y a lo observado en grafica no.5, tenemos en cuanto a la cuantificacion de
nitritos, se observa que los tratamientos LL y L, son los que muestran los valores
mas altos ya que por légica el contenido de materia organica en estos es mucho
mayor, tendiendo a estabilizarse apartir del dia 46, sin embargo los tratamientos
de SML y SMLL, muestran valores iniciales de 0.6 y 0.5 mg de N /kg de masa
seca, los cual indica que la actividad de las bacterias nitrificantes se ve
favorecida apartir del dia inicial al dia 70, concordando esta informacion con lo
reportado por Epstein et al. 1978, Smith. 1980, Sommers et al. 1983, Stanford.

1974, Magdoff. 1980, Ryan et al. 1973, Lindenmann,1984.
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4 1.3 Cuantificacion de NO,

Observando la grafica de cuantificacion de nitratos tenemos que en suelo solo
(SM), inicio al dia 0 con un valor de 6.7 mg de N/ kg de masa seca, aumentando
al dia 14 con un valor de 251 mg de n/ kg de masa seca, disminuyendo hasta
estabilizarse apartir del dia 28 a los 100 dias con un valor promedio de 80 mg de
N/ kg de masa seca.

Para el tratamiento de suelo adicionado con lodo lavado (SMLL), la
cuantificacion de nitratos inicia al dia 0 con uri valor de 8.6 mg de N/ kg de masa
seca, notandose enseguida el aumento progresivo apartir del dia 1 al 46,
estabilizandose a los 100 dias con un valor de 224.3 mg de N/ kg de masa seca.

Siguiendo con el tratamiento de suelo adicionado con lodo (SML), este iniciz
con una cuantificacion de nitratos al dia 0 con un valor de 12.9 mg de N/ kg de
masa seca, observando un aumento gradual del dia 3 al dia 70, estabilizandose
a los 100 dias con un valor de 258.2 mg de N/ kg de masa seca.

Entonces para el tratamiento de lodo lavado (LL) que inicia al dia 0 con un
valor de 16.1 mg de N/ kg de masa seca, decae al dia 3 con un valor de 7.8 mg
de N/ kg de masa seca, e inicia un incremento gradual hacia el dia 70, y se
estabiliza a los 100 dias con un valor 23.9 mg de N/ kg de masz seca.

Y en caso del tratamiento de Lodo solo (L), la cuantificacion de nitratos inicia
al dia 0 con un valor de 71 mg de N/ kg de masa seca, decae al dia 3 con un

valor de 16.4 mg de N/ kg de masa seca, aumentando de manera gradual hasta



el dia 70 y estabilizandose a los 100dias con uri valor de 42.9 mg de N/ kg de

masa seca

Tabla No. 8 : Cuantificacion de NO3 en suelo de mezquital y suelo de mezquital
adicionado con lodo residual de la industria farmaceutica incubado a 28°C

durante 100 dias, + desviacion estandar.

sMm [ps[smi|ps|svfos]| .« [os| L |bs

Dias mgdeN/ Kgde Lodo Seco

0 67 0 86 18 129 132 161 7 7 132
1 48 1.7 172 0 129 06 172 1.1 Ny 58
3 237 0 16.4 0 71 13 78 3 164 18

7 413 24 495 24 498 23 174 25 2 4]
14 251 13 1432 102 8% 51 %4 12 33 74
28 B9 194 177.6 215 a5 235 29 41 424 1
46 728 314 2725 558 3261 166 238 34 632 158
70 949 7 2635 826 3797 532 342 22 748 41
100 125 315 2243 57.9 2582 261 239 24 429 82




NOs; (mgde N / kg de M. S)

Tiempo en dias

Figura No. 6: Grafica que muestra el comportamiento en la cuantificacion de

NO; en suelo de mezquital (SM - -), suelo de mezquital adicionado con lodo
lavado (SMLL -&-). suelo de mezquital adicionado con lodo (SML -O-), lodo
lavado (LL -M-) vy lodo (L -@-) incubados a 28°C durante 100 dias, +

desviacion estandar.
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Por ultimo, la informacion proporcionada por la tabla no.8 y la grafica no 6,
en lo correspondiente a la cuantificacion de nitratos, se observa en los
tratamientos SML y L. inician con un valor de 12.9 y 71 mg de N/kg de masa
seca respectivamente, posteriormente se presenta una mineralizacion de
nitrogeno que tiende a incrementar con respecto al tiempo, esto indica que la
adicion de  adicion de lodo a suelo del mezquital, no afecta a los
microorganismos encargados de este proceso y como ya se ha comentado en el
marco tecrico es importante para la absorcion de nitrogeno en las plantas. Lo
anterior concuerda con los trabajos de Sommers et al. 1983, Ryan et al. 773,
Magdoff et al. 1980, Stanford. 1974, Smith. 1980, Lindenmman. 1984, Serna y

Pomares, 1992.



4.2 Separacion de los compuestos organicos presentes en suelo y lodos.

Analizando en primer termino los cromatogramas de los lodos, no se
encuentran diferencias aparentemente significativas entre los compuestos
organicos que se presentan en los lodos, es por 2so que para representarios se
eligieron los cromatogramas de los dias C y 3 (figuras 7 y 8) para mostrarlos. Es
posible una actividad microbiana muy baja la cua! se pudo haber dado por el pH
de 12 que tenia en un inicio el lodo. Pero a mayor tiempo de incubacion el pH
cambia y puede provocar alguna diferencia en la concentracion de los
componentes, pero basandonos en la cuantificacdn y en los TR podemos decir

que no hay diferencia significativa.

De acuerdo con la comparacion de las graficas de suelo 1 se observan
diferencias significativas en el compuesto repres:ntado por el pico numero 6, el
cual aumenta en un 20% del dia 0 al dia 14, disminuyendo posteriormente en
1.86% del dia 14 al dia 28, asi mismo, del dia 28 al 46 en un 39.4%. Lo anterior
puede ser indicio de la actividad microbiana en suelo, al incrementar la produccion
del compuesto representado por el pico numero 6 (figuras 9 a 12). Posteriormente
la concentracion de este compuesto disminuye hasta permanecer constante
después del dia 28; esto posiblemente pueda deberse a que en el suelo los
microorganismos incrementaron su actividad al estar en condiciones adecuadas
de humedad y temperatura, ademas por la agitacion mecanica del suelo los
nutrientes de éste se encontraban en mayor disponibilidad para los
microorganismos, por lo tanto la actividad microbiana se incrementa vy
posteriormente como sucede normalmente en el suelo los microorganismos

tienden a estabilizarse.



Tabla no.9: Valores del registro en HPLC de compuestos organicos

presentes en lodo a 0 dias de incubacion (Fig. no. 7)

Pico Tiempo de retencion expresado enminut Area bajo la Curva expresado en mm2

1 14 2520702
2 1.58 2816502
3 1.76 7407402
4 2.38 85605

5 2.58 915606
6 2.85 1010006
7 346 4055106
8 3.92 656906

Tab'~ no. 10 : Valores del registro en HPLC de compuestos organicos

presentes en lodo a 3 dias de incubacion (Fig. no. 8)

Pico  |Tiempo de retencién expresado en minutod Area bajo la Curva expresada en n2
1 1.6 14345502
2 163 12153102
3 1.85 60320202
4 242 8454402
5 261 22787402
6 289 9765802
7 332 33209302
8 393 68843602
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Figura no. 7 : Cromatograma de los compuestos organicos presentes en una

muestra de lodo a 0 dias de incubacién a temperatura de 28°C.
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Figura no. 8 : Cromatograma de los compuestos organicos presentes en una
muestra de lodo a 3 dias de incubacion a temperatura de 28°C
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Tabla no. 11 : Valores del registro en HPLC de compuestos organicos presentes

en suelo 1, a 0 dias de incubacion ( Fig. no.9)

Pico Tiempo de retencién expresado en minutos rea bejo la Curva expresada en rme
1 1.22 589002
2 1.51 15627002
3 1.76 4187202
4 25 560502
5 271 443302
6 299 102202
T 3.06 1285903

Tabla no. 12 : Valores del registro en HPLC de compuestos organicos presentes

en suelo 1 a 14 dias de incubacion. (Fig. no. 10)

Foo Tiermpo de retenddn expresado en minutos] Area bgo la Curva expresada en n2

1 1.51 2401002
2 1.72 4238002
3 218 2262002
4 257 321302
5 268 155202
6 351 ‘ 5581402
7 514 387201
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Figura no. 9: Cromatograma de los compuestos organicos presentes en una
muestra de suelo 1, a 0 dias de incubacion a una temperatura de
28°C.
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Figura no. 10 : Cromatograma de los compuestos organicos presentes en una
muestra de suelo 1, a 14 dias de incubacion a temperatura de
28°C.



Tabla no. 13 © Valores de registro en HPLC de compuestos organicos presentes

en suelo 1, a 28 dias de incubacion (Fig no. 11)

Foo | Tienpo de retenaon expresado en minutos {Area bajo la Curva expresado en )

1 126 | 601702
2 15 g 227510
3 1.74 ! 3261302
4 2 ; 118202
5 218 ' 1897702
6 . 269 1353003
7 | 349 104201

Tabla no. 14 : Valores de registro en HPLC de eompuestos organicos presentes

en suelo 1, a 46 dias de incubacion (Fig. no. 12)

Foo | Tiermpo de retencidn expresado en minutog] Area bajo la Cuna exresada en )
1 127 528002
2 148 2723
3 176 1266902
4 183 365823
5 219 485362
6 29 w82
7 35 219932
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Figura no. 11: Cromiatograma de los compuestos organicos presentes en una
muestra de suelo de 1, a 28 dias de incubacion a temperatura de

28°C.
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Figura no. 12 : Cromatograma de los compuestos organicos presentes en una
muestra de suelo 1, a 46 dias de incubacion a temperatura de
28°C.
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Observando ahora las graficas de suelo 1 con lodo se puede observar también
diferencias significativas en el compuesto representado por el pico nimero 1, el
cual aumenta un 30.46% del dia 0 al dia 14, y disminuye un 68% del dia 14 al dia
28, de la misma manera lo hace del dia 28 al 48 en un 53.75%. Lo anterior
posiblemente por la incorporacion de los compuestos presentes en el lodo, ya que
al adicionar lodo a éste suelo 1, se observa la aparicion del mismo componente
que en suelo 1 anterior al dia 28. La adicion de lodo esta proporcionando una
mayor concentracion de nutrientes y de microorganismos lo cual da como
resultado la aparicion de un componente que corresponde a un TR promedio de
1.29 minutos. La produccion de este componente de atribuye a la actividad
microbiana del lodo adicionado, ya que este componente no se: observa en el

suelo solo (figuras 10a 13y 14 a 17).

Con respecto a las graficas suelo 2 se observaron diferenc.as significativas
apartir del compuesto representado por el pico nimero 6, al diz "4, el cusl con
respecto a la grafica de los dias 28 a 48 se observa un decremento del 69.08%, lo
cual se explica igual que en el caso del suelo 1, a la producciéon del mismo
componente que se presenta el mismo TR (figuras 10 a 13 y 18 a 20). Este
compuesto también se incrementa al dia 14 como sucede en los casos anteriores

del suelo 1.
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Tabla no 15 Valores de registro en HPLC de los compuestos organicos

presentes en suelo con lodo 1,a 0 dias de incubacién (Fig. no. 13).

Pico Tiempo de retencion expresado en minutos.| Area bajo la Curva expresada en mme
1 125 1510902
2 1.52 1123802
3 175 3111102
4 2.2 1063002
5 25 610802
6 271 516902
7 < 679902
8 355 972303

Tabla no. 16 : Valores de registro en HPLC de los compuestos organicos

presentes en suelo con lodo 1, a 14 dias de incubacion(Fig. no. 14)

Poo Tiempo de retencion expresado en mnutos.|  Area bajo la Curva expresada en nm2
1 1.29 4959102
2 1.77 1237102
3 1.84 3200702
4 221 4055402
5 298 3231302
6 352 1463002
7 402 1490702
8 438 2218302
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Figura no. 13: Cromatograma de los compuestos organicos presentes en una
muestra de suelo con lodo 1, a 0 dias de incubacion a temperatura
de 28°C.
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Figura no. 14 : Cromatograma de los compuestos organicos presentes en una
muestra de suelo con lodo 1, a 14 dias de incubacion a
tamperatura de 28°C.



Tablano 17 Valores de registro en HPLC de los compuestos organicos
presentes en suelo con lodo 1, a 28 dias de incubacion
(Fig. no. 15)
Pico Tierrpo de retencion expresado en minuted / vea bajo la Curva expresada en @

1 1.29 337240z

2 1.79 1218502

3 183 2799702

4 2.21 1770002

5 2.25 408102

6 283 1149802

7 294 782002

8 357 3546102

Tabla no. 18 : Valores de registro en HPLC de los compuestos organicos

presentes en suelo con lodo 1, a 46 dias de incubacion

(Fig. no. 16)

Pico Tienmpo de retencion expresado en minutos | Area bajo la Curva expresada en 2
1 13 2665002

2 157 2278702

3 1.87 5234502

4 22 4537702

5 254 1517602

6 273 686202

7 283 1020602

8 3 567902
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Figura no. 15: Cromatograma de los compuestos organicos presentes en una
muestra de suelo con lodo 1, a 28 dias de incubacion a
temperatura de 28°C.
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Figura no. 16: Cromatograma de los compuestos organicos presentes en una
muestra de suelo con lodo 1, a 46 dias de incubacion a
temperatura de 28°C.



Tabla no. 19 : Valores de registro en HPLC de los compuestos organicos

presente en suelo 2, a 0 dias de incubacion (Fig. no. 17)

Pico Tiempo de retencion expresado en minutos.|Area bajo la Curva expresada en nmQ
1 1.21 483002

2 1.51 1340402

3 1.82 2758002

4 216 6860072

5 235 16611902

Tabla no. 20 : Valores de registro en HPLC de los compuestos organicos

presentes en suelo 2, a 14 dias de incubacién (Fig. nc.18)

Fco Tiempo de retendién expresado en minutos.|  Area bejo la Cunva exresada en n2
1 13 384402

2 147 2275402

3 18 3957402

4 207 599702

3] 219 560312

3 35 6313708

m=r
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Figura no. 17: Cromatograma de los compuestos organicos presentes en una
muestra de suelo 2, a 0 dias de incubacion a temperatura de
28°C.
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Figura no. 18: Cromatograma de los compuestos organicos presentes en una
muestra de suelo 2, a 14 dias de incubacion a temperatura de
28°C.
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Figura no. 19: Cromatograma de los compuestos organicos presentes en una
muestra de suelo 2, de 28 a 46 dias de incubacion a temperatura
de 28°C.

Tabla no. 21 : Valores de registro en HPLC de los compuestos organicos
presentes en suelo 2, de 28 a 46 dias de incubacion
(Fig. no.19)

Foo | Tiempo de retendon expresado en minutos | Area bgo la Qunva expresada en mm{
1 126 231912
2 148 26172
3 184 4746302
4 218 51701
5 283 3505902
6 357

bt 1 i i 4



Enfocados ahora en las ultimas graficas del suelo 2 con lodo podemos
observar aqui dos cosas interesantes, la primera es la diferencia significativa de la
aparicion retardada del compuesto representado por el pico numero 6. que
aparece tanto en suelo 1 solo como en este adicionado con loc'o, pero a diferencia
del suelo 1, en este caso no hay produccion del componente 8 (con TR igual a
3.50), que el suelo produce sin la adicién de lodo. Lo anterior puede deberse a
que los componentes del lodo inducen a la prcduccion de dicho componente el
cual tiene una diferencia de concentracion con re:specto a los componente del dia
14 del suelo 1, solo de 63.53% (figuras 20 a 22), y la segunda es que en este
suelo 2 adicionado con lodo, también se observz: una diferencia significativa en el
compuesto representado por el pico numero 1, igual que en el caso del suelo 1
con lodo el cual aumenta en un 6165% del dia 0 al dia 14 y decrece en un
86.79% hacia los dias 28 a 48, presentandose er: el promedio de TR de 1 26, este
comportamiento fue igual al suelo 1 con lodo, lo cual era de esperarse debido a
que los dos suelcs son de la misma zona de mezquital y no hay diferencias

significativas.



Tablano 22 Valores de registro en HPLC de los compuestos organicos

presentes en suelo con lodo 2, a 0 dias de incubacion (Fig. no.20)

Hoo | Tierrpo de retenddn expresado en minutos.| Area bgo la Qurva expresada en
1 124 26142

2 148 100662

3 1.76 4856002

4 294 1143302

Tabla no. 23 : Valores de registro en HPLC de los compuestos organicos
presentes en suelo con lodo 2, a 14 dias de incubacion (Fig.

no.21)

Foo  |Tiempo de retenaon expresado en minutas | Area bajo la Qunva expresada en ngj
1 129 3813702
2 1.83 1669302
3 1.85 2042502
4 207 To6102
5 22 10317502
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Figura no. 20 © Cromatograma de los compuestos organicos presentes en una
muestra de suelo con lodo 2, a 0 dias de incubacion a temperatura
de 28°C.
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Figura no. 21 . Cromatograma de los compuestos organicos presentes en una
muestra de suelo con lodo 2, a 14 dias de incubacion a
temperatura de 28°C.
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Figura no. 22 : Cromatograma de los compuestos organicos presentes en una

muestra de suelo con lodo 2, de 28 a 46 dias de incubacion a
te:-.peratura de 28 °C.

Tabla no. 24 :  Valores de registro en HPLC de los compuestos organicos
presentes en suelo con lodo 2, de 28 a 46 de incubacion (Fig. no

22)

Hoo  |Tiempo de retendidn expresado en minutos] Area bgio la Qunva expresada en
1 1% 081402
2 18 1853302
3 1.81 565902
4 213 4143002
5 247 1382002




V Conclusiones:

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo. podemos
puntualizar que la nitrificacion en suelo de mezquital adicionado con lodo residual
al 4%, llego a su estabilizacion a los 28 dias.

Por otra parte la adicion de lodo residual a suelo de mezquital proporciona una
cantidad de nitrogeno del orden de 64 mg de N/kg MS Lo cual es indicio del
mejoramiento del suelo por incremento de nutrientes como el nitrogeno.

También la mineralizacion del nitrégeno no se ve afectada por la adicion de
lodo residual a suelo de mezquital, es decir que los componentes organicos e
inorganicos presentes en el lodo no afectan a los microorganismos que llevan a
cabo las reacciones en el ciclo del nitrogeno en estos suelos de mexquital.

En cuanto a la separacion de compuestos organicos presentes en el lodo
residual se concluye que el numero de compuestos separados por HPLC es de G a
una longitud de onda de 254 nm, la cual nos permite establecer que la naturaleza
de estos compuestos es organica y probablemente contengan anillos aromaticos
en su estructura, ademas de que estos compuestos permanecieron constantes
durante el tiempo del estudio(figuras 7 a 8).

Para el suelo de mezquital la separacion de compuestos por HPLC fue de 7
compuestos separados, siendo 3 los mas abundantes, es decir, fueron en los que
se observo un ingremento en la concentracion del compuesto 6 al dia 14 en un 20

%, y en suelo de mezquital 2 se pudieron separar



6 compuestos y siendo 4 los mas representativos, con mayor concentracion,
observandose tambien un incremento del 6to compuesto.

Se puede sugerir en el caso de los extractos para suelo de mezquital 1y 2 que
el compuesto numero 6 es el mismo componen‘e ya que la actividad microbiana
se ve favorecida hacia el dia 14 en ambos casos y estos se nota en el incremento
de estos con respecto al tiempo. (figuras 89a 12y 17 a 19).

Para el caso de suelo de mezquital adicionaco con lodo residual 1 se observa
la separacion de 8 componentes de los cuales Ics compuestos 1 y 8 incrementan
su concentracion en un 30.46% y 27« % reupectivamente, comparando este
ultimo con los de suelo de mezquital 1 y 2 podemios sugerir que se trata del mismo
componente de acuerdo al tiempo de retencion que presentan. (figuras 13 a 16).

Asi para el caso de suelo de mezquital adicionado con lodo residu=! Z. se
observa la separacion de 5 compuestos siendo 4 los de mayor concentracion,
notandose el incremento en la concentracion del compuesto 1 en 61.65% al dia
14 y en el componente numero 5 también incrementa su concentracion en 11.08%
a los 14 dias de incubacion. (figuras 20 a 22).

Lo anterior nos permite establecer que la adicion de lodo residual a suelo de
mezquital beneficia de manera considerable a los microorganismos presentes en
el suelo dotandolo de nutrientes que permiten el incremento de componentes
sobre el dia 14. Todo esto nos impulsa a sugerir trabajos posteriores en el
monitoreo de las posibles alteraciones en otros ciclos naturales tan importantes

como son el del carbono, azufre y fosforo al adicionarles lodo residual, ademas de



58

llevar acabo la identificacion de los compuestos organicos separados para conocer
el grado de toxicidad que pudieran ocasionar o tener, para que de esta manera se
pueda tener una mejor perspectiva en cuanto a la utilizacion de estos lodos
residuales provenientes de la industria farmacéutica y mejorar el manejo de estos

y asegurar su control y uso como fertilizantes.



69

VIBIBLIOGRAFIA.

Alonso M. C. D Puig. | Silgoner, M Grasserbauer., D. Barceld.,1998.
Determination of Priority Phenolic Compounds in Soil Samples by Variuos
Extraction Methods Followed by Liquid Chromatography-Atmosperic Pressure
Chemicals lonisation Mass Spectrometry. J Chrom. A 823 :231-239

R | Beltran-Hernandez., E. Coss-Munoz. . M. L Guido , F Mercado-Garcia. , C
Siebe. , & L. Dendooveen. , 1989 Carbon and nitrogen dynamics in alkaline saline
soil of the former Lake Texcoco (Mexico) as affected by application of sewage
sludge. Europan Journal of Soil Science. 50 : 601 — 608

Bohn L. H., Mcneal L. B.,, O'connor A. G.,1993. “ Quimica del Suelo”, Editorial
Limusa, 2da Edicion, México. 371 Pags.

Buser H. R, and M. D. Muiller.,1995. Environmental Behavicr of Acetamide
Pesticide Stereocisomers. 1. Stereo-and Enatioselective Determination Using Chiral
High-Resolution Gas Chromatography and Chiral High-Performance Liquid
Chromatography. Environ. Sci. Technol. 29 : 2023-2030.

Buser H. R, and M. D. Miller.,1998. Ocurrence of the Pharmaceutical Drug
Clofibric Acid and the Herbicide Mecoprop in Various Swiss lakes and in the North
Sea. Environ. Sci. Technol. 32 : 188-192

Capri A, and S. E. Lindberg.,1995 Sunlight-Mediated Emission of Elemental
Mercury from Soil Amended with Municipal Sewage Sludge. Enwviron Sci.
Technol.31: 2085-2091.

Carrillo G. Rogelio. , Cajuste J. Lenom. , 1995 Behavior of Trace Metals in Soil
of Hidalgo, Mexico. J. Environ. Sci. Healt. A30 (1) : 143-155.

Casal S., M. B. QOliveira. , M. A. Ferreira. , 1998. Development of an HPLC/Diode-
Array Detector Method for Simultaneous Determination of Trigonelline, Nicotinic
Acid, and Caffeine in Coffee. J. Lig. Chrom. & Rel Technol. 21 (20) : 3187-3195

Cédric G. A., M. Berg., S. R. Mdller., U. Dommann., and R. P. Schwarzenbach.,
1998. Determination of Organotin Compounds in Water, Sediments, and Sewage
Sludge Using Perdeuterated International Standards, Accelerated Solvent
Extraction, and Large-Volume-Injection GC/MS. Anal. Chem. 70 : 3094-3101.

Y. M. Chae. , M. A. Tabatabai. , 1986. Mineralization of Nitrogen in Soil Amended
with Organic Waste. J. Environ. Qual. 15 (2) : 193 — 198,



A C Chang, T. C Granato., A L. Page 1992 A Methodology for Establishing
Phytotoxicity Criterial for Chromium, Copper, Nickel. and Zinc in Agricultural Land
Application of Municipal Sewage Sludges. J. Environ. Qual 21 (4) : 521 - 536.

Denis Curtin., Guang Wen.,1999. Organic Matter Fractions Contributing to Soil
Nitrogen Mineralization Potential. Soif Sci. Soc. Am. J. 63 (2): 410 — 415,

Dridi S., M. R. Driss., S. Sabbah., M. L. Bouguerra., 1998 Determination of the
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in Airborne Diesel Exhaust Particulates by
HPLC with UV Detection and Wavelength Programming. J Lig. Chrom & Rel.
Technol. 21 (4) : 457-489.

Epstein E., Keane D. B., and Meinsinger J.J.,1978. Mineralization of nitrogen from
sewage sludge and sludge compost.J. Environ. Qual. 7: 217-221.

Fichtner S., F. Th. Lange., W. Schmidt., H.J. Brauch 1995 Determination of
Aromatic Sulfonates in the river Elbe by on-line lon-pair Extraction and lon-pair
Chromatography. Fresenius J. Anal .Chem. 353 : 57-63.

Follet. R. H., Larry S. Murphy., Roy L. Donahue. 1981. Fertilizers and Soll
Amendments. Prentice — Hall, Inc. Englewood Cliffs, New Jersey. 553 pags.

Alejandro Fierro., Denis A. Angers., Chantal J. Beauchamp.,1999 [*,namics of
Physical Organic Matter Fractions During De-inking Sludge Decomposition. Soil
Sci. Soc. Am. J. 63 (4):1013 - 1018.

M. A. Garau. , M. T. Felipé. , M. C. Ruiz de Villa. , 1986. Nitrogen Mineralization of
Sewage Sludge in Soils. J. Environ. Qual. 15 (3) : 225 - 228

Guang Wen., R. Paul Voroney., Julien P. Winter., Thomas E. Bates., 1997. Effects
of Irradiation on Sludge Organic Carbon and Nitrogen Mineralization. Soil Biol
Biochem. 29 (9/10) : 1363 — 1370.

Guang Wen., Thomas E. Bates., R. Paul Voroney 1995 Evaluation of Nitrogen
Availability in Irradiated Sewage Sludge, Sludge Compost and Manure Compost. J.
Environ. Qual. 24 (3) : 527 — 534.

Gallo M. L., P. Campins-Falco. , A. Sevillano-Cabeza. . R. Herraez-Hernandez. ,
1998. Improved Solid Phase For Assay of Cephalosporins in Human Urine
Samples. J. Lig. Chrom. & Rel. Technol. 21 (14) : 2191-2203.

S. A Harding ., C. E. Clapp., W. E. Larson.,1985. Nitrogen Availability and Uptake
from Field Soils Five Years after Addition of Sewage Sludge J. Environ. Qual 14
(1) : 95 -100.



Hidalgo C., J. V. Sancho. , F. J. Lopez , F, Hernandez K 1998 Automated
Determination of Phenylcarbamate Herbicides in Environmental Waters by on-line
Trace Enrichment and Reversed-Phase Liquid Chromatography-Diode Array
Detection. J. Chrom. A 823 : 121-128

Y. P. Hsieh ., Lowell A. Douglas., Harry L. Motto.,1981. Modeling Sewage Sludge
Decomposition in Soil : Il. Nitrogen Transformation. J Environ. Qual 10 (1) : 59 —
64.

Jauregui O, E. Moyano. , M.T. Galceran. , 1998. Liquid Chromatography-
Atmosperic Pressure Chemical lonization Mass Spectrometry for Chlorinated
Phenolic Compounds Application to the Analysis of Polluted Soils. J. Chrom. A
823: 241- 248.

Joergensen R. G., P.C. Brookes., 1999. Ninhydrin-reactive nitrogen measurements
of microbial biomass in 0.5 M K,;SO4 soil extracts. Soil Biol. BioChem. 22 (8) :
1023-1027.

Johanssori M., B. Stenberg., L. Torstensson.,1999. Microbiological and Chemical
Changes in two Arable Soil after Long-term Sludge Amendments. Biol. Fertil Soil
30 : 160- 167

Jung Jing.,, Terry J. Logan., 1992 Effects of Sewage Sludge Cadmium
Concentration on Chemical Extractability and Plant Uptake. J. Environ. Qual. 21 (1)
:73-81.

Larry D. King., 1984 Availability of Nitrogen in Municipal Industrial, and Animal
Waste. J. Environ. Qual. 13 (4) : 609 — 612.

Lau-Cam C. A, R. W. Roos., 1998. High Performance Liquid Chromatograpic
Method for the Assay of Undecylenic Acid and Undecylenates in Pharmaceutical
Products After conversion to 4'-Nitrophenacyl esters. J. Liq. Chrom. & Rel
Technol. 21 (4), 519- 533.

Leal C., M. Granados. , R. Comparno. , M.D. Prat.,, 1998. Liquid Chromatography
with Flourimetric Detection of Triorganatin compounds in Marine Biological
Materials. J. Chrom. A. 809 : 39-46.

W. C. Lindenmann. , M. Cardenas. , 1984 Nitrogen Mineralization Potential and
Transformation of Sludge-Amended Soil. Soil Sci. Soc. Am. J. 48 : 1072 — 1077



Lorenz, L. J.. 1980. “Flo Analytical Profiles of Drugs Substances”, Volumen 9,
Editonial Klaus Florey. Inglaterra.

S. Luna-Suarez., J. T Frias-Hernandez., V. Olalde-Portugal., L. Dendooven
2000. Catclaw (Mimosa buincifiera): a pest or means to restore soil fertility in
heavily eroded soil from the central highlands of Mexico. Biol. Fertil Soils. 2000 32
;109 - 113

S. Luna-Suarez. , M. L. Luna-Guido. , J. T. Frias-Hernandez. , V. Olalde-Portugal ,
L. Dendooven. , 1999. Soil processes as at‘ected by replacement of natural
mesquite ecosystem with maize crop. Biol. Fertil Soils. 27 : 274 — 278.

Magdoff F R., and Amadon F. F., 1980. Witrogen avaliability from sewage
sludges. J. Environ. Qual. 9: 451 — 455,

McClung G., Wolf D.C., Foss J. E.,1983. Nitrifization Inhibition by Nitrapryrin and
Etridiazol in Soils Amended with Sewage Sludge Compost. Soil Sci. Soc. Am. J. 47
:75-80.

G.B. Morgan., J. B. Lackey., F. W. Gilcreas., 1357. Quantitative Determination of
Organic Nitrogen in Water, Sewage an Industrial Waste, Anal. Chem.. 11 : 833

Mdaller M. D., and H. R. Buser.,19995. Enviromental Behaivor of Acetamide
Pesticide Stereoisomers. 2. Stero- and Enantioselective Degradation in Sewage
Sludge and Soil. Environ. Sci. Technol. 29 : 2031- 2037.

Maller M. 0., and H. R. Buser.,1997. Conversion Reactions of Various
Phenoxyalkanoic Acid Herbicides in Soil. 1. Enantiomerization and
Enantioselective Degradation of the Chiral 2-Phonoxypropionic Acid Herbicides.
Environ. Sci. Technol. 31: 1953- 1959.

Chris F. Parker., Lee E. Sommers.,1983. Mineralization of Nitrogen in Sewage
Sludges. J. Environ. Qual. 12 (1), 150 —156.

Perkin-Elmer. , 1992 “Manuel de Cromatografia de liquidos”, Editorial Limusa, 2da
edicion, México. 100 Pags.

E. B. Phelps.,, The Determination of Organic Nitrogen in Sewage by the Kjeldahl
Process. Journal Infection Diseases, Suppl. 1905. 1: 225 .

Ramachandran V., T. J. D' Souza., 1998. Plant Uptake of Cadmium, Zinc, and
Manganese in Soils Amended with Sewage Sludge and City Compost. Bull
Environ. Toxicol 61 : 347- 354.



Ryan, J. A, D. R Keeney, and L. M. Walsh., 1973. Nitrogen transformation and
availability of anaerobically digested sewage sludge in soil. J. Environ. Qual. 2: 489
- 492

Rodriguez E., Z. Gomez de Balugera. , M. A. Goicolea. , R. J. Barrio. , 1998
HPLC/Diode —array Method for the Determination of the Pesticide Diflubenzuron
and its Major Metabolites 2 6-Difluorobenzamide, 4-Chlorophenylurea, and 4-
Chloroaniline in Forestry Matrices. J. Lig. Chrom. & Rel. Technol. 21 (12), 1857-
1870.

Rubin A R., Safley L M., Zublena J P, 1994 Land Application of Muncipal
Sludge — Adventages and Concerns. Soil Facts. North Carolina State University
College of Agriculture & Science. 1-4 pp.

Sanchis-Mallols J. M., S. Sagrado. , M. J. Medina-Hernandez. , R. M. Villanueva
Camanas. , E. Bonet-Domingo. , 1998. Determination of Phenylurea Herbicides in
Drinking waters by HPLC and Solid Phase Extraction. J. Lig. Chrom. & Rel.
Technol. 21 (6), 869.

Sanchez-Rasero F., M. B. Matallo. , E. Romero. , G. Dios., A. Pena. , 1998.
Determination of Mecoprop and Dichlorprop in Aqueous Soil Solutions by HPLC
with DAL J. Lig. Chrom & Rel. Technol. 21 (14), 2211- 2218.

Saviozzi A., A. Biasci,, R. Riffaldi.,, R. Levi-Minzi.,, 1999. Long-Term Effect of
Fermyard Manure and Sewage Sludge on Some Soil Biochemical Characteristics.
Biol. Fertil Soil. 30 : 100-106.

M. D. Serna. , F. lg’omares,, 1992. Indexes of Assessing N Availability in Sewage
Sludge. Plant and Soil . 139 (1) : 15 -21.

M. D. Serna. , F. Pomares., 1992. Nitrogen Mineralization of Sludge-Amended Soil.
Bioresource Technology. 39 : 285 — 290.

Siebe Christina.,1995. Heavy Metal Availability to Plants in Soils Irrigated with
Wastewatwer from Mexico City. Wat. Sci. Tech. 32 (12), 29 -34.

Sommers, L. E., and Parker F. Chris., 1983. Mineralization of Nitrogen in sewage
sludges.J. Environ. Qual12 (1): 150 — 156.

Sommers, L. E., 1977. Chemical composition of sewage sludges and analysis of
their potential use as fertilizers. J. Environ. Qual. 6: 225 — 232.



Smith J L. R R Schnabel, B. L. Mcneal , and G. S Campell., 1980 Potential
erros in the first-order model for estimating soil nitrogen mineralization potentials
Soil. Sci. Soc. Am. J 44: 996 —1000.

Stanford, G. and E. Epstein., 1974. Nitrogen mineralization water realtions in soils.
Soil Sci. Soc. Am. Proc. 38: 99 — 102.

Stanford G., and S. J Smith, 1972 Nitrogen mineralization potentials of
soils.Soil. Sci. Soc. Am.Proc.36: 465 — 472.

Smith S. J, L B. Young, and G. E. Miller, 1977 Evaluation of soil nitrogen
mineralization potentials under modifed field conditions.Soil. Sci. Soc.Am. J.41: 74
- 76

S.D. Sujatha , S. Sathyanarayanan. , P. N. Satish. , D. Nagaraju. , 2001. A
sewage and sludge treated lake and its impact on the environmert, Mysore, India.
Environ. Geology. 40 , 1209 — 1213.

S R. Smith 1991 Effects of Sewage Sludge Application o1 Soil Microbial
Processes and Soil Fertility. Advances in Soil Sci. 16: 191 — 212

Strachan S. D., Nelson D. W., Sommers L. E., 1983. Sewage Slu:ige Components
Extractable with Nonaqueous Solvents. J. Environ. Qual. 12 (1), 69 — 74.

Tenenbaum D., 1997 The Beauty of Biosolids. Focus. 105 (1), 105-112.

Villeé Claudia A., 1978. “ Biologia”, Nueva Editorial Interamericana, 7ma Edicion,
México. Pag. 114.

Voos Gerard.,, Sabey B. R.,1987. Nitrogen Mineralization in Sewage Sludge-
Amended Coal Mine Spoil and Topsoils. J. Environ. Qual. 16 (3), 231 — 237.

Wei Shi., Norton Jeanette M.,2000. Microbial Control of Nitrate Concentrations in
an Agricultural Soil Treated with Dairy Waste Compost or Ammonium Fertilizer.
Soil Biol. & Biochem. 32 : 1453 — 1457,

S. R. Wild., K. C. Jones.,1992. Polynuclear Aromatic Hydrocarbon Uptake by
Carrots Grown in Sludge-Amended Soil. J. Environ. Qual. 21 (2) : 217 — 225.

Wong J. W. C., K. M. Lai.,1996. Effect of an Atificial Soil Mix from Coal Fly ash
Sewage Sludge on Soil Microbial Activity. Biol. Fertil Soil. 23 : 420- 424.

Xu Shine., 1999 Fate of Cyclic Methylsiloxanes in Soils. 1. The Degradation
Pathway. Environ. Sci. Technol. 23: 603-608.

Primo Yufera E, JM. Carrasco Dorrién. , 1973. " Quimica Agricola”, Editonal
Alhambra, 1era Edicion, Madrid, Pags. 279-305.



Informacion Requisitada Via Internet:

“A Guide to the Biosolids Risk Assessments for The EPA Part 503 Rule” 1995,
158 pag.
http:/mww CLARITweb Image - 832 B93005 Guide to the Bioso. ..

‘Energy from Waste" 1997. 15 pag.
http://www.eru.strath.ac.uk./project/EandE/97-8/energy from waste/pag3.htm

"El sector Industrial y la generacion de residuos™ 1996. 23 Pag.
http://rds.org. mx/INEPub/pmmir/cap1.htm

“ Influences on Soil Nitrogen Mineralization Implications for Soil Restoration and
Revegetation” Karen Purdy, Geology of Soils. 1996 3 pag.
http.//www.acad.carleton.edu/curricula...classes/geo258/studentswork/Purdy. htim

“Nitrification Inhibitors for Corn Production” 1991
National Corn Handbook Rev.2/1991. 11 pag.
http://www.agcom.purdue.edu/AqCom/Pubs/NCH/NCH-55 html

“Review of the Risk Analysis for the Round Two Biosolids Pollutants (Dioxins,
Furans and Co-planar PBC's), dated December 14, 1999” 17 pag.
http://www.cfe.cornell.edu/wmi’Z|.: jge/review.html.

“Sewage Sludge Amended Soils and Heavy Metals” 1997. 7 Pag.
http://weber.u.washington.edu_rob.. ESC311_1997/Birgitte birgitte

“Tratamiento de las Aguas Residual Urbanas en Europa: El Problema Lodos”
1994, 10 Pag.
http://www jrc.es/iptreport/vol23/spanish/ENV2S36.htm

“Views on the use of organic recycling Derivates in forests. 1998" 19 pag
Wysiyqg://7/http://www.ubavie.gv.at/publicationen/mono/M100s. HTM.

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater,1971. APHA,
AWWA WPCF, 13" Ed.

C.V. Sawyer, P. L. McCarty, Chemistry for Sanitary Engineers, MacGraw Hill Book
Co. 1967



VILAnexo “A”

7.1 Técnica de Cuantificacion de Nitrégeno Amoniacal.

Reactivos:

Indicador de Fenolftaleina al 0.5% en solucion acuosa de etanol al 50%.
Indicador Mixto ( a) 200 mg de rojo de metilo en 100 ml de etanol al 95%, b) 100
mg de azul de metileno en 50 ml de etanol al 95%)

Mezclaray b.
Preparese mensualmente.

Soluci¢ de acido borico con indicador.

(Disuelva 20 mg de H3BO, en agua destilada exenta de amoniaco, agregue 10 ml
del indicador mixto y diluyaa 1 L).

Preparese mensualmente
Solucion de H,SO,4 0.02 N.
MgO R. A.

Destilacion:

a) Tome una alicuota de la soluciéon problema. EI volumen de la alicuota

dependera del contenido de N amoniacal de la muestra.

b) Adicione a la muestra de 250 a 300 ml de agua destilada exenta de amoniaco

en un matraz para destilacion.

c) Agregue con una espatula un poco de MgO, no es necesario cuantificar esta

cantidad ya que se adicionara en exceso; inmediatamente colocar el matraz en el

destilador y recibir el destilado en un matraz erlenmeyer con un volumen de

solucién de acido borico con indicador (p. Ej. 20 ml).

d) Cuidar que la salida del destilado sea por una manguera ¢ tubo de vidrio y
sumergida en la solucion de acido borico.

e) Destilar de 150 a 200 ml ( o hasta ausencia de alcalinidad en el destilado).

f) Titular por retroceso con la solucion de H,SO,4 0 02 N.



7 12 Nitrégeno Reactivo a Ninhidrina

Reactivo de Ninhidrina

Ninhidrina 24
Hidridantina 03g
DMSQO ( dimetilsulfoxido) 75 mi.
Buffer acetato de Litio 25 ml.
40M pH52

Pasar un flujo de N, durante media hora, dejar reposar en obscuridad por 1 dia
Buffer de acido citrico

Acido citrico 42
NaOH 16 g
H:0 900 g.

Ajustar pH 5 con NaOH 10 M y aforar a 1 litro

Etanol-agua al 50 %.

a) Adicionar:

1) 0.75 ml de muestra
2) 175 ml de buffer de citratos
3) 1.25 ml del reactivo de ninhidrina.

b) Calentar en bafio de agua en ebullicion por 25 min
c) Enfriar y adicionar 4 5 ml de etanol-agua.

d) Mezclar vigorosamente en vortex, cada tubo

e) Leera 570 nm

Curva tipo:

1) De 0 a 10 ug de Nitrogeno totales
2) Con (NH4)>SO4 0 con algun aminoacido (no Lis, His 0 Arg)



7 13 Determinacion de Nitritos
Metodo Colonimetrico de la naftil-amina © acido sulfanilico

Reactivos

Solucion de EDTA (disolver 0.5 g, de EDTA disédico en agua exenta de nitritos y
diluya a 100ml)

Solucion de Acido Sulfanilico (disuelva completamente 0.60 g de acido sulfanilico
en 70 ml de HCI concentrado y diluya a 100 ml de agua destilada y mezclar
cuidadosamente)

Solucion de Clorhidrato de «-naftilamina (disolver 0. 60 g de clorhidrato de -
naftilamina y 1 ml de HCI ccncentrado en agua destilada y diluya a 100 ml).

Guardar en refrigeracion para prolongar la vida del reactivo.

Precaucion. Manejar este reactivo con extremo cuidado. Utilizar pipeta
automatica Evitar la inha!~<ion y la exposicion a la piel.

Solucion amortiguadora de Acetato de Sodio 2 M. (disolver 16.4 g de NaC;H;0; o
27 2 g de NaC,H30,. 3H,0 en agua destilada exenta de nitrtos, diluya a 100 ml, y
filtre si la solucion no esta clara).

Soluciones estandar de nitritos (Preparar soluciones de 0 a 20 ug de Nitrogeno
totales, contenidos en una alicuota no mayor de 50 ml).

Procedimiento:

1) Si es necesario eliminar turbidez y color con la suspensién de Al(OH)s.

2) Agregar. en este orden, 1 ml de EDTA y 1 ml de acido sulfanilico, mezclando
en cada adicion. Dejar reposar 10 minutos

3) Agregar 1ml de naftilamina y 1 ml de Acetato de Sodio. Mezcle perfectamente
y deje reposar 30 minutos.

4) Medir la absorbancia a una longuitud de onda de 520 nm
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7.14 Teécnica de Cuantificacion de witratos

Reactivos:

Acido fenildisulfonico (disolver 25 mg de fenol puro en 150 ml de H,SO. conc. R
A.; agitar bien y calentar en bafio maria por 2 horas).

Solucion 12 N de KOH.

NaHCO; R A 'ZT'

Pretratamiento de la Muestra:

Se analizaran extractos de Suelo con K;SO4 0.5 N

Clarificacion (si acaso es necesario en caso de color o turbidez excesiva, a 20 6
25 ml del extracto se le adicionan 3 nii de suspension de Al(OH);, se somete a
agitacion por 10 minutos).

Filtrar en papel filtro Whatman 42, lavado con un poco de agua destilada exenta
de nitratos.

Eliminacion de Cloruros (en este caso de que estos esten presentes, precipitar con
solucion de Sulfato de Plata en una relacion estequiomética, hzabiendo
determinado previamente la cantidad de cloruros en la muestra).

Evaporacion (neutralizar la muestra adicionando un poco de NaHCOQ;. Se evapora
a sequedad en bafno maria o en horno a 90°C )

Reaccion y Desarrollo de Color:

Mezclar el residuo perfectamente con 2.0 ml de acido fenildisulfonico y diluir con
20 ml de agua destilada y agregar 7 ml de solucién de KOH 12 N (o hasta maximo
desarrollo de color). Filtrar 6 decantar para eliminar cualquier hidroxido floculento.
Aforar a 50 ml. La linealidad se observa hasta aproximadamente 50 microgramos
totales; posteriormente se observa una curva donde la proporcion de incremento
en la absorbancia es cada vez menor.



7.2 Extraccion y Separacion de los Compuestos Organicos presentes en lodos de

Extraccion:

desecho.

a) Equipo Milli Pore:

1.- Embudo de vidrio de 250 mi de capacidad.

2.- Filtro de membrana (apertura de malla de 0.22 um)
3 - Pinzas de Aluminio.

4 .- Matraz Kitazato de 1It de capacidad.

5.- Tapon Horadado.

a)
b)
c)
d)
e)
f)

Q)
h)
i)

)

k)
)

m
n)
0)
P)
Q)
r

s)
t)

u)
v)
w)

—

x)

y)
2)

Sonicador Bronson mod. 2210.

Pinzas de punta roma.

Bomba de vacio GAST.

Manguera para vacio.

Probeta de Plastico de 1It de capc.cidad.

Frasco de vidrio con tapén rosca de 1lt de capacidad.
Agua Desionizada.

Frasco ambar con metanol (grado de pureza HPLC).
Frasco ambar con acido aceético (grado de pureza HPLC).
Frascos ambar vacios de 1lt de _apacidad.

Jeringa-de vidrio Hamilton de 10 ul de capacidad.
Jeringa de plastico de 10 ml de capacidad.

Filtro de teflon de apertura de malla de 0.5 um.
Papel filtro Whatman No. 41.

Papel Filtro GFA (de lana de Vidrio).

Frascos viales con tapon de goma.

Pipeta de Vidrio de 10 ml de capacidad.

Probeta de vidrio de 100 ml de capacidad.

Frasco vial con muestra de extracto acuoso de lodos.
Vasos de prescipitado de 50 ml de capacidad.

Balanza analitica.

Centrifuga.

Cromatografo de liquidos en columna VARIAN modelos 9010 y
9050.

Integrador VARIAN modelo 4400.

Fracos de vidrio con tapdn rosca de 250 ml de capacidad.
Frasco de vidrio ambar con tapon rosca de 250 ml de capacidad

aa) Calibrador Fisher Scientific

bb) Fracos de plastico con solucién BufferapH de 7y 4.
dd)Papel absorbente

ee)Vasos de precipitado de 250 ml de capacidad.
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7.2.1 Preparacion de Solucion Metanol: Agua (70:30)

1.- Conectar un extremo de la manguera a la bomba de vacio y el otro extremo a
la entrada del matraz Kitazato.
2.- Colocar el tapon horadado al matraz.
3.- Colocar con pinzas de punta roma el filtro de membrana (0.22um)
4.- Colocar el embudo con cuidado.
5.- Sujetar con las pinzas de alumoinio el embudo y el tapon.
6.- Preperar la Solucion de Metanol —Agua (70:30)de la siguiente manera:
Medir con probeta 70 ml de metanol y agregar 30 ml de agua desionizada
b) Mezclar para homogenizar.
7.- Agregar un poco de la solucion preparada al embudo para humedecer la
membrana.
8.- Encender la bomba de vacio y filtra el resto de la solucion
9.- Vaciar a un frasco 6 matraz limpio.
10.- Observar a contra luz si existe alguna impureza, en caso de ser asi filtrar
nuevamente, si no se observan guardar la solucion.
11.- Sonicar la solucién antes de usarla durante 20 minutos.

7.2.2 Preparacion de Solucion de Extraccion: metanol : agua : acido acético  (
40:60:10).

1.- Colocar un extremo de la manguera a la bomba de vacio y el otro extremo a la
entrada del matraz Kitazato.

2.- Colocar el tapon horadado.

3.- Colocar con pinzas de punta roma el filtro de membrana (0.22um).

4 - Sujetar con las pinzas de aluminio el embudo y el tapon horadado.

5.- Medir en la probeta de 1It, primero 40 ml de metanol y vaciar a un vaso de
prescipitado , enseguida medir 60 ml de agua desionizada y agregarla en el
mismo vaso de precipitados.

6.- Tomar con la pipeta 10 ml de acido acético y agregar al vaso de prescipitado
7.- Mezclar todo cuidadosamente para homogenizar.

8.- Vaciar un poco de la solucion a el embudo para humedecer la membrana.

9.- Encender la bomba vy filtrar poco a poco el resto de la solucidn.

10.- Observar a contra luz si no existen impurezas, si es asi volver a filtrar, si no
vaciar a un frasco ambar y tapario hasta su utilizacién.

11.- Sonicar la solucion por 20 minutos antes de usarla.
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7.2.3 Obtencion del Extracto Acuoso del Lodo

1.- Pesar 10 gramos de lodo y vaciar al vaso de precipitado.

2.- Agregar con la probeta 20 ml de agua desion.zada y agitar por 10 minutos.
3.- Agregar 10 ml de los lodos a tubos de centrifuga.

4.- Centrifugar a 4000 r.p.m. durante 5 minutos.

5 .- Filtrar atraves de papel filtro Whatman no. 47

6.- Filtrar nuevamente atraves de papel filtro GF A.

7.- Filtrar con una jeringa de 10 ml atraves de ur: filtro de teflon de 0. 5um

8.- Recolectar el filtrado en un frasco vial y tapailo.

9.- Guardarlo en refrigeracion hasta que sea usz do.

7.2.4 Filtrado del Extracto Acuoso de Lodos.

1.- Colocar un extremo de la manguera a la bornba de vacio y el otro ««tremo a la
entrada del matraz Kitazato.

2.- Colocar el tapon horadado.

3.- Colocar con pinzas de punta roma el filtro de membrana (0.22um).

4.- Sujetar con las pinzas de aluminio el embudo y el tapén horadado.

5.- Medir en la probeta 20 ml del extracto acuoso de lodos.

6.- Agregar un poco de agua desionizada para humeder la membrana, filtrarla y
retirarla antes de realizar Ia filtracion.

7.- Encender la bomba vy filtrar el extracto acuoso poco a poco.

8.- Depositar el extracto en un vaso de precipitado.

9.- Revisar que el extracto este libre de particulas suspendidas.

10.- Vaciar el extractro a una jeringa de 10 ml, quitando el embolo de esta y
sellandola cuidadosamente después con el mismo embolo.

11.- Colocar a la jeringa el filtro de teflon de 0.5 um en la punta de la misma.

12.- Filtrar el extracto acuoso de lodos presionando el embolo de la jeringa poco a
poco.

13.- Almacenar el filtrado del Extracto en frasco vial impio y tapario hasta su uso.

7.2.5 Medicion del pH de la Fase movil metanol : agua : acido acético (40:60:10)

1.- Calibrar el Potenciométro con los buffers pH 7 y 4 de la siguiente manera:
a) Colocar 50 mi del buffer pH 7 en un vaso de precipitado.
b) Acercar el electrodo y sumergirlo dentro del buffer, encender la
perilla de TEMPERATURE.



c) Encender el potenciométro con la perilla de FUNCTION - lievarla
hasta STAND BY

d) Ajustar con la perilla de STANDARIZE el pH hasta lograr que la
aguja de la pantalla llegue a 7.0 y no se mueva.

e) Limpiar el electrodo cada que se someta a una muestra o a los
buffers con agua destilda y limpiarlo con un pedazo de papel
secante.

f) Regresar la perilla a STAND BY y después volverla agirar a pH.

g) Ajustar el pH con buffer 4( utilizar la misma cantidad de muestra
que el pH 7) utilizando ahora la perilla de SLOPE hasta lograr que
la aguja se mantenga en 4.

h) Realizar los pasos de d a g tanta veces sea necesario para
ajustar correctamente los pH de los buffers.

i) Medir el pH de la muestra girando la perilla la perilla de
FUNCTION de STAND BY a pH.

i) Anotar la lectura del potenciométro después de haber sumergido
el electrodo.

k) Por dltimo limpiar el electrodo como se indica en el paso e **
apargar el potenciométro.

I) No olvides dejar el electrodo con su tapén ¢ sumergido en una
solucién estandar.

7.2.6 Procesamiento del Extracto de Lodos en Cromatdgrafo de Liquidos VARIAN
5010. : ' g

1.- Colocar los frascos de 1t en el cromatégrafo con: agua desionizada , Metanol,
Solucion Diluyente, previamente filtrados, en los canales de flujo escogidos
(A.B,C), colocar la manguera con tapa correspondiente a cada uno y checar que la
manguera de desague se encuentre dentro del recipiente correcto.

2.- Encender los aparatos en el siguiente orden:

1) regulador. (parte delantera)

2) cromatografo. (parte tracera)

3) Integrador. (parte tracera)

3 - Iniciar oprimiendo el botén de RESET .

4.- Para purgar la Solucion Diluyente, colocar un vaso de prescipitado bajo la
salida de la valvula de purga y abrir la valvula.

5.- Oprimir el botén de PURGE y dejar aproximadamente 5 minutos de purga o
hasta que las burbujas hayan desaparecido de las mangueras.

6.- Una vez purgado apagar con el boton de STOP, y cerrar la llave de purga.

7.- Para continuar colocar un vaso de precipitado en la salida de la muetra.

8.- Para continuar oprimier el boton de PUMP, y comenzar a incremnetar el flujo
con el botéon de ABC% FLOW, mirar en la pantalla y con el boton de CURSOR,
posicionarse en Flow.
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9.- Oprimir el botén de SHIFT e incrementar el flujo, empezando por .10 ml/min y
oprimiendo enseguica el boton de STATUS y esperando el minuto reglamentario,
se dejara el flujo a .50 ml/min por un espacio de 15 a 25 minutos para equilibrar la
columna.
10.- Los incrementos se haran como en los pasos 9 y 10 al llegar a un flujo de
1ml/min, se cancela el boton de SHIFT, y se sigue incrementando el flujo hasta 1.5
mi/min.

1.- Al llegar a 1.5 ml/min verifiacar en la pantalla que la presion PRESS se
mantenga entre 280 a 300 atms/ minuto.
12.- Encender la lampara del detector y esperar a que se ajuste automaticamente
por 5 minutos, con el cromatografo (aqui los dos aparatos estaran en NO READY
y cuando esten listos para una corrida cambiaran a READY).
13.- Tomar con la jeringa de vidrio 10 ul del extracto acuoso e introduccirlos en
el inyector que debera estar en la posicion de carga LOAD.
14 -Inyectar 3 veces antes de cambiar la manija a posicion de INYECTION
(verificar que no lleve burbujas al inyectar la muestra).
15.- Encender el integrador.
16.- Iniciar la corrida desplazando la palanca de LOAD a INYECTION vy registrar
los tiempos de retencion de cada muestra.
17.- Recolectar las fracciones en frascos viales.
18.- Después de las 2 primeras inyecciones, se tomara el registro de la 3 era
inyeccion asi como el de la 8va 6 9na inyeccién para comparar.
19.- Terminadas las corridas, se cambiara la manguera del frasco de la fase movil
a la solucién de metanol —agua 70:30. e
20.- Se bajara la presion y el flujo de manera inversa como en los pasos 9y 10
insertando SHIFT cuando se baje a Tmli/min.
21.- Por ultino se apagaran los aparatos de manera inversa .
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