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RESUMEN

Resumen

Los hidrocarburos aromaticos piliciclicos (HAPs) se han convertido en contaminantes
cada vez mas frecuentes en el suelo. Dado que estos contaminantes, tienen efectos
toxicos, mutagénicos y carcinogénicos su presencia en el suelo puede presentar un
riesgo de salud publica. El comportamiento y destino de las HAPs estan influenciados
por diferentes factores bidticos y abiéticos. Uno de estos factores incluye la sorcién en
la materia organica del suelo, afectando la biodisponibilidad de los contaminantes con
el tiempo. El objetivo general de este estudio fue la evaluacion de la biodisponibilidad
y toxicidad de HAPs en suelos con altos contenidos de materia organica que han sido
afectados por derrames de petrdleo en diferentes tiempos (antiguos y recientes). La
metodologia empleada comprendi6 técnicas de rutina en suelos para la determinaciéon
de pH, conductividad eléctrica, materia organica y textura. La determinacion de HAPs
totales en el suelo se realizo por cromatografia de gases con detector de ionizacién de
flama, previa extraccion soxhlet y limpieza en columna de los extractos. La
determinacion de la fraccién disponible de HAPs, se realizo mediante una extracciéon
acuosa en fase solida usando TENAX-TA y cuantificando por cromatografia de gases-
FID. Para evaluar la toxicidad y posteriormente la bioacumulacién se sigui6 el método
recomendado por la OECD (1984), teniendo como organismo de prueba lombrices de
tierra de la especie Eisenia fetida. Los HAPs determinados en todos los casos fueron los
16 que considera la EPA como prioritarios. Para los derrames recientes, los promedios
de las concentraciones totales (suma de los 16 HAPs) van de 75.6 + 27.7 ug gl a 222 +
41.5 pg g'. En los derrames antiguos encontramos concentraciones desde 15 + 2 pg g1
hasta 110 £ 19 pg g1. En lo que respecta a las concentraciones obtenidas por extraccion
acuosa en fase solida, esta represento entre el 1.5y el 5 % de la concentracién total. En
este trabajo se calculo el coeficiente de distribucién entre la materia organica del suelo
y el agua (Koc) tanto para derrames recientes como antiguos, encontrandose que en
ambos casos son mas bajos que los calculados a partir de la férmula empirica segtin
Karickoff. Estos resultados confirman que al persistir o envejecer los HAPs en el suelo,
se van haciendo menos disponibles, ya que son secuestrados por la materia organica
del suelo. En cuanto a la bioacumulacién, la concentracion de HAPs maés alta
determinada fue de 3.17 pg g en tejidos de lombriz, mientras que la mas baja fue de
0.84 ug g lo que representa el 3.62, y 1.17% de la concentracién total determinada en el
suelo respectivamente. El factor de bioacumilacion fue menor de 1 en la mayoria de los
compuesto, Sin embargo el antraceno (2.03), benzo(k)fluoranteno (1.14) vy
benzo(a)pireno (1.19) muestran un proceso de bioacumulacion en los organismos
expuestos. Respecto a la toxicidad aguda, estimada a partir del porcentaje de
sobrevivencia de los organismos expuesto, la muestra més toxica permitié solo el 50 %
de sobrevivencia, mientras que los menos toxicos tuvieron una sobrevivencia de 90 y
98 % respectivamente. En general, diversos investigadores han obesrvado una
disminucién en la biodisponibilidad y por ende en la bioacumulacién y el efecto téxico
de compuestos organicos conforme el tiempo de envejecimiento de los contaminantes
aumenta.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Un suelo contaminado se puede definir como aquel que tiene alteradas sus
caracteristicas biogeoquimicas con respecto a su estado natural, y que entrafia un riesgo
potencial con respecto al medio ambiente, la salud humana y los recursos naturales (I
Congreso nacional del Medio Ambiente, Espafia, 1999). En México, el problema de los
suelos contaminados es importante, ya que se estima que de las 450 000 toneladas de
residuos que se generan diariamente, aproximadamente 14 000 corresponden a residuos
peligrosos (INE, 1996). Esto ha hecho que nuestro pais cuente con gran cantidad de sitios
contaminados por diversas actividades y que en la mayoria de los casos se desconozcan
los niveles de afectacion debido a la falta de monitoreo. Dicho problema tiende a
agravarse con el tiempo, ya que esta directamente relacionado con la produccién cada
vez mayor de residuos industriales, y con la inadecuada y a veces inexistente gestion de

los mismos (Iturbe et al., 1999).

La industria petrolera en su conjunto ha tenido un gran impacto negativo en materia
ambiental, y debido a la amplia gama de productos derivados del petréleo, no ha sido
posible evaluar cuantitativamente la contaminacion involucrada desde la fase de

explotacion hasta la obtencion de los petroquimicos basicos (Saval, 1995).

En el sureste mexicano se encuentra un gran numero de sitios contaminados a diferentes
niveles, resultado de la actividad petrolera de aproximadamente 50 afios. Particularmente
en el estado de Tabasco es dificil determinar con exactitud la extension de terrenos
contaminados debido a los intereses politicos y econdmicos en la region (Adams, et al.
1999)

Son diversas las fuentes de contaminacién asociadas con la explotacién petrolera, pero
cuatro de ellas son consideradas las mas comunes: 1) lodos de perforacién de tipo
inversa y recortes, 2) derrames en suelo por tuberias corroidas, 3) "tiraderos" de
desechos semisélidos, y 4) descargas de petroquimicas y refinerias, al ambiente sin

control alguno (Adams, et al. 1999).

Los principales contaminantes considerados en el diagnéstico de suelos influenciados por
actividades de la industria petrolera son compuestos inorganicos; como vanadio y niquel

presentes en el crudo, bario y cromo de los lodos de perforacion; vanadio, niquel y
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INTRODUCCION

molibdeno de los catalizadores gastados; asi como compuestos organicos, principalmente
hidrocarburos del petréleo (arométicos, poliaromaticos y parafinas); también fenoles,
aminas y nitrilos de los procesos petroquimicos (Guzman, et al. 1999). De los compuestos
organicos mencionados, la Agencia para la Proteccién Ambiental de los Estados Unidos
(US EPA por sus siglas en inglés), ha identificado 16 hidrocarburos aroméaticos policiclicos
como contaminantes prioritarios. Ellos son importantes ambientalmente debido a que
muchos, individualmente, son genotdxicos causantes de mutaciones y de ciertos tipos de

cancer.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son liberados al ambiente de diversas
fuentes, entre las que se encuentran por un lado las actividades relacionadas con la
industria petrolera (derrames de crudo, disposicion de agua residual, quema de derrames
y emisiones de los quemadores), la quema de combustibles fosiles por automotores e
industrias (gasolina, diesel, etc.), la quema intencional de vegetacién, asi como a fuentes

naturales (incendios forestales y actividad volcénica) (Cole, 1994).

La cuantificacion total de estos compuestos organicos puede demostrar la presencia de
un contaminante en cantidades potencialmente toxicas en el suelo. Sin embargo, esto no
necesariamente refleja condiciones de toxicidad o mutagenicidad actual para la micro y
macrobiota del suelo o para la poblacion humana en el area, ya que esto mas bien
depende de la concentracion que esta disponible para ser incorporada por los
organismos. La disponibilidad de los HAPs esta relacionada con el tiempo de residencia
de los compuestos en el suelo. Los HAPs con mayor numero de anillos son adsorbidos
practicamente de forma irreversible, después de periodos de residencia largos en el suelo
(meses o0 afios). Debido a esta unién irreversible el riesgo ambiental asociado a estos
HAPs es mucho menor que el sugerido a partir de la concentracién total encontrada. De
ahi la importancia de realizar ensayos biolégicos, complementarios a las determinaciones
quimicas, que permitan vislumbrar cuanto de los HAPs que se encuentran en el suelo

puede ser transportado y acumulado por los organismos.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Hidrocarburos del petréleo

En la industria petrolera, la palabra "crudo" se refiere al petréleo en su forma natural no
refinada, el cual es un liquido oleaginoso, inflamable, cuyo color varia de incoloro a negro,
y consiste en una mezcla compleja de hidrocarburos con pequefias cantidades de otros
compuestos. Esta variedad de hidrocarburos forma una serie que va desde el asfalto
grueso y pesado, o cera sélida a temperaturas ordinarias, hasta los aceites muy volatiles,
tales como los que se encuentran en la gasolina, y técnicamente incluye también
hidrocarburos gaseosos. En la tabla 1 se presenta la composicion "promedio” de un

petréleo crudo segun Koons (1973) citado en Botello (1996).

Tabla 1. Composicién tipica de un petréleo crudo (Koons, 1973),
citado en Botello (1996)

Componente Porcentaje

Por tamafio molecular

Gasolinas (Cs-Cyp) 30%
Kerosenas (C1p-C1») 10%
Destilados ligeros (C15-Cy) 15%
Destilados pesados (C2-Cao) 25%
Residuos pesados 20%

Por composicion
Hidrocarburos saturados 30%

(Alcanos lineales y ramificados)

Hidrocarburos nafténicos (Cicloalcanos) 50%
Hidrocarburos arométicos 15%
Compuestos polares 5%

(Nitrégeno, azufre, oxigeno)

La proporcion de los diferentes hidrocarburos que integran el petréleo crudo varia en cada
yacimiento, de lo que resulta la existencia de petroleos crudos que varian desde un
liqguido opaco, negro y grueso, tan pesado como el agua y que contiene muy poco —
algunas veces nada — de los hidrocarburos que se usan como gasolina, hasta aquellos
crudos que pueden contener 40% o mas de esos componentes de la gasolina, de color

claro y transparente y con tres cuartos del peso del agua; en casos extremos, un
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yacimiento puede producir solamente hidrocarburos que se convierten en gases al salir a
la superficie.

El nimero de los componentes individuales en los diferentes tipos de petrdleo es muy
grande (mas de 100 compuestos diferentes) y el dilema de interpretacion se agrava,
debido a la alteracién del petréleo, ya sea por mecanismos fisicoquimicos ( i.e., foto-
oxidacion, evaporacion, dilucion) o bien por efecto de los microorganismos que estan
presentes en el suelo (Douglas, et al., 1996). Asi la composicién quimica de los petréleos
de las diferentes regiones productoras, y aun los provenientes de una misma region,
varian ampliamente, ya que contienen cientos de diferentes compuestos quimicos
originados y ensamblados de manera distinta durante su formaciéon geoquimica (Botello,
1996). Estos factores también producen diferencias importantes en las propiedades
ambientales tales como la solubilizacion, volatilizacion, oxidacién fotoquimica vy
microbioldgica y toxicidad biolégica.

Como contaminantes, los hidrocarburos ocupan una posicion intermedia entre altamente
biodegradables, biogénicos y altamente recalcitrantes, ya que tienen un origen biolégico,
pero por procesos geoquimicos y después por refinamiento se alteran de una forma
importante (Bartha, 1986). La fraccion biodegradable puede ser transformada por
microorganismos a una forma mas estable, mientras que la fraccion recalcitrante tiene
una alta resistencia a la biodegradacién; sin embargo, la fraccidén persistente puede bajo
condiciones especificas, de acuerdo al compuesto que se trate, sufrir una biodegradacion
(Wise y Trantolo, 1994).

2.2 Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) estan asociados al aumento en la
incidencia de diversos tipos de cancer en el hombre. Algunos de estos compuestos son
carcinbgenos y/o mutdgenos y posibles disruptores enddcrinos, por lo que su
determinacion en muestras ambientales es importante para el control de exposicién
(Mastandrea et al, 2005).

Los HAPs son moléculas organicas no polares constituidas por dos o mas anillos
bencénicos intimamente ligados o conectados en su estructura molecular. Estos pueden
presentarse como no substituidos o bien presentar una substitucibn en un atomo de
hidrogeno por grupos metilo. En la tabla 2 se dan algunas caracteristicas de 31 HAP’s de
interés ambiental. Los compuestos van del naftaleno (CioHs, dos anillos) hasta el

coroneno (Cy4Hi,, siete anillos); compuestos con nitrégeno, azufre y oxigeno son
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frecuentemente incluidos en la clasificacion de los HAPs. (Dzomback y Luthy, 1984). El
petréleo crudo contiene de 0.2 a 7% de HAPs, el cual se incrementa con la gravedad
especifica del petréleo. En general los HAPs tienen baja solubilidad en agua, altos puntos
de fusion y ebullicion y baja presion de vapor. La solubilidad decrece, los puntos de
ebullicién y fusion se incrementan y la presion de vapor decrece con el incremento en el
peso molecular (Kalf, et al., 1997).

Podemos clasificarlos en dos clases de hidrocarburos aromaticos: los de bajo peso
molecular que tienen de 2 a 3 anillos aromaticos como el naftaleno, fluoreno, fenantreno y
antraceno y derivados, y los de alto peso molecular que tienen de 4 a 7 anillos aromaticos
como el criseno, benzo(a)pireno y coroneno .

Sus caracteristicas fisicas y quimicas varian de acuerdo a su peso molecular, y en
consecuencia, su distribucidon y destino en el ambiente, lo mismo sus efectos en los
sistemas biolégicos. Los HAP’s de alto peso molecular son relativamente inmdviles, y por
ende, de baja volatilidad y solubilidad. Como regla general la persistencia del compuesto
aumenta al aumentar su tamafio y por consecuencia tiende a bioacumularse.

Dieciséis HAP’s (naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoreno, benzo(k)fluoreno,
benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-cd)pireno, dibenzo(ah)antraceno y benzo(ghi)perileno) son
considerados como contaminantes prioritarios por la Environmental Protection Agency
(EPA), la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Comunidad Econdémica Europea

(CEE) debido a sus efectos carcindgenicos (Menzie et al., 1992).

2.3 Comportamiento de los hidrocarburos en el suelo.

Cuando un contaminante entra en el suelo, esta sujeto a diferentes procesos, los cuales
determinan si se degrada o persiste en el ambiente edéfico. Dichos procesos dependen
de la combinacion de diversos factores; entre los mas importantes se encuentran las
propiedades quimicas de los compuestos, las propiedades del suelo, las condiciones
climatoldgicas y las interacciones de la micro y macrobiota en el suelo (Figura 1)
(Hatzinger y Alexander, 1995, Carmichael et al.,1997).

Antes de que ocurra un derrame de petréleo, aire y agua estan distribuidos en los
espacios intersticiales de las diferentes zonas del suelo; después de que ocurre un
derrame, los hidrocarburos del petréleo compiten con el agua y el aire por los espacios
porosos. El vapor de los hidrocarburos puede rapidamente desplazar al aire, mientras que

el volumen de los hidrocarburos liquidos compite con el agua por los espacios
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intersticiales disponibles; moviéndose hacia abajo debido a la fuerza de gravedad, aunque

puede ocurrir una migracion horizontal debido a la fuerza de capilaridad entre el liquido

derramado y las particulas del suelo (Cole, 1994).

Tabla 2. Caracterisrticas estructurales, fisicoquimicas y biolégicas de 31 HAPs* de interes

ambiental.

Compuesto Peso Formula Numero Potencial Solubilidad Enlistado
Molecular Molecular de Carcino- en agua como

anillos génico®  pg/L contaminante®

Naftaleno 128 CioHsg 2 31700 E

Acenatftileno 152 CioHg 3 E

Acenafteno 154 CioHio 3 3930 E

Fluoreno 166 CisHio 3 -- 1980 E

Antraceno 178 Ci4H1o 3 - 73 E

Fenantreno 178 Ci3Hio 3 -- 1290 E

Fluorantenos 202 CisH1o -- 260 E, W

Pireno 202 CisH1o -- 135

Benzo (a) 216 Ci7H12 _ 45

fluoreno

Benzo (b) 216 Ci7H12 4 B 2

fluoreno

Benzo (c) 216 Ci7H12 4 _

fluoreno

Benzo (&) 228 CigH1z 4 + 14 E

antraceno

Benzo (c) 228 CigH1o 4 ++

fenantreno

Criseno 228 CigHiz 4 + 2 E

Trifenileno 228 CigH1o 4 43

Benzo (g,h,i) 226 CigH1o 5 _

fluoranteno

Benzo (b) 252 CooH12 5 ++ E

fluoranteno

POSGRADO EN CIENCIAS DE LA TIERRA

GEOLOGIA AMBIENTAL



MARCO TEORICO

Continuacion Tabla 2.

Compuesto Peso Férmula Numero Potencial Solubilidad Enlistado

Molecular Molecular de Carcinogé- en agua como
anillos  nico® Hg/L contaminante®

Benzo () 252 CooH1o 5 ++ w

fluoranteno

Benzo (k) 252 CaoH1z 5 B E, W

fluoranteno

Benzo (a) 252 CooH12 5 +++ 3.8 E,W

pireno

Benzo(e) 252 CooH12 5 _ 55

pireno

Perileno 252 CxoH12 _ 0.4

Dibenz (a,c) 278 CyoHis +

antraceno

Dibenz (a,h) 278 CooHia 5 +++ 2.49 E

antraceno

Antantreno 276 CyoHio -

Benzo (g,h,i) 276 CooHi» 6 0.26 E, W

perileno

Dibenzo (a,h) 302 CouHis 6 +++

pireno

Dobenzo (a,) 302 CosHia 6 +++

pireno

Dibenzo (a,l) 302 CoHig +

pireno

Coroneno 300 CosHio 7 - 0.14

Hidrocarburos aromaticos policiclicos
# National Academy of Science (1992). — no carcinogénico; + incierto; + carcinogénico; ++ y +++ fuertemente

carcinogénico

®Lista de contaminantes en Environmental Protection Agency (E) y World Health Organization (W).
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Propiedades fisicoquimicas Volatilizacion

del contaminante Infiltracion
e Solubilidad
e Hidrofobicidad
e Tamafio molecular
e Presion de vapor

Degradacion

Envejecimiento
— (secuestramiento)

Propiedades del suelo:
Materia 0rganica ey
pH

Contenido de arcillas

Humedad \

Bioacumulacién

Interacciones
en el suelo

Factores ambientales:
e Precipitacién Biota
e Temperatura
e Evapotranspiracion

Residuos
persistentes

Figura 1. Factores que determinan el comportamient0 - Y destino final de los hidrocarburos
del petroleo en el suelo w=pp

Los componentes de bajo peso molecular se evaporan rapidamente, variando cerca del
10% en los derrames de petroleo de crudos pesados y productos refinados (Diesel No. 6)
hasta mas de 75% para crudos ligeros y productos refinados (Diesel No. 2, gasolina).
Menos del 5% del petréleo crudo y productos refinados (principalmente arométicos de
bajo peso molecular) se disuelven en agua. Los hidrocarburos expuestos a la luz solar, al
aire o al agua pueden ser transformados a compuestos polares oxidados (foto-oxidacion)
(Albers, 2003).

La presion de vapor es uno de los factores mas importantes que gobiernan la
volatilizacion y provee informacion acerca de la volatilizacion bajo condiciones
ambientales. Algunos factores que afectan dicho fenédmeno son: el clima, sorcion,

hidrdlisis y fototransformacién. Estableciendo los siguientes enunciados:

1. Un compuesto quimico con una baja presion de vapor tiene una alta
capacidad de adsorcion o una alta solubilidad en agua siendo menos
probable a volatilizarse.

2. Un compuesto quimico con una alta presién de vapor tiene una baja
capacidad de adsorcion o una muy baja solubilidad al agua siendo mas

probable a volatilizarse.
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La concentracion de los solutos también tiene un efecto en la sorcion de compuestos
organicos como los HAP’s, ya que al verse incrementada, la difusividad de los
compuestos aumenta y la sorcion disminuye (Braida, et al., 2001).

La importancia de la biota en el destino de los contaminantes organicos, se debe a que
algunas poblaciones bacterianas responden favorablemente a la adicion de parafinas y
otros hidrocarburos alifaticos y aromaticos derivados del petréleo, provocando que estos
sustratos vertidos en el suelo se transformen e incluso lleguen a desaparecer (Alexander,
1995).

En cuanto a las caracteristicas del suelo, se ha observado que la lixiviacion en texturas
gruesas (suelos arenosos y grava) es mas rapida que en texturas finas (suelos arcillosos),
las cuales tienen mayor capacidad de retener los contaminantes y prevenir su alcance a
aguas subterraneas. Ademas, otros parametros dinamicos como permeabilidad,
conductividad hidraulica y espacio poroso son dependientes de la textura. Por otra parte,
el contenido de arcilla esta correlacionado con la capacidad de campo, area superficial
especifica, capacidad de intercambio cationico; Morrill et al. (1982), observo que las
moléculas arométicas como los HAP's, pueden interactuar con las superficies arcillosas a
través de sus electrones p; por ejemplo, el benceno forma un complejo estable a través de
sus electrones p en la arcilla o con el cobre, bajo la condiciéon de tener un suelo seco
como en el caso de la época de estiaje.

La profundidad de la capa fredtica determina el tiempo y espacio para la retencion y
degradaciéon del contaminante previo a su penetracién dentro del acuifero, dado por las

propiedades de retencion del perfil del suelo.

Sorcién Difusion dentro de los
superficial poros
L

Fraccion
mineral ¥/

Materia
organica

organica

Difusién dentro
de la materia

organica - .C

Figura 2. Esquema que muestra los posibles procesos de envejecimiento de los contaminantes en
el suelo. Tomado de Semple et. al., 2001.
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La estructura del suelo es una caracteristica importante ya que las fisuras, grietas o
canales sirven como vias de transporte y permiten corrientes transitorias de grandes
volimenes de contaminantes a las aguas subterraneas. En la ausencia de tales canales,
la agregacién estructural de los suelos induce un flujo mas rapido en los macroporos de
los agregados, que dentro de los microporos donde los contaminantes potenciales pueden
ser retenidos (figura 2). En ocasiones, la estructura del suelo favorece la tendencia para
concentrarse en corrientes verticales o convergentes (llamados dedos) que generalmente
comienzan en la transicién de texturas finas a capas de textura granular, con un gran
volumen de la zona superficial y siguiendo un transporte directo de contaminantes a la
capa freatica (Lesser, 1995).
De las interacciones que se dan en la zona superficial se han conceptualizado algunas
relaciones entre el suelo y los contaminantes organicos, a través de observaciones
indirectas con adsorbentes naturales (Luthy et al., 1997), estableciendo los siguientes
procesos:
a. Absorcion a la materia orgadnica amorfa o natural o en Liquidos de la Fase No
Acuosa (LFNA) como es el caso del petrdleo,
b. Absorciébn a la materia organica condensada o en polimeros o residuos de
combustion,
Adsorcion a superficies organicas humedas (hollin),
d. Adsorcion en superficies minerales (cuarzo)
e. Adsorcion dentro de los microporos o en minerales microporosos (zeolitas) con

superficies porosas a saturacion de agua < 100 %.

La materia organica del suelo se ha correlacionado positivamente con la adsorcion de
compuestos organicos en numerosos estudios. Un efecto inmediato del aumento de este
pardmetro es el incremento de los sitios de adsorcién, disminuyendo la concentracién en
la fase acuosa y gaseosa del contaminante organico como también su transporte y
biodisponibilidad. La adsorciébn es afectada, ademas, por la hidrofobicidad del
contaminante (Mackay et al., 1985).

El destino y comportamiento de los compuestos organicos como los HAPs esta
gobernado ademas, por factores ambientales tales como la temperatura, la precipitacion y
la evapotranspiracion.

La figura 3 ilustra los patrones de pérdida de tres “tipos” de contaminantes. El tipo A

describa a un compuesto quimico altamente hidrofébico, no volatil y no degradable, el
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cual persiste en el suelo por largos periodos de tiempo, quizas décadas; el tipo B describe
un compuesto quimico que inicialmente se pierde del suelo, pero que conforme el tiempo
de contacto se incrementa, la tasa de pérdida disminuye; el tipo C se pierde rapidamente
y a veces desaparece por completo del suelo (Jones et al.,, 1996; Semple et al., 2001,
Stokes et al., 2006).

a

Contaminante tipo A

Contaminante tipo B

[ Contaminante ]

Contaminante tipo C

v

Tiempo

Figura 3. Patrones de pérdida para diferentes tipos de contaminantes en el suelo.
Tomado de Stokes et al., 2006.

2.4 Transformacion de hidrocarburos en el suelo

Las reacciones abidticas y bitticas, por separado o en combinacion, son las responsables
de las transformaciones de los contaminantes en el suelo. Se asume frecuentemente que
la degradacion de los compuestos quimicos organicos es mediante procesos bibticos; sin
embargo, pueden ocurrir simultdneamente reacciones abioticas (Pierzynski, et al, 1994).
En el suelo, las transformaciones abidticas tienen lugar en la fase liquida (solucion del
suelo) y en la interfase sélido-liquido. En la solucidn, las reacciones de hidrdlisis y redox,
son las transformaciones abidticas mas comunes. Las arcillas, la materia organica, y los
O6xidos metdlicos son capaces de catalizar las reacciones abidticas que ocurren en el
suelo. Los cationes intercambiables también pueden influenciar las transformaciones de
los compuestos quimicos en el suelo (Bouwer y Zehnder, 1993).

Un compuesto organico puede ser fototransformado (fotdlisis) tanto como pueda absorber
luz solar; puede ocurrir en el aire, suelo, agua, plantas y animales. Los productos pueden
ser quimicos de alto y bajo peso molecular. Las influencias ambientales tienen un efecto
en la velocidad de fototransformacion, tales como: la profundidad del quimico en el suelo
y en el agua, sorcién en el suelo y pH. La velocidad de fotdlisis puede determinar la

persistencia en el ambiente; entre mas rapida sea la degradacion es poco probable que
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continue en el ambiente (vida media < 30 dias), si tiene una vida media de 30 a 90 dias, el
compuesto quimico puede afectar algunos compartimentos del ambiente y, si tiene una
vida media > 90 dias, existen problemas de contaminacion (Ney, 1990).

El comportamiento quimico del suelo es fundamental para la degradacion de muchos
quimicos orgénicos en una o mas reacciones quimicas (abiéticas); en general, cinco
reacciones pueden ocurrir en el suelo: hidrélisis, sustitucién, eliminacién, oxidacién y
reduccién. Sélo dos reacciones pueden transformar los contaminantes organicos que se
pueden considerar para este caso:

e Oxidacién: Se presenta en el suelo afectando a muchos compuestos quimicos
aromaticos experimentando una oxidacion de radical libre, por ejemplo, benceno,
bencidina, etilbenceno, naftaleno y fenol.

e Reducciéon: Definido en términos de transferencia de electrones, involucra a
compuestos organicos en sistemas de agua-arcilla. El efecto se acelera al
aumento de agua sugiriendo la existencia del mecanismo de transferencia de un
electrén donde la arcilla actia como un aceptor .

e Degradacion biologica: Las transformaciones microbianas de los compuestos
guimicos organicos son clasificadas de la siguiente manera: (1) biodegradacion (el
contaminante es usado como sustrato para el crecimiento); (2) comensalismo (el
contaminante es transformado por reacciones metabdlicas sin ser usado como
fuente de energia); (3) acumulacion (el contaminante es incorporado dentro del
microorganismo); (4) polimerizacion o conjugacién (el contaminante es ligado con
otro compuesto organico); y (5) efectos secundarios de la actividad microbiana (el
contaminate es transformado debido a un efecto microbiano indirecto, i.e.,
modificaciones de pH) (Bollag y Liu, 1990). En ecosistemas naturales la
biodegradacion de los compuestos organicos es debida principalmente a bacterias
heterétrofas y actinomicetes, algunas bacterias autétrofas, hongos incluyendo

basidiomicetes y levaduras, y protozoarios especificos (Pierzynski et al., 1994).

2.5 Biodisponibilidad

Actualmente se ha incrementado el reconocimiento de que la respuesta de un ecosistema
0 una poblacion en riesgo no es controlada por la concentracion total de un contaminante
que reside en un receptor, sino por la porcién de éste, que es bioldgicamente disponible.
Los efectos adversos que son exhibidos por estos contaminantes, son determinados por

los procesos fisico-quimicos que permiten la retencion y los procesos biolégicos que
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favorecen su liberacion y acumulacion en un ecosistema. La biodisponibilidad, es
entonces una medida de la fraccion de un contaminante que esta disponible para ser
absorbida, metabolizada y/o acumulada por organismos subsecuentes a lo largo de la
cadena trofica. Es importante destacar que el contaminante que entra en receptores
ecolbgicos 0 humanos, requiere satisfacer tres condiciones (Reible, 1999):

1. Exposicién del receptor a la matriz en la cual el contaminante reside.

2. Existencia de una fracciébn del contaminante que no esté irreversiblemente

secuestrada o complejada en la matriz en la cual reside.
3. La habilidad de un organismo para asimilar la fraccién potencialmente disponible
del contaminante.

Kelsey et al. (1997) mostraron que la biodisponibilidad es diferente para diferentes
organismos. Los microorganismos “ven” mas compuestos disponibles que la lombrices,
por ejemplo. Esto se puede explicar por el hecho de que debido a su tamafio, los
microorganismos pueden penetrar en los microporos, en donde las lombrices no tienen
acceso.
Los procesos intrasuelo en los que se ven involucrados los contaminantes, disminuyen la
biodisponibilidad y promueven la formacion de residuos no disponibles con el tiempo
(Figura 4). Esta disminucion en la disponibilidad de un compuesto con el tiempo, ha sido
denominada “envejecimiento” (Hatzinger y Alexander, 1995).
La naturaleza y alcances del envejecimiento es dependiente primeramente de las
caracteristicas intrinsecas del contaminante, fundamentalmente de parametros como la
solubilidad en agua (Kow), y la presion de vapor y puede ocurrir en diferentes formas
incluyendo: sorcién dentro de los constituyentes inorganicos del suelo (por la difusién de
compuestos dentro de areas espacialmente remotas, como los macro, micro y nano
poros) ( Nam y Alexander, 1998; Pignatello y Xing, 1996; Ball y Roberts, 1991) y sorcion
dentro de la materia organica del suelo ( Nam, et al., 1998; Xing y Pignatello, 1997;
Brusseau et al., 1991). La influencia de la materia organica del suelo ha sido propuesta
por algunos investigadores como el factor mas importante que domina las interacciones
entre los contaminantes y el suelo (Brussaeu et al., 1991; Cornelissen et al., 1998).
Se reconoce generalmente la existencia de tres reservorios de contaminantes asociados
al suelo después del envejecimiento: 1) una fraccidon que se resorbe rapidamente; 2) una
fraccion que se resorbe lentamente y 3) una fraccion que se denomina residuo enlazado

0 no extractable (Semple et al., 2001).
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La porcion del contaminante que no es secuestrado puede ser denominado como
ambientalmente disponible y sera esta fraccion la que esté en posibilidades de interactuar

con los organismos del suelo (Lanno et al., 2004).

dA.mb'er.‘éel"meme Ambientalmente Biodisponibilidad
'sponible | biodisponible | toxicologica
ol Quim"camente Apsofcion -
Secuestrado solubje
Digtribucién *
| smol Sitios de
Mgtabolismo accion téxica
I Exjcrecion I
. IBioacumuIai:ic')n I
Concentracion total | I |
Suelo Tracto intelstinal Membrana I In}lerllor de la
celula

Figura 4. Modelo esquematico de la biodisponibilidad, segin Lanno et al, 2004.

En general, la biodisponibilidad de compuestos organicos puede ser estudiada desde dos
perspectivas diferentes: 1) biolégica (biodegradacion, toxicidad, bioacumulacion) y 2)

quimica (extraccion de fracciones solubles).

1. Desde el punto de vista biol6gico, la concentracion biodisponible de un compuesto es
estimada utilizando organismos de diferentes niveles troficos. Las investigaciones se han
enfocado principalmente  en la utilizacion de ensayos de biodegradacién con
microorganismos en donde se evalla la mineralizacion de compuestos organicos
marcados con *C (Smith, et al., 1997; Richterich et al., 1998). Otras técnicas que se han
desarrollado, inicialmente en el ambiente acuético, son los ensayos de bioluminiscencia;
estas técnicas proveen un medio para evaluar la biodisponibilidad midiendo el impacto de
los contaminantes ambientales en la actividad de microorganismos productores de luz.
La luminiscencia esta ligada a la cadena transportadora de electrones del organismo, y
es por lo tanto, una medida de la actividad metabdlica de la célula (Sousa, et al., 1998;

Bundy, et al., 2001; Paton, et al., 2005). Otra evidencia experimental de la
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biodisponibilidad de un contaminante, la proporcionan los ensayos de genotoxicidad
(Alexander y Alexander, 1999; Alexander, et al., 1999; Haeseler et al., 1999).
Los estudios de bioacumulacion pueden proveer una medida directa de la
biodisponibilidad de un contaminante, cuando el analisis quimico de un suelo o sedimento
no lo hacen. La bioacumulacion es el proceso que causa un incremento en la
concentracién de un compuesto quimico en un organismo comparado con la que existe en
el agua, suelo o sedimento en el que se desarrolla, debido a la absorcion por todas las
rutas de exposicion incluyendo la absorcién por la alimentacion, transporte a través de la
respiracién y absorcién dérmica. El factor de bioacumulacién (FBA) es la relacion de la
concentracién de un quimico en el organismo Cg con la del suelo Cs (Mackay y Fraser,
2000):

FBA = Cg/Cs
La bioacumulacién ocurre cuando la tasa a la cual un organismo ingiere un compuesto
guimico excede la tasa a la cual es excretado. Los ensayos de bioacumulacion incluyen el
estudio de residuos en organismos expuestos a un contaminante por un tiempo
determinado y en condiciones controladas (Linthurst et al, 1995).
Las lombrices de tierra (Annelida: Oligochaeta) han sido usadas para medir la
biodisponibilidad de los contaminantes en el suelo realizando ensayos de bioacumulacion
(Belfroid et al., 1995; Ma et al., 1995; Meharg, 1996; Fitzgerald et al., 1997; Jager, 2004),
ya que poseen cualidades necesarias para biomonitorear ecosistemas terrestres
contaminados. Entre las cualidades mas importantes se encuentran: tamafio corporal
grande, tamafio poblacional alto, faciles de colectar e identificar, su relativa inmovilidad en
el suelo, su estrecho contacto y alto consumo del sustrato proveen las propiedades
Optimas para un bioindicador (Heimbach, 1992 ).
Eisenia foetida y Eisenia andrei son las especies mas usadas en los ensayos para la
evaluacion ecotoxicoldgica de suelos. Tienen un amplio rango de tolerancia de pH,
temperatura y humedad. Fue descubierta en California en 1954, presenta una distribucién
cosmopolita, es de un color rosa intenso, tiene una longevidad aproximada de 16 afios, y
una fecundidad de 1 500 lombrices/afio.
Las normas de la Organizacion para la Cooperacion Econémica y el Desarrollo (OECD,
1984) y la European Economic Community (EEC, 1985), recomiendan a Eisenia foetida y
E. andrei como organismos de prueba, debido a que ambas especies son cominmente
encontradas en compostas y pueden ser facilmente cultivadas en el laboratorio en un

sustrato de estiércol de caballo o vaca (OECD, 1984 ).
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Las pruebas de toxicidad aguda con lombrices de tierra, sdlo proveen informacion
concerniente a la mortalidad, la cual usualmente ocurre después de dos semanas; en
contraste, las pruebas de toxicidad crénica han sido capaces de detectar desérdenes
fisiologicos a diferentes concentraciones de contaminantes durante un tiempo prolongado.
Entre los efectos observados, se encuentra la disminucién en la produccion de huevos y
en la eclosiéon de los mismos, pérdida de la tonicidad del cuerpo y desérdenes en el
comportamiento (Abdul Rida y Bouché, 1997).

Entre las caracteristicas que afectan el impacto de los contaminantes sobre las lombrices
se incluyen: la ruta de exposicion, la solubilidad en agua, la volatilidad, el coeficiente de
particion octanol/agua y la capacidad de adsorcion del suelo. Un suelo con bajo
contenido de humedad puede disminuir la toxicidad de algunos quimicos, debido a la

adsorcion competitiva de los coloides de la arcilla o de la materia organica (Santer, 1997).

2. Con respecto a la determinacién quimica de la biodisponibilidad, recientemente, se han
desarrollado numerosos métodos de laboratorio para predecir la disponibilidad de algunos
contaminantes, sin embargo ninguno de estos métodos ha sido extensivamente probado
para hidrocarburos del petréleo. Dichas investigaciones se basan en la remocion de los
hidrocarburos facilmente disponibles mediante la extraccion en fase sélida (SPE)
(Cornelissen et al., 1998; MacRead y Hall, 1998; Tang et al., 1999; Morrison et al., 2000)
oxidacion con persulfato (Cuypers et al., 2000; Cuypers et al., 2001), extraccién con
solventes (Kelsey et al., 1997; Chung y Alexander 1999; Nam et al., 1998), extraccién
supercritica con CO, (Loibner, et al., 1997; Hawthorne y Grabanski, 2000) y extraccion
con ciclodextrinas (Reid, et al., 2000). De estos métodos, solo el SPE y la oxidacién con
persulfato han sido validados con muestras histéricamente contaminadas, para predecir la
biodisponibilidad de hidrocarburos aromaticos policiclicos, bifenilos policlorados y

plaguicidas.
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2.6 Toxicidad de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS).

Los HAPs son altamente liposolubles y por lo tanto rapidamente absorbidos en el tracto
intestinal de los mamiferos y otros organismos. Ellos son facilmente distribuidos en una
amplia variedad de tejidos con una marcada tendencia para localizarse en tejidos
adiposos. Los HAPs por si mismos son quimicos relativamente no reactivos con respecto
a macromoléculas biolégicas en condiciones fisiolégicas. Sin embargo, ellas requieren
activacion metabdlica para manifestar genotoxicidad, incluyendo mutagenicidad vy
carcinogenicidad (Connell et al.,1997). Una vez que han entrado al cuerpo, el sistema de
defensa celular trabaja para “remover” estas substancias extrafias mediante el
metabolismo. El metabolismo de los HAPs en los mamiferos se da principalmente en el
higado y es catalizado por el sistema enzimatico del citocromo P450, aunque otras
enzimas metabolicas también estan incluidas. Iniciado el metabolismo, los HAPs se
convierten en moléculas mas polares y solubles en agua para ser excretados fuera del
organismo, hasta completar su remocion o el proceso de destoxificacién biolégica. Sin
embargo, el metabolismo de algunos HAPs también genera intermediarios reactivos que
son capaces de formar enlaces covalentes (aductos) con &cidos nucléicos, resultando de
esta manera genotéxicos (Yu, 2002).

La toxicidad (aguda y subletal) de compuestos quimicos como los HAPs, se puede
incrementar significativamente si los organismos son expuestos a la irradiacion UV
(fototoxicidad) (Wernersdon, 2003). Debido a su estructura quimica, los HAPS absorben
la luz en el visible (400-700 nm) y en la region del ultravioleta (280-400 nm) y son
especialmente sensibles a los efectos fotoquimicos de la radiacién UV ( Arfsten, et al.,
1996). Una vez que la energia luminosa es absorbida, los HAPs pueden pasar a un
estado excitado de mayor energia que puede pasar un electrén o transferir energia a una
molécula de oxigeno, solventes, o0 moléculas bioldgicas en la célula. La transferencia de
un electr6n a otras moléculas puede producir radicales libres que son usualmente
reactivas hacia macromoléculas bioldgicas. Adicionalmente, el estado excitado de las
moléculas de HAPs pueden reaccionar con otras moléculas co-existentes para generar
intermediarios reactivos. Estas especies reactivas pueden dafiar las membranas
celulares, acidos nucleicos, o proteinas, resultando en un proceso de toxicidad aguda o
genotoxicidad. Aungue las proteinas y las membranas celulares pueden ser importantes
organos blanco fotodafiados por los HAPs, la mayoria de las investigaciones se han
concentrado en los dafos ocasionados al ADN. Esto es posiblemente debido a la

naturaleza carcinogénica de las moléculas de los HAPs, la cual es usualmente asociada
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con la formacién de aductores covalentes con el ADN después de la activacion
metabdlica. Algunos de los dafios al ADN que se han estudiado son: formacion de
aductores covalentes HAPs-ADN, rompimiento de una cadena de ADN,
depurinacion/depirimidacién, y la oxidacién de guanina a 8-hidroxi o 8-oxoguaniona (Yu,
2002).

La fototoxicidad inducida de los HAPs ha sido observada en diferentes especies,
incluyendo peces, zooplancton, anfibios, células humanas y plantas; sin embargo, la
respuesta fototéxica de los animales de laboratorio es dictada por la dosis de radiacion
UV, la concentracion de HAPs y probablemente otros factores como la edad y la
susceptibilidad genética (Arfsten, et al., 1996). MacDonald y Chapman (2002) consideran
que auque la fototoxicidad de las HAPs ha sido bien demostrada en investigaciones de
laboratorio, en diferentes taxas y los mecanismos de accidén toxicolégica han sido
descritos, este fendmeno es afectado por factores fisicos, quimicos y bioldgicos, lo que
hace que la relevancia ecoldgica de la fototoxicidad de las HAPs sea incierta.

En general, los efectos tdxicos de los compuestos antropogénicos sobre la biota y los
ecosistemas son investigados en estrecha conexion con la quimica ambiental, ya que la
biodisponibilidad de un contaminante, la cual es dependiente de procesos
biogeoquimicos, es un factor importante en la evaluacion ecotoxicolégica y en la
evaluacion de riesgo. Por lo tanto, la fraccién biodisponible es un parametro critico en la
absorcion y finalmente en la concentracion en sitios blanco de los organismos, lo cual es

critico para la toxicidad (Figura 5).
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Figura 5. Los efectos ecotoxicologicos son dependientes de la fraccion biodisponible de los
contaminantes. Las concentraciones en los dérganos blanco inducen efectos moleculares que
generan una amplia variedad de manifestaciones toxicas en los organismos. Tomado de Fent
(2004).
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3. OBJETIVOS

Objetivo general

% Evaluar la biodisponibilidad y toxicidad de hidrocarburos arométicos policiclicos en
suelos organicos afectados por derrames de petréleo  ocurridos en diferentes

tiempos (antiguos y recientes).

Objetivos particulares

» Comparar los contenidos totales y solubles de HAPs en muestras de suelo con

derrames antiguos y recientes.

» Determinar si existe correlacion entre la concentracion total y soluble de HAPs con
la concentracion bioacumulada en tejidos de Eisenia fetida y estudiar como se

modifica en los derrames recientes respecto de los antiguos.

» Correlacionar la mortalidad con las concentraciones de HAPs determinadas en
tejidos de E. fetida y como ésta se modifica en los derrames recientes respecto de

los antiguos.
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4. HIPOTESIS

% EIl porcentaje de HAPs disponibles serd mayor en los suelos con derrames
recientes que en los que presentan derrames antiguos, debido al

envejecimiento.

% Se observarda una correlacién positiva entre la concentracién disponible y la
bioacumulacion efectuada por E. fetida, ya que la concentracion disponible es
la que puede ser facilmente absorbida por las diferentes vias de exposicion a la

que esté sujeta E.fetida.

% La mortalidad ocasionada en organismos de E. fetida serd proporcional a la
fraccion biodisponible de HAPs presentes en el suelo, pero sera aun mas

evidente la correlacién con la concentracion bioacumulada por E. fetida.
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5. METODOLOGIA

Para esta investigacion se realiz6 un muestreo dirigido en diferentes sitios que han sido
contaminados con derrames de petréleo en el Estado de Tabasco (derrames recientes y
antiguos).

En la figura 6 se muestra un esquema general de la metodologia seguida en este trabajo,
la cual inicia con el muestreo, en el que se tomaron 5 muestras que consistieron en
muestras simples de aproximadamente 2 kg de suelo en 3 sitios con derrames recientes y
5 muestras en 3 sitios con derrames antiguos (tabla 3). Las muestras colectadas se
secaron a temperatura ambiente y se tamizaron por una malla de 2 mm de apertura, se
homogenizaron y se utilizaron para la determinacion de parametros fisicoquimicos como
pH, conductividad eléctrica, materia organica y textura, variables importantes en el
comportamiento de los contaminantes en el suelo. Se analizaron los 16 hidrocarburos
aromaticos policiclicos establecidos por la EPA como contaminantes prioritarios mediante
extraccién Soxhlet y cromatografia de gases con detector de ionizacién de flama. Por otra
parte, se conformaron muestras compuestas a las que se les hicieron determinaciones

iniciales y se usaron para los ensayos de toxicidad y bioacumulacion.

Muestreo 3 sitios DA
3 sitios DR
5 réplicas

A

\ 4
| Secado a T °C ambiente |

A 4

| Tamizado malla de 2 mm |

A A 4

Caracterizacion Cuantificacion de HAPs
edafolégica HAPs Biodisponibles

Conformacion
Muestras compuestas

A

Totales por Soxhlet Disponibles en Determinacion de:
y CG-FID extracto acuoso »| pH, MO, HAPs
Tenax v CG-FID totales v disponibles

v

Ensayos de toxicidad
y bioacumulacion

Figura 6. Esquema general de la metodologia seguida en esta investigacion.
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5.1 Determinacion de HAPs Totales (Cromatografia de gases)

Para la caracterizacion de los hidrocarburos policiclicos aromaticos se sigui6 la técnica
recomendada por la United Nations Environment Programme/IOC/IAEA (1992).

Se colocaron 5 g del suelo contaminado (seco) en un cono de papel filtro. ElI cono se
introdujo en un extractor soxhlet, que es conectado a un matraz de bola con 180 mL de
una mezcla hexano:diclorometano (1:1) y a un refrigerante. Una vez montado el sistema
de extraccidn, se coloc6 en una parrilla de calentamiento durante 8 hrs, a una temperatura
constante que permitiera un reflujo de 4 ciclos por hora. Se colectd el extracto proveniente
de la etapa anterior y se llevé a un roto evaporador hasta obtener un volumen
aproximado de 5 mL.

Se hizo una separacion y limpieza de los extractos obtenidos, utilizando columnas de
vidrio de 2 cm de didmetro interno por 30 cm de longitud. Las cuales se empacaron en el
orden siguiente: hexano + fibra de vidrio + silica + alimina + sulfato de sodio anhidro. Se
afadié la muestra, se agregaron 20 mL de hexano para obtener la fraccion 1 (HC
alifaticos). La fraccion 2 (HC aromaticos policiclicos) se obtuvo eluyendo con 30 ml de una
mezcla hexano:diclorometano (9:1) + 20 mL de una mezcla hexano:diclorometano (1:1).
Las dos fracciones por separado se evaporaron hasta un volumen aproximado de 2 mL.
Se trasvasaron a viales y se llevan a sequedad, para su posterior reconstitucion y analisis
por cromatografia de gases.

Para el anadlisis cromatogréfico, se utilizé6 un cromatégrafo de gases Varian 3400 CX con
detector de ionizacién de flama equipado con una columna capilar DB-5 de silice fundida
(Chrompack-Varian) de 30 m de longitud y 0.25 mm de didmetro interno, recubierta con
5% fenilmetilsilicona (espesor de capa de 0.25um). Los analisis se llevaron acabo en el
modo split-splitless, utilizando N, como gas acarreador (1mL/min)

Para la determinacion de hidrocarburos aromaticos, el inyector y el detector se calentaron
a una temperatura de 320 °C. El horno se calento a 90 °C, temperatura en la que se
mantuvo por medio minuto, se programé con una rampa de 8 °C por minuto hasta 180 °C,
5 °C por minuto hasta 245 °C, finalmente 2°C por minuto hasta 300 °C en donde se
mantuvo por 6 minutos.

Los compuestos analizados, se identificaron y cuantificaron por el método de estandar
externo; utilizando un estdndar compuesto por 16 HAPs: Naftaleno (Naf), Acenaftileno
(Acfti), Acenafteno (Ace), Fluoreno (Fluo), Fenantreno (Fen), Anttraceno (Ant),
Fluoranteno  (Fla), Pireno  (Pir),  Benzo(a)antraceno(BaA), Criseno  (Cri),
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Benzo(b)fluoranteno (BbF), Benzo(k)fluoranteno (BkF), Benzo(a)pireno (BaP), Indeno
(1,2,3-c,d)pireno (Ind), Benzo(ghi)perileno (Bgh) y Dibenzo(a,h)antraceno (DbA).

El estdndar utilizado fue de la marca SUPELCO, ampolleta de 1 mL de Polynuclear
Aromatic Hydrocarbons Mix, 2000 ugmL™ en diclorometano : hexano (1:1). A partir de
esta ampolleta se preparé una soluciéon madre de 80 pg mL™, que se us6 en la
preparacion de la curva de calibracion tomando las alicuotas necesarias para tener
concentraciones finales de 0.125, 0.250, 0.5, 2, 4, 8, 16, 32 pgmL™, todas ellas en
isoctano de alta pureza.

Como parte del control de calidad se utiliz6 material de referencia proporcionado por el
CENAM (DMR 199a), asi como muestras adicionadas para obtener la eficiencia de la
extraccién y blancos de estraccion. Las curvas de calibracion y los resultados de la
eficiencia de la extraccion se encuentran en el anexo A.

Todos los disolventes utilizados fueron de la marca JT&Backer de alta pureza (grado
HPLC).

5.2 Determinacion de HAPs solubles

Para determinar la disponibilidad de los HAPs presentes en la muestra, se realizé una
extraccion en fase sodlida, mediante el uso de TENAX-TA, obtenida de Scientific
Instrument Services (malla 60-80; 177-250 um) un polimero poroso basado en el 2,6-
difenil-p-oxido de fenileno (Morrison et al., 2000 modificado de Cornelissen et al., 1997).
Antes de usar las esferas de TENAX TA, éstas fueron lavadas con acetona (5 mL/g) y
hexano (5 mL/g), tres veces en cada disolvente, después de los lavados, se dejaron
secar durante la noche a 75 °C.

Para el procedimiento de extraccion se colocaron 2 g de muestra de suelo seco en tubos
de centrifuga de vidrio, adicionando 45 mL de agua ultrapura y 0.6 g de esferas de
TENAX, para tapar los tubos y evitar escurrimientos de la muestra, se utilizaron tapas de
baquelita con rosca y contratapa de teflén. Una vez tapados los tubos, se sometieron a
agitacién orbital durante 14 dias a 50 rpm. Concluido el tiempo de agitacién, las muestras
fueron centrifugadas a 2000 rpm durante 30 min, esto permitié que las particulas de suelo
se sedimentaran y las esferas de TENAX permanecieran en la parte superior del
sobrenadante de donde fueron retiradas cuidadosamente utilizando una espatula y
sometidas a extraccién con 10 mL de una mezcla de hexano:diclorometano (1:1), para su

posterior analisis por cromatografia de gases. El analisis de las muestras se realizé por
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triplicado. Como parte del control de calidad se analizaron blancos (1 por cada 15

muestras) y material de referencia (DMR 199a).

5.3 Ensayo de toxicidad y bioacumulacion para lombrices (Eisenia foetida)

Una vez que se determinaron las concentraciones totales de hidrocarburos arométicos
policiclicos en el total de las muestras colectadas, se realizaron analisis de varianza y
pruebas de Tukey que permitieran agrupar muestras de suelo de edades vy
concentraciones semejantes, dando como resultado 3 muestras compuestas con edades
de contaminacion de 1.5, 20 y 30 afios. La muestra contaminada mas recientemente (1
semana) se dejo fuera de estos analisis debido a que la saturacion de petréleo en el
suelo, impidi6 su manejo. Las muestras compuestas fueron analizadas nuevamente para
obtener los pardmetros iniciales de cada muestra. Se obtuvieron las concentraciones de
HAPs totales y disponibles para ser comparadas con las concentraciones determinadas
en tejidos E.fetida.

Para evaluar la toxicidad y bioacumulacion se siguié el método recomendado por la
OCDE (1984) y con base en la metodologia empleada por Tang y Alexander (1999) y
Tang et al. (2002). Las lombrices empleadas fueron obtenidas del Instituto Nacional de
Ecologia (INEcol Xalapa), las cuales fueron recibidas en una composta de céscara de
café, sustrato que fue cambiado por una mezcla de residuos vegetales y estiércol de
caballo seco y suelo para macetas. Después de seis meses fueron seleccionadas 250
lombrices adultas, con clitelo bien formado las cuales fueron mantenidas en aclimatacion
por un periodo de 2 semanas, usando una mezcla de residuos vegetales y suelo para
macetas y a una temperatura de 20 +/-2 °C. Transcurrido el periodo de aclimatacion, se
seleccionaron lombrices de un peso aproximado de 0.5g cada una, se lavaron con agua
corriente y se purgaron durante 24 hrs con papel hiumedo. El ensayo se llevo acabo en
recipientes de 600 mL de capacidad en los que se colocaron 160 g de suelo, el cual se
ajusto al 70% de su capacidad de campo con agua desionizada. El suelo humedecido se
dejé reposar durante 24 hrs después de las cuales se introdujeron 10 lombrices en cada
recipiente, y se incubaron a 20+/-2 °C , en condiciones de oscuridad durante 14 dias. Se
incubo un lote control utilizando tierra para macetas, misma en la que fueron aclimatadas
las lombrices antes de ser utilizadas en el ensayo.

Una vez transcurridos los 14 dias, los organismos fueron cuidadosamente removidos,
lavados y purgados por 24 hrs; se pesaron y se congelaron a —70°C, para después ser

molidos con 10 g de sulfato de sodio anhidro en un mortero. Los tejidos asi obtenidos
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fueron sometidos a una hidrdlisis alcalina en equipo soxhlet por 10 h, el extracto fue
purificado en columnas empacadas con silica y alimina, se concentraron y analizaron en
cromatografia de gases con detector de ionizacién de flama, para la determinacion de
HAPs.

El ensayo se llevo a cabo con 5 réplicas de cada muestra compuesta. La toxicidad fue
estimada como el porcentaje de mortalidad al final de los 14 dias de incubacion. El
ensayo se considerd valido teniendo un 100% de supervivencia en el control (OECD,
1984).
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6. Resultados y discusidn

6.1 Caracterizacion edafoldgica

En la tabla 3 se muestran algunas caracteristicas de los suelos en los sitios de muestreo.
Los suelos de la zona han sido clasificados como Histosoles y Gleysoles (INEGI, 1987)
gue se hallan sujetos a inundacion gran parte del afio. Los suelos son muy ricos en
materia organica. Los valores de pH van de fuertemente &cidos a muy fuertemente
acidos. Las texturas de los suelos que pudieron analizarse van de franco arcillosas a

arcillosas

Tabla 3. Caracteristicas de las muestras de suelo afectadas por derrames de hidrocarburos de
diferentes edades

Derrame Edad Vegetacion pH C.E M.O (%) Textura HAPs
(uS/cm) totales
DRI-1 1.5 afos Pasto aleman, pastura 103,00
pelillo, espadanal,
tembladera con nivel 3.9 921 68 RA
freaticoa 5 cmde la
superficie
DRI-2 4.3 1086 78 RA 76,04
DRI-3 4.7 679.5 74 CRA 53,40
DRI-4 4.9 847.5 91 RA 83,40
DRI-5 5.1 1040.5 73 R 99,33
DRII-1 1semana Pasto aleman N.R N.R N.R N.R 227,26
DRII-2 N.R N.R N.R N.R 148,74
DRII-3 N.R N.R N.R N.R 242,87
DRII-4 N.R N.R N.R N.R 179,21
DRII-5 N.R N.R N.R N.R 238,99
DRIII-1 1.5 afios Mangla}r seco (se seco 4.2 22 05 52 N'R 72,00
después del derrame)
DRIII-2 4.8 19.6 52 N.R 107,86
DRIII-3 4.5 325 42 N.R 100,04
DRIII-4 4.7 18.2 52 N.R 47,04
DRIII-5 4.4 28.3 48 N.R 51,24
DAI-1 20 afios Pasto aleméan 4.9 407.5 13 R 16,21
DAI-2 5.3 377.0 14 CR 6,90
DAI-3 5.1 476.0 11 R 16,52
DAI-4 5.6 594.0 21 C 11,63
DAI-5 5.2 748.5 20 CR 16,06
DAII-1 30 afios Manglar 4.8 ** 648.0 65 R 113,26
DAII-2 4.3 6.9 84 CRA 84,54
DAII-3 4.4 5.4 65 R 132,11
DAII-4 4.2 7.2 82 RA 123,97
DAII-5 5.0 1524.0 72 C 97,74
DAIII-1 20 afos Pasto estrella  de 3.9 5.9 43 A 18,22
Africa
DAIII-2 4.1 4.1 65 A 17,06
DAIII-3 3.58 49 51 CRA 12,10
DAIll-4 3.0 5.9 52 CA 14,42
DAIII-5 2.7 6.7 66 CA 14,53

DA:derrame antiguo, DR :derrame reciente, NR: no realizado, RA : arcillo arenosa, CRA :franco arcillo
arenosa, R : arcillosa, CA : franco arenosa, CR : franco arcillosa.
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6.2 Contenidos totales de HAPs (extraccidon soxhlet)

En la figura 7 se presenta la suma total de los 16 HAPs determinados en los derrames
recientes (DR) y antiguos (DA), en la cual se puede apreciar la gran variabilidad que
existe entre las concentraciones determinadas en cada muestra. Para los derrames
recientes, las concentraciones van de 76 + 27 ug g™ (DRIII) a 221 + 25 pg g* (DRII). En
los derrames antiguos encontramos concentraciones desde 15 + 2.4 ug g™ (DAIIl) hasta
110 + 19.3 ug g™ (DAII). En general, las concentraciones totales de HAPs son mas altas
en los derrames recientes que en los derrames antiguos, excepto en el derrame antiguo Il
en el que la concentracién promedio se encuentra por arriba de las medias de los DRI y
DRIII, lo cual parece indicar aportaciones recientes de crudo en el sitio. La variabilidad
entre las muestras de un mismo sitio se explica debido a que los derrames no se
distribuyen homogéneamente en el suelo. La variabilidad entre los sitios de muestreo

denota las diferencias en las edades de los derrames y el origen distinto de los crudos

derramados.
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Figura 7. Contenido total de hidrocarburos aromaticos policiclicos en derrames
recientes (DR) y antiguos (DA) en suelos de la planicie aluvial del estado de Tabasco
(promedio de 5 muestras de campo).

En la figura 8 se observa como se distribuyen los 16 HAPs individuales, determinados en
muestras de suelos afectados con derrames recientes; destaca el DRIl en el que la

mayoria de los compuestos se encuentran presentes por arriba de 10 pg g*; excepto el
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naftaleno, acenaftileno, acenafteno y fluoreno (0.58 pg g™, 1.08 pug g*, 1.81 pg g*, y 5
77ug g, respectivamente). Mientras que en los derrames recientes DRI y DRIII, las
concentraciones determinadas se encuentran en general por debajo de este valor. En los
tres derrames recientes, encontramos que dominan los compuestos de 4y 5 anillos como
el criseno y benzo(b)fluoranteno; y benzo(a)pireno e indeno(1,2,3-cd)pireno
respectivamente. Se observa también la presencia de compuestos de 2 y 3 anillos, de los
que sobresalen el antraceno (1.63 a 11.11 pg g™ en promedio) vy el fluoranteno (5.74 a

17.45 ug g* en promedio).

Mean; Box: Mean-SE, Mean+SE; Whisker: Mean-SD, Mean+SD
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Figura 8. Concentraciones promedio de los 16 hidrocarburos aromaticos
policiclicos determinados en suelos afectados con derrames recientes (DR).

La distribucién de las concentraciones promedio de los 16 hidrocarburos aromaticos
policiclicos determinados en muestras de suelos afectados con derrames antiguos se
muestra en la figura 9. En ella destaca el DAIl en el que la mayoria de los compuestos se
encuentran presentes por arriba de 10 pg g™*; mientras que en los derrames antiguos DAI
y DAIIl, las concentraciones determinadas en su mayoria se encuentran por debajo de

este valor.
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Para los derrames antiguos la dominancia esta marcada por compuestos de 4 y 5 anillos,
con concentraciones de 13.11ug g™ (DA 1ll) a 89.83 pg g™ (DAII); y de 11.13 pg g™ (DAIII)
a 82.41ug g* (DAIl) en promedio, respectivamente. Los compuestos de 2 y 3 anillos
practicamente no se detectaron (DAI) o bien se detectaron en concentraciones bajas
(DAIII), excepto para el DAIl en donde se obtuvieron concentraciones promedio de 3.08

ug g* para compuestos de 2 anillos y de 20.53 ug g™ para compuestos de 3 anillos.

Mean; Box: Mean-SE, Mean+SE; Whisker: Mean-SD, Mean+SD
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Figura 9. Concentraciones promedio de los 16 hidrocarburos aromaticos
policiclicos determinados en suelos afectados con derrames antiguos (DA).

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 “que
establece los limites permisibles de hidrocarburos en suelos y especificaciones para su
caracterizacion y restauracion’, las concentraciones promedio determinadas en los
derrames recientes, para benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(a)antraceno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, e indeno(1,2,3-cd)pireno, rebasan los limites
maximos permisible para hidrocarburos especificos en suelo de uso predominantemente
agricola y residencial. Esto es en los derrames | y Il, en donde todos los compuestos

presentan valores que rebasan los limites permitidos en suelos de uso industria, excepto

L El limite méaximo permisible para BaP, DbahA, BaA, BbF, Ind, en suelo de uso agricola y residencial es de 2 pgg™ base
seca, para los mismos compuestos en suelo de uso industrial, es de 10 pgg™; mientras que para el BkF es de 8 ugg™ en
suelo de uso agricola y residencial y de 80 pgg™ en suelo de uso industrial.
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para el benzo(k)fluoranteno . Para el derrame lll, todos los compuestos determinados que
son considerados en la norma rebasan los limites maximos permitidos para suelos de uso
agricola y residencial; en lo que se refiere al uso industrial, el benzo(a)antraceno y el
benzo(k)fluoranteno se encuentran por debajo de los limites maximos, mientras que el
benzo(a)pireno se encuentra en el limite y el resto de los compuestos sobrepasa los
limites maximos permitidos. En lo que respecta a los derrames antiguos, tres de los seis
compuestos mencionados en la norma rebasan los limites para uso de suelo agricola y
residencial en el derrame DAI; en el DAIIl s6lo dos compuestos se encuentran fuera de
estos limites, mientras que en el DAII son cinco los compuestos que rebasan los limites

permisibles establecidos por la norma (Figura 10).

LMP en suelo
Industrial LMP en suelo agricola

y residencial

Concentracion (mgKg %)
=
o
Concentracion (mgKg %)

BaA BbF

BaA BbF BaP Ind DahA BkF

LMP en suelo agricola

@ DRI m DRIl O DRIII y residencial o DAI m DAII O DAIII

Figura 10. Concentraciones de los HAPs considerados en la NOM-138-Semarnat/SS-2003, en
los derrames recientes y antiguos; las lineas marcan los limites maximos permisibles en suelos
de diferentes usos, segun la norma citada.

6.3 HAPs solubles (extraccion acuosa en fase sélida)

En la figura 11, se presentan las concentraciones individuales de los 16 HAPs obtenidos
por extraccion acuosa en fase solida de los derrames recientes, en la cual podemos
observar que para el derrame DRI las concentraciones medias se encuentran entre 0.01 +
0.005 pg g* (naftaleno) y 0.30 + 0.12 pg g (fluoranteno), teniendo el siguiente
comportamiento en orden descendiente de los compuestos dominantes en este derrame:
fluoranteno > benzo(b)fluoranteno > benzo(a)antraceno > criseno > fenantreno =
antraceno > pireno. En el DRII las concentraciones promedio van de N.D (naftaleno) a
1.95 + 0.73 pug g* (antraceno), con los siguientes compuestos dominantes: antraceno >
fluoranteno > benzo(a)antraceno > pireno > criseno. Finalmente para el DRIl las

concentraciones varian de N.D (naftaleno) a 0.38 £ 0.54 (benzo(b)fluoranteno) con los
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siguientes compuestos dominantes: benzo(b)fluoranteno > benzo(k)fluoranteno >
benzo(a)pireno > pireno > indeno (1,2,3, c,d) perileno. En general los compuestos
dominantes son compuestos de 3, 4 y 5 anillos arométicos cuyas caracteristicas
fisicoquimicas favorecen su persistencia en el suelo. Las concentraciones obtenidas en
las extracciones acuosas se encuentran 1 6 2 ordenes de magnitud por debajo de las

concentraciones obtenidas a partir de extracciones exhaustivas en el sistema soxhlet.
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Figura 11. Concentraciones solubles promedio de los 16 HAPs analizados,
obtenidas mediante extraccion acuosa en fase solida en derrames recientes.

La figura 12 muestra las concentraciones promedio y sus desviaciones obtenidas en los
derrames antiguos. Aqui podemos observar que para los derrames DA | y DAIIl las
concentraciones van desde los no detectables, en los primeros seis compuestos, hasta
0.07 pg g™ para el pireno en el DAl y 0.05 ug g™ para el indeno(1,2,3-cd)pireno en el DAIII.
Los siguientes compuestos se observan como dominantes en el DA [. pireno >
benzo(b)fluoranteno >benzo(a)antraceno > criseno; mientras que en el DAIIl la dominancia
es com sigue: indeno(1,2,3, cd)perileno > benzo(a)pireno > Dibenzo(a,h)antraceno >
Benzo(b)fluoranteno. En el DAII las concentraciones obtenidas varian de 0.01 pg g™ para

el benzo(a)pireno, hasta 0.18 + 0.23 pg g™ para el benzo(a)antraceno, teniendo a los
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siguientes compuestos como dominantes: benzo(a)antraceno > antraceno > acenafteno =
= pireno = criseno = benzo(b)fluoranteno. Las concentraciones obtenidas mediante
extraccion acuosa son dos y hasta tres 6rdenes de magnitud menores a los detectados
para estas mismas muestras en la extraccion en sistema soxhlet.

En el marco de estos experimentos podemos considerar que los HAPs disponibles son
aquellos que se encontraron en la fase acuosa y que seran éstos, los que en determinado
momento pueden estar accesibles para los organismos o bien moverse a través del suelo,
tanto horizontal como verticalmente. Se ha sugerido que la fraccion biodisponible de un
contaminante en el suelo es la que reside en el agua de poro, ya que es la que mejor
correlaciona con la bioacumulacién y la toxicidad en lombrices (Van Gestel y Ma, 1988,
1990; Belfriod et al., 1994; Tang y Alexander, 1999; Tang et al., 2002). También se ha visto
que la obtencién del agua de poro es un proceso sumamente dificil, por lo que se ha
aceptado el uso de los extractos acuosos para la estimacién de contaminantes en la

solucién del suelo (Lanno et al., 2004).

Mean; Box: Mean-SE, Mean+SE; Whisker: Mean-SD, Mean+SD
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Figura 12. . Concentraciones promedio de los 16 HAPs analizados, obtenidas
mediante extraccién acuosa en fase sélida en derrames antiguos.

En las tablas 4 y 5 se presentan de manera condensada los valores de concentracion

promedio obtenidos para los 16 hidrocarburos aromaticos policiclicos analizados tanto por
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extraccion soxhlet, como por extraccion en fase sdlida y sus correspondientes porcentajes
de desorcion, calculados éstos considerando que las concentraciones obtenidas por
soxhlet sean los contenidos totales en el suelo y las concentraciones en la fase acuosa
son las desorbidas de la solucion del suelo. En la figura 13 se muestra el comportamiento
de desercion de los HAPs totales, en dicha figura podemos observar el siguiente
comportamiento: DRIl > DR 1l >DR | > DA | > DAIII> DA Il. Estadisticamente solo existe
diferencias significativas entre el DRIl y el resto de los derrames, entre los cuales no

existen diferencias significativas con un valor de p = 0.117 ( prueba de Kruskal-Wallis).
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Figura 13. Porcentajes de desorcion calculados a partir de las extracciones soxhlet y
las extracciones en fase acuosa para los HAPs totales.

La representacion grafica del comportamiento de desorcién de los HAPs individuales en
los derrames recientes y antiguos se muestra en las figuras 14 y 15 respectivamente; en
las cuales se puede ver que a pesar de que los compuestos dominantes en la extraccion
soxhlet fueron compuestos de alto peso molecular (poco solubles), no son éstos los que
observan un mayor porcentaje de desorcion, sino los compuestos de bajo peso molecular,
como los que en seguida se mencionan: fluoranteno (12 %, DRI) > antraceno = pireno (10
%DRI y DRII) >benzo(a)antraceno (9 %, DRII ) > fluoreno = fenantreno (8 % DRI); el resto
de los compuestos se encuentran por debajo del 8 % de desorcion. En los DA, el
comportamiento se observd de la siguiente manera: pireno (5%, DAI) > naftaleno =

acenafteno = benzo(a)antraceno (4%, DAIl) > fluoranteno = benzo(b)fluoranteno (3%,
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DAIIl). Los compuestos con los mayores porcentajes de desorcién son aquellos cuyas
caracteristicas fisicoquimicas los hacen relativamente mas solubles al agua (Dzomback y
Luthy, 1984).

Tabla 4. HAPs totales (extraccion soxhlet), disponibles (extraccion en fase sélida) y porcentajes de
desorcion obtenidos en muestras de suelo afectadas con derrames recientes (cada valor es
promedio de 5 muestras de campo).

Extraccion soxhlet Extraccion en fase sélida Desorcion
Compuesto DR | DR Il DR IlI DR | DRI DR III DR | DR Il DR IlI
Naftaleno 0.14 0.74 0.08 0.01 0.00 0.00 4 0 0
Acenaftileno 0.50 1.32 0.23 0.02 0.04 0.01 4 5 6
Acenafteno 0.80 1.47 0.35 0.02 0.05 0.01 3 4 3
Fluoreno 1.19 2.69 0.68 0.11 0.14 0.01 14 5 2
Fenantreno 1.93 9.07 1.00 0.18 0.54 0.03 14 7 6
Antraceno 1.80 43.70 0.90 0.18 1.95 0.05 9 6 6
Fluoranteno 2.52 36.88 3.19 0.30 1.68 0.09 12 5 11
Pireno 2.60 11.18 3.02 0.14 1.15 0.11 5 10 6
Benzo(a)antraceno 5.77 14.68 4.88 0.26 1.30 0.09 5 10 2
Criseno 8.84 16.45 4.85 0.21 0.91 0.14 3 6 4
Benzo(b)fluoranteno 10.13 18.72 14.50 0.27 0.69 0.38 2 4 2
Benzo(k)fluoranteno 6.35 16.35 10.40 0.08 0.83 0.23 1 5 3
Benzo(a)pireno 9.18 19.75 6.24 0.06 0.71 0.21 1 4 3
Indeno(1,2,3) 8.89 7.47 9.38 0.10 0.02 0.20 1 0 2
Dibenzo(a,h) 9.70 9.69 8.68 0.13 0.03 0.06 1 0 1
Benzo(ghi)perileno 12.69 11.04 7.65 0.09 0.02 0.04 1 0 1
Total 83.03 207.41 75.64 2.15 10.07 2.00 3 5 3

Para los derrames antiguos se observan porcentajes de desorcion relativamente menores
que los obtenidos para los derrames recientes, debido esto, probablemente a los
diferentes mecanismos de envejecimiento que se han descrito para los contaminantes
organicos en el suelo. Entre ellos se encuentra la particion dentro y sobre la materia
organica (Chiou et al.,, 1983), o la difusibn dentro de los macro y microporos
tridimensionales de las particulas del suelo (Steinberg et al.,, 1987). Modelos mas
recientes han reconocido que el proceso de secuestro mas probable comprende los dos
mecanismos individuales. Weber et al. (1992), Weber and Huang (1996) y Xing y
Pignatello (1997) han descrito modelos de dos fases para explicar el proceso inherente a
las interacciones entre contaminantes hidrofébicos y las particulas del suelo; la primera de
desorcion rapida y una segunda en donde el proceso de desorcidén se hace lento. Esto es
dificil de reconocer en condiciones reales, en donde los contaminantes han estado
sometidos al intemperismo y los aportes han sido intermitentes en largos periodos de

tiempo.
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Tabla 5. HAPs totales (extraccion soxhlet), disponibles (extracciéon en fase sélida) y porcentajes de
desorcién obtenidos en muestras de suelo afectadas con derrames antiguos (cada valor es
promedio de 5 muestras de campo).

Extraccion soxhlet Extraccion en fase sélida Desorcion
Compuesto DA | DA Il DA Il DA | DA Il DA IlI DA | DA Il DA IlI
Naftaleno 0.00 0.73 0.00 0.00 0.03 0.00 0 4 0
Acenaftileno 0.00 2.53 0.01 0.00 0.03 0.00 0 3 0
Acenafteno 0.00 1.42 0.06 0.00 0.05 0.00 0 9 0
Fluoreno 0.00 1.55 0.11 0.00 0.04 0.00 0 7 0
Fenantreno 0.00 4.19 0.12 0.00 0.06 0.00 0 2 0
Antraceno 0.03 4.23 0.14 0.00 0.07 0.00 1 9 2
Fluoranteno 0.32 20.48 0.92 0.01 0.03 0.02 2 0 1
Pireno 1.24 22.37 1.69 0.07 0.05 0.02 5 0 2
Benzo(a)antraceno 2.19 4.91 1.79 0.05 0.18 0.02 2 3 2
Criseno 2.24 29.17 0.86 0.04 0.05 0.02 2 0 3
Benzo(b)fluoranteno 2.35 3.06 1.12 0.06 0.05 0.03 2 2 3
Benzo(k)fluoranteno 2.34 2.83 1.16 0.01 0.04 0.02 0 2 3
Benzo(a)pireno 2.06 2.98 2.53 0.01 0.01 0.05 0 0 6
Indeno(1,2,3) 1.57 3.84 2.00 0.01 0.02 0.07 1 0 3
Dibenzo(a,h) 1.73 3.22 1.48 0.00 0.03 0.04 0 1 2
Benzo(ghi)perileno 1.71 2.79 1.28 0.00 0.04 0.00 0 3 0
Total 13.46 110.32 15.27 0.26 0.78 0.30 2 1 2

Bogan y Sullivan (2003) encontraron que en suelos con diferentes caracteristicas, los
cuales fueron contaminados con fenantreno y pireno y después envejecidos por 120 dias,
el secuestro de los contaminantes en las particulas del suelo se incrementé conforme se
incrementaba el tiempo de contacto. El parametro mas importante que gobern6 este
proceso fue el contenido de carbono organico total, como parte de la materia organica. El
hecho de que el mismo compuesto (a la misma concentracion inicial) se desorba en
diferentes porcentajes en diferentes muestras, pone en evidencia el efecto de las
caracteristicas del suelo sobre la disponibilidad de los compuestos organicos en el suelo.
Segun Li et al (2007) el contenido de materia organica es el factor mas importante en el
efecto de envejecimiento de los compuestos organicos. Teniendo en cuenta este hecho,
en los suelos organicos el tiempo no es tan significativo como en el caso de los suelos
con bajo contenido de materia organica. En este tipo de suelos el contenido de arcillas
juega un papel importante en el movimiento de los contaminantes; regulando su
desplazamiento de sitios de “rapida desorcion” a sitios de baja desorcion” a lo largo del
tiempo.

Comparando estadisticamente ( prueba de Kruskal-Wallis) los porcentajes de desorcion
de los HAPs totales de los derrames analizados, excepto el DRIl (menos de 1 afio),
podemos decir que no existen diferencias significativas (p>0.05) en la cantidad de HAPs
que se desorbe de suelos en donde los derrames de petréleo crudo tienen mas de un afio

de haber ocurrido, lo anterior concuerda con lo que Li et al (2007) proponen.
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Figura 14. Porcentajes de desorcion de hidrocarburos aromaticos policiclicos en suelos
afectados por derrames recientes de petréleo (promedio de 5 muestras).
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Figura 15. Porcentajes de desorcion de hidrocarburos arométicos policiclicos en
suelos afectados por derrames antiguos de petréleo (promedio de 5 muestras).
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6.4 Coeficientes de distribucion de HAPs entre la fase acuosay el carbono orgénico
del suelo (Koc)

El coeficiente de distribucion (Kd) de los HAPs entre la fase sélida del suelo y el agua de
poro depende en gran medida del carbéno organico del suelo y se calcula mediante la
siguiente férmula:
Koc = Kd/foc

En este trabajo se calcul6 el coeficiente de distribucién entre la materia organica del suelo
y el agua (Koc) a partir de los contenidos totales de HAPs (extracciones soxleth), las
concentraciones biodisponibles (extraccion en fase sélida) y el contenido de materia
organica del suelo. Los valores obtenidos se compararon con el Koc calculado a partir de
una ecuacion empirica (Koc = Kow — 0.317) segun Karickoff (1981). Los datos
correspondientes de Kow para cada compuesto se tomaron de la base de datos
presentada por Mackay et al. (1992).

La tabla 6 muestra los promedios (5 muestras por sitio) de logKoc de algunos HAPs en 3
derrames antiguos y 3 recientes y muestra también los valores de logKoc calculados
segun Karickoff. En la figura 8 se comparan los logKoc calculados segun Karickoff y los
obtenidos experimentalmente de los derrames recientes y los antiguos graficados contra

el log Kow.

Tabla 6. Coeficientes de distribucion Koc de HAPs en derrames antiguos y recientes

HAPs LogKow  LogKge LogKoc Promedio Des. LogKoc Promedio Des.
Mackay Karickoff DRI DRIl DRIl vest DAI DAII DAIII vest

Naftaleno 3.37 3.05 3.48 3.18 3.28 3.28 0.67
Acenafteno 3.92 3.60 321 261 374 2.89 0.66 3.34 3.34 0.26
Acenaftileno  4.00 3.68 321 255 2091 3.19 0.79 3.55 3.55 0.24
Fluoreno 4.18 3.86 325 282 365 3.21 0.53 357 435 3.70 0.78
Fenantreno 4.57 4.25 324 270 349 3.12 0.57 3.83 3.84 3.83 0.65
Antraceno 4.54 4.22 354 245 3.36 3.10 0.72 538 4.15 3.45 3.89 0.92
Fluoranteno 5.22 4.90 343 275 3.82 3.33 0.59 518 440 521 4.80 0.53
Pireno 5.18 4.86 3.38 297 343 3.26 0.53 516 4.33 4.83 4.74 0.53
Benzo(a) 5.91 5.59 341 314 357 3.38 0.41 526 4.60 4.85 4.88 0.56
antraceno
Criseno 5.86 5.54 443 333 3.77 3.84 0.52 535 579 481 5.46 0.47
Benzo(b) 5.80 5.48 446 3.47 3.87 3.93 0.55 5.18 5.00 5.07 5.09 0.37
fluoranteno
Benzo(k) 6.00 5.68 422 3.15 3.76 3.71 0.58 537 5.05 5.26 5.22 0.47
fluoranteno
Benzo(a) 6.04 5.72 462 3.46 3.84 3.97 0.68 524 543 5.30 5.34 0.37
pireno
Indeno(1,2, 437 534 3.69 4.47 0.78 554 553 541 5.49 0.33
3-c-d)
Dibenzo(a,h 6.75 6.43 414 5.00 4.14 4.45 0.55 513 571 533 5.44 0.43
) antraceno
Benzo(ghi) 6.50 6.18 426 4.76 4.07 4.38 0.45 583 6.04 6.29 6.09 0.35
perileno
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Los altos contenidos de materia organica de estos suelos (tabla 3) harian suponer que
los HAPs presentes estarian fuertemente retenidos por la matriz organica, resultando en
altos coeficientes de distribucion. Sin embargo se confirma lo descrito por Cram et al.
2004, que al contrario de lo esperado por los altos contenidos de materia organica, se
presentan Koc mas bajos. Varios autores han encontrado que las sustancias himicas
disueltas y coloidales favorecen la solubilidad de compuestos orgéanicos no polares
relativamente insolubles (Wilcke, 2000; Haitzer, et al., 1999; Raber et al., 1997; Senesi,
1993; Chiou, et al., 1986; Landrum et al., 1984).
En general los Koc medidos, tanto para derrames recientes como antiguos son mas bajos
que los calculados a partir de la formula empirica (fig. 16). Los Koc de derrames antiguos
siguen una funciéon muy similar a la de Karickoff, en cambio los derrames recientes son
aproximadamente un orden de magnitud mas bajos, sobre todo para los HAPs de mayor
peso molecular y no muestran una dependencia con el logKkow. Estos resultados
confirman lo expuesto por Alexander (2000), que encontro que al persistir o envejecer los
HAPs en el suelo, se van haciendo menos disponibles, ya que son secuestrados por la
materia organica del suelo.

A - Karickoff y=x-0.317 R2= 1

A Derrames antiguos y=0.83x + 0.23 R2=0.93

Derramess recientes y= 0.47x + 1.03 R2=0.78

6.50 - I Desviacion estandar

5.50 7

4.50 T

LogKoc

3.50 1

2.50 7

150 ' ’ T , ,
3 35 4 4.5 5 55 6 6.5

logKow

Figura 16. Comparacion entre los valores de Koc medidos en derrames recientes y
antiguos y con los Koc estimados con la ecuacion empirica de Karickoff.
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La utilizacion de ecuaciones empiricas para la determinacion del Koc, asume que todo el
carbono organico tendra una interaccion idéntica con un contaminante organico no polar.
Sin embargo también se reconoce que la naturaleza de la materia organica presente en
los suelos juega un papel importante en la distribucién de los compuestos organicos, la
mayoria de los estudios sobre Koc se ha realizado en sedimentos o en suelos con bajos
contenidos de materia organica. En suelos organicos Krauss et al (2000) reportan
correlaciones significativas de los Koc calculados con los Kow en horizontes O de suelos
forestales, en cambio se menciona que los Koc de HAPs en hollin (soot) son varios
o6rdenes de magnitud mas altos que los que se predicen a partir del Kow (Naes et al,
1998). Investigaciones hechas por Gao et al (1998) demuestran que el carbono organico
disuelto en el agua de poro influye sobre el Koc, resultando en Koc mas bajos que los
calculados a partir del Kow. En horizontes histicos (H), como los que se reportan en este
trabajo, los Koc medidos son consistentemente mas bajos que los calculados con
ecuaciones empiricas (Cram et al 2004).

Esta situacion también tiene implicaciones sobre el riesgo que representan estos HAPs en
el ambiente, ya que mientras mas antiguos sean los derrames en suelos organicos,
menos disponibles estaran los HAPs, aunque no hay que perder de vista que al aumentar

el carbono orgénico disuelto, aumenta la concentracién de HAPs en solucién.

6.5 Ensayo de bioacumulacion

Una vez caracterizados los derrames tanto antiguos como recientes y después de realizar
pruebas estadisticas (ANOVA y prueba de Tukey) con ayuda del programa STATISTICA
para Windows ver. 6.0; se conformaron muestras compuestas entre los derrames en los
que no se establecieron diferencias significativas (p<0.05) en cuanto a concentraciones de
HAPs totales e individuales. Ademas se tomo en consideracién que fueran derrames de
aproximadamente la misma edad. Al final se conformaron 3 muestras como resultado de
combinar DRI y DRIIl en MC1 (1.5 afios); DAl y DAIIl en MC2 (20 afios) y quedando el DA
Il diferente a todos los anteriores como MC3. En la figura 16 se muestran los histogramas
de frecuencia que permiten visualizar los derrames cuyas composiciones Yy

concentraciones de HAPs fueron mas parecidas entre si.
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Figura 17. Histogramas de frecuencia para los tres derrames recientes y antiguos a partir de los
cuales se conformaron muestras compuestas para llevar a cabo los ensayos de toxicidad y
bioacumulacion.

La caracterizacion de las muestras compuestas conformadas se presenta de manera
resumida en la tabla 7. En ella se observa que las tres muestras presentan un pH acido y
un alto contenido de materia organica, comparables a los determinados para las muestras
individuales (tabla 1). El rango de concentracion total de HAPs mediante extraccion
soxhlet varia de 26.85 pg g, en la muestra compuesta con derrame antiguo de 20 afios,
a 152.1 ug g7, en la muestra con un derrame de 30 afios; valores que se encuentran en el
mismo orden de magnitud que los valores determinados para las muestras individuales.
En lo que respecta a las concentraciones obtenidas por extraccion acuosa en fase sélida,
si bien se encuentran en el mismo orden de magnitud que las muestras individuales, la
concentracion desorbida de la MC1 (3.53 ug g*) es mayor que la correspondiente a cada
una de las muestras con las cuales se conformo (2.1y 2.0 ug g ), lo mismo sucede en el
caso de la MC2 (0.82ug g™) y las muestras individuales (0.27 y 0.25 pg g™). En el caso de
la MC3 también se registro un aumento en la concentracion que se desorbio hacia la fase
acuosa. Estas variaciones pueden ser atribuidas a la heterogeneidad del suelo y a que las
condiciones de las particulas del suelo (organicas y minerales) determinan el estado de
“combinacion” de los compuestos organicos en el suelo y por lo tanto la magnitud de la

desercion y biodisponibilidad de los mismos (Li et al. 2007).
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Tabla 7. Principales caracteristicas de las  muestras compuestas conformadas para llevar a
cabo ensayos de bioacumulacién y pruebas de toxicidad aguda.

Disponible Bioacumulado

A 0, * * * i
Derrame Edad (afios) pH M.O.(%) ExS EFS E. andrei (%) (%)

MC1 15 4.5 47 87.64 3.53 3.17 4 4
MC2 20 4.0 65 26.85 0.82 0.84 3 3
MC3 30 4.7 51 1521 1.29 1.78 0.9 1

*Concentracion en ug g~ de la suma de 16 HAPs

En las figuras 18 se mustran la distribucién y dispersidén de las concentraciones de HAPs
individuales determinadas en muestras compuestas, en donde observamos que los
valores mas altos de concentracidn corresponden a la muestra compuesta 3 cuya edad
aproximada es de 30 afios, mientras que las concentraciones mas bajas se registraron
para la MC2. En las tres muestras compuestas destacan 6 compuestos por sus altas
concentraciones que son: antraceno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno, y
benzo(a)pireno; los cuales fueron determindos también en tejidos de la lombriz de tierra
Eisenia andrei (Tabla 8). En lo que respecta a la extraccion en medio acuoso,
observamos que las concentraciones determinadas para cada uno de los compuestos (fig.
19) todas se encuentran por debajo de 1 ug g*y que la mayor desorcién se obtuvo para
la MC 1 y la menor para la MC3 (fig. 20), siendo estas las muestras con derrames mas
recientes y mas antiguos respectivamente.
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Figura 18. Concentraciones promedio de HAPs en muestras de suelo compuestas para
la realizacion de ensayos de bioacumulacion y toxicidad aguda. Concentraciones
obtenidas por extraccion soxhlet.
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En los tejidos de lombriz expuestas a la MC1 ademas se detectaron fluoreno, fenentreno y
benzo(k)fluoranteno. La concentracion mas alta de HAPs totales se registré en los
organismos expuestos a la MC1, mientras que la mas baja fue determinada en las
lombrices expuestas a la MC2 (tabla 8). Las concentraciones determinadas en E. andrei
representan el 3.62, 3.13, y 1.17% de la concentracion total determinada en el suelo de
las MC1, MC2 y MC3 respectivamente (fig. 21).

Mean; Box: Mean-SE, Mean+SE; Whisker: Mean-SD, Mean+SD
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Figura 19. Concentraciones promedio de HAPs en muestras de suelo compuestas para
la realizacion de ensayos de bioacumulacion y toxicidad aguda. Concentraciones
obtenidas por extraccion acuosa en fase sélida.
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Figura 20. Porcentajes de desorcién calculados para los HAPs totales
determinados en las muestras compuestas empleadas en bioesnayos de toxicidad.
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Tabla 8. Concentraciones promedio de HAPs obtenidas mediante extraccion exhaustiva
(Soxhlet), extraccién ligera (acuosa) y las concentraciones determindas en los tejidos de la lombriz
de tierra E. andrei. Las concentraciones estan dadas en pg g™ de peso seco.

Extraccion soxhlet* Extraccion en fase sélida* Concentracion en E. Andrei*
Compuesto MC1 MC2 MC3 MC1 MC2 MC3 MC1 MC2 MC3
Promedio  Desvest Promedio Desvest Promedio Desvest ~Promedio Desvest ~ Promedio  Desvest  Promedio Desvest Promedio Desvest  Promedio Desvest  Promedio  Desvest
Naftaleno 0,25 0,07 0,10 0,01 0,15 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Acenaftileno 052 0,04 018 014 0,08 0,01 0,00 0,00 0,02 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Acenafteno 0,96 0,08 0,14 0,07 0,34 0,06 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Fluoreno 4,86 0,84 012 0,06 083 010 0,02 0,00 0,01 0,01 0,05 0,01 021 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00
Fenantreno 3,46 0,76 033 0,10 8,65 0,96 0,17 0,01 0,04 0,01 0,04 0,01 0,15 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
Antraceno 788 0,27 029 0,02 563 1,04 011 0,01 0,02 0,00 0,04 0,00 045 011 0,05 0,05 0,03 0,01
Fluoranteno 5,50 0,69 0,65 0,03 15,73 117 032 0,03 0,04 0,00 0,10 0,02 011 0,03 0,06 0,01 0,18 0,01
Pireno 7,60 048 1,74 021 14,14 1,82 0,29 0,04 0,05 0,01 0,10 0,01 0,06 0,01 0,05 0,01 013 0,01
Benzo(a)antraceno 9,05 0,56 227 023 14,59 328 0,99 0,07 0,12 0,01 0,14 0,01 038 0,10 0,15 0,02 0,26 0,03
Criseno 10,82 1,46 581 0,75 25,08 457 0,50 0,01 0,06 0,02 0,18 0,02 0,41 0,09 013 0,03 023 0,08
Benzo(b)fluoranteno 8,86 0,30 2,83 0,15 16,77 6,85 0,27 0,01 017 0,01 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Benzo(k)fluoranteno 6,55 0,65 185 0,62 18,04 2,01 031 0,04 0,10 0,03 017 0,01 097 0,01 0,00 0,00 031 0,08
Benzo(a)pireno 9,86 130 2,12 0,05 1387 6,00 023 0,02 0,05 0,03 0,29 0,01 0,49 0,03 0,44 0,03 027 0,01
Indeno(1,2,3) 6,25 0,24 387 0,36 8,65 125 0,15 0,01 0,04 0,01 0,07 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 037 0,01
Dibenzo(a,h) 348 0,30 224 0,75 6,01 347 0,10 0,01 0,03 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Benzo(ghi)perileno 175 0,19 171 024 359 0,56 0,06 0,02 0,06 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 87,641587 2,76 26,83 174 152,14 25,86 353 0,07 0,82 0,09 129 0,03 323 0,16 0,88 0,05 1,78 0,06
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En la tabla 9 se presentan los valores del factor de acumulacion biota-suelo (FABS)
calculado como la concentracién en el tejido del organismo normalizado con el contenido
de lipidos (1.8 % segun Wagman, et al., 2001) entre la concentracion del contaminante
en el suelo, normalizados a la fraccion de carbono organico, para los compuestos
identificados en los tejidos de lombriz. EI FABS es menor de 1 para la mayoria de los
compuestos, sin embargo, algunos compuestos como el antraceno (2.03),
benzo(k)fluoranteno (1.14) y benzo(a)pireno (1.19) muestran un proceso de
bioacumulacion en los organismos expuestos. La teoria mas ampliamente aceptada
respecto a la absorcion de los contaminantes por los organismos del suelo es la teoria del
equilibrio de particion (EP); para los compuestos organicos persistentes la
biodisponibilidad esta controlada por el equilibrio de particion entre el suelo, el agua y los
organismos (Sjim et al.,, 2000; Jager et al., 2005; Bergknut, et al., 2007). La
bioacumulacion es influenciada por los mecanismos de depuraciéon como la excrecion, el
crecimiento, los procesos reproductivos y los procesos de biotransformacion, en donde los
compuestos padres son convertidos en otros mas o menos toxicos que los originales,
mediante la intervencién de diferentes grupos de enzimas (Mackay, 2000; Sijm, 2000). En
este caso la concentracion de HAPs ligeros fue suficiente para ejercer un efecto de
narcosis que redujo la actividad de los organismos y por lo tanto la tasa de ingesta de
suelo. Otra consideracion inportate es la expuesta por Jager et al. (2003a), quienes
encontraron que muchos de los compuestos detectados en el agua de poro (disponibles)
estaban asociados a la materia organica disuelta y por lo tanto no estuvieron directamente

disponibles para ser absorbidos por los organismos de prueba ( E. andrei).

Tabla 9. Valores del factor de acumulacion biota-suelo calculados para
cada uno de los HAPs determinados en los tejidos de E andrei, en las
diferentes muestras compuestas.

FABS
Compuesto MC 1 MC 2 MC 3
Acenaftileno 0.01 0.07 0.60
Fluoreno 0.33 0.03
Fenantreno 0.33
Antraceno 0.44 2.03 0.05
Fluoranteno 0.16 0.22 0.11
Pireno 0.00 0.38 0.09
Benzo(a)antraceno 0.32 0.80 0.18
Criseno 0.29 0.28 0.09
Bemzo(k)fluo 1.14 0.17
Benzo(a)pireno 0.38 1.99 0.19
Indeno(1,2,3) 0.43
TOTAL 0.28 0.38 0.12
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En la litaratura se encuentran numerosos estudios sobre la absorcion de HAPs por
lombrices de tierra, pero las metodologias difieren en varios aspectos (especie, tiempo de
incubacion, relacion lombrices-suelo, concentracion del contaminante y edad); asi como la
expresion de los resultados (concentraciones que pueden estar 0 no normalizadas al
contenido de lipidos, relaciones de lipidos normalizados con el contenido de carbono
organico) lo que hace dificil la comparacién directa con otras investigaciones. Asi por
ejemplo, Ma, et al., (1995) determiné factores de bioacumulacion para el fenantreno y el
fluoranteno de 0.097 y 0.572 respectivamente, para Lumbricus rubellus después de haber
sido expuesta durante 14 dias, demostrando que el fluoranteno es mas acumulable que el
fenantreno, partiendo de la misma concentracién inicial de ambos compuestos; mientras
que en esta investigacion, como observamos en la tabla 9, para las lombrices expuestas a
la MC1, el fenantreno es mas acumulable que el fluoranteno, lo cual evidencia que
trabajar con mezclas complejas en muestras reales pueden favorecer sinergismos que
cambian el comportamiento de los compuestos individuales. White el al. (1999) demostro
gue la adicion de pireno fresco podia favorecer la biodisponibilidad del fenantreno
envejecido por el desplazamiento competitivo del fenantreno de los sitios de sorcion.
Parrish et al. (2006) determind concentraciones de 0.204 y 0.084 ug g* de HAPs totales
en E foetida y Lumbricus terrestris respectivamente, despues de haber sido expuestas a
un suelo contaminado con 36.3 pg g™ de HAPs totales. Los valores determinados para E
foetida por Parrish et al., coinciden en orden de magnitud con los determinados en esta
investigacion para la MC 2. Sin embargo, el valor nominal de HAPs en tejidos de lombriz
determinado en esta investigacién es mayor, mientras que la concentracion en el suelo es
menor; lo cual apoya que el efecto de las interacciones que se dan un una matriz tan
compleja como el suelo y los contaminantes vertidos en el durante largos periodos de
tiempo pueden modificar el comportamiento de los contaminantes de manera importante.

En general, diversos investigadores han observado una disminucibn en la
biodisponibilidad y por ende en la bioacumulacién de compuestos organicos conforme el
tiempo de envejecimiento de los contaminantes aumenta. Asi por ejemplo, Jager et al.
(2000), en un estudio realizado sobre el comportamiento toxicocinético de algunos HAPs,
estimo factores de bioacumulacién para fenantreno, pireno, fluoranteno y benzoapireno
obteniendo un pico maximo a los siete dias de exposicién, disminuyendo éste hacia los 14
dias (0.5, 2, 4, y 1 Kgoc/Kg lip. respectivamente) atribuyendo esto al establecimiento de
un equilibrio de particién entre el agua del suelo y la fase interna del organismo (agua y
lipidos). Este efecto fue observado por Johnson et al. (2002) para el pireno y el
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benzo(a)antraceno, quienes concluyeron que el proceso de envejecimiento de los
contaminantes disminuye su disponibilidad para los organismos. Tang et al. (2002)
llegaron a la misma conclusion al exponer organismos de E fetida a HAPs frescos y
envejecidos, encontrando mayores concentraciones de hidrocarburos en los organismos
expuestos a los contaminantes frescos que en los organismos expuestos a los
contaminantes envejecidos. Lo anterior coincide con lo encontrado en esta investigacion,
ya que los valores mas bajos del factor de bioacumulacion se presentan en organismos

expuestos a la MC3 que es la que registra los derrames mas antiguos.

Tomando en cuenta los valores totales para cada mecanismo de extraccion y las
concentraciones de HAPs en los tejidos de lombriz, se realizaron correlaciones entre
ellas; obteniendose una correlacién altamente significativa solo para la realizada entre la
extraccién en fase sdlida y la concentracion en tejidos de E. andrei (figura 22). Por otra
parte, de los compuestos individuales determinados en los tejidos de E. andrei
expuestos al suelo contaminado, solo 3 de los 6 comunes en los tres niveles de
exposicion muestran una correlacién positiva y significativa (Tabla 10); estos son el
antraceno, benzo(a)antraceno y criseno, compuestos cuyas caracteristicas los hacen
persistentes en el suelo y apropiados para ser tomados por las lombrices via ingestion y
dada su liposolubilidad (log Ko 4.5 a 5.9) pasar del intestino a los tejidos de la lombriz en
los que se acumulan y dificilmente se degradan. Por otra parte, Sevendrup et al. (2002) y
Eom et al. (2007) encontraron que estos compuestos no observan efectos toxicos para
Folsomia fimetaria y Eisenia andrei, atribuyendo esto a su baja disposicion en el agua de

poro.
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Figura 22. Correlacion entre los HAPs totales detertminados por extraccion en fase
sélida y los HAPs totales determinados en tejidos de E. Andrei.
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Tabla 10. Valores de los coeficientes de correlacion entre las
concentraciones de HAPs obtenidas en suelo mediante extraccion
acuosa en fase soélia y en tejidos de E. andrei.

Suelo EFS vs Coeficiente de correlacion
Tejidos de E. andrei de Pearson

Antraceno 0.913
Fluoranteno 0.137

Pireno -0.186
Benzo(a)antraceno 0.748

Criseno 0.900
Benzo(a)pireno -0.488

6.6 Toxicidad aguda.

La toxicidad aguda, se estimad6 a partir del porcentaje de supervivencia de los
organismos expuesto. La muestra mas toxica (con el menor nimero de supervivientes)
fue la MC1 con un 50 % de supervivencia y cuya edad aproximada de contaminacién es
de afio y medio. Las muestras menos toxicas fueron la MC3 y MC2 con una supervivencia
de 90 y 98 % respectivamente y con edades de contaminacion de 30 y 20 afios
respectivamente. Los efectos observados en los organismos que sobrevivieron, fueron
pérdida de la movilidad y la consecuente pérdida de peso (tabla 11) debido a la
disminucién en el consumo de alimento. Este efecto fue mayor en la MC 1 en donde los
organismos permanecieron en la superficie del suelo en la unidad experimental, no se
observo la formacion de galerias, tampoco fue evidente la depositacion de excretas.
Estos efectos pueden ser atribuidos a la narcosis que causan los HAPs mas ligeros sobre
los organismos (Jager et al., 2000) y por la difusiébn de estos compuestos a través de la
dermis ocasionando la deshidratacion de los mismos. La pérdida de peso en esta
investigacion se correlaciona significativa y positivamente (figura 23) con las
concentraciones totales de HAPs en el suelo; al respecto, Shin y Kim (2001)
observaron una disminucion en el incremento de la biomasa de E. fetida conforme
aumentaba la concentraciion de fenantreno en el suelo; mientras que Eijsakers et al.,
(2001) encontro que la perdida de peso de las lombrices no se correlacionaba con la

concentracion total de HAPs en sedimentos con contaminacion fresca y envejecidos.
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Tabla 11. Pesos de los 10 organismos colocados en cada unidad
experimental, al inicio y al final de la exposicion al suelo contaminado.

Unidad Perdida de
experimental  Peso inicial Peso final  peso (%)
MC1la 3,4886 1,0136 71
MC1b 4,5081 1,1162 75
MC1lc 4,0264 1,4748 63
MC1d 3,5139 1,0327 71
MC1le 3,0473 *

Promedio 70

Des vest 5
MC2a 2,9775 2,65914 11
MC2b 2,7752 2,49465 10
MC2c 3,5948 3,4003 5
McC2d 3,526 3,36394 5
MC2e 4,0182 3,4743 14

Promedio 9

Des vest 4
MC3a 3,084 2,12826 31
MC3b 3,8587 1,9325 50
MC3c 2,904 2,26877 22
MC3d 3,2774 2,2262 32
MC3e 2,5907 xx

Promedio 34

Des vest 12
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Figura 23. Grafica que muestra la correlaciéon que existe entre la
concentracion de HAPs totales contenidos en el suelo y la perdida de
peso ocurrida en organismos de E. andrei.

En los casos en donde la supervivencia fue mayor, las lombrices se movieron hacia zonas
mas profundas en el suelo, y la presencia de excretas en la superficie del suelo indica
gque los organismos se alimentaron durante el experimento; esto corrobora lo expuesto por
Jager et al., (2003a) y Fleuren et al., (2003), quienes observaron que a pesar de que

Eisenia andrei es una lombriz compostera, ésta es capaz de alimntarse de suelo
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seleccionando la fraccion mas enriquecida de materia organica. Eijsackers, et al., (2001)
realizaron ensayos con sedimentos de turba (10-40% de materia organica) enriquecidos
con HAPs (fenantreno, antraceno, fluoranteno, benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, benzo(ghi)perileno) en
concentraciones de 0.1 a 1 pgg™, en los que no observaron efectos adversos en la
supervivencia y reproduccion de los organismos y la acumulacién de los HAPs fue muy
limitada lo que no permitio determinar concentraciones medibles de HAPs en tejidos de E
fetida. Atribuyen esto, mas que a la capacidad de metabolizarlos, a la capacidad de las
lombrices para mejorar las “condiciones de trabajo” de los microorganismos degradadores
de HAPs.

La interpretacién de la toxicidad debe considerar los factores bioticos y abioticos que
modifican la particién y la biodisponibilidad de los contaminantes organicos; esto es
evidente entre los DC1 y DC3 en donde no existe diferencia significativa entre los
contenidos totales de HAPs, pero si hay diferencia en cuanto a la toxicidad y a la
desorcion de HAPs a la fase acuosa, lo que puede atribuirse a las diferencias en las
edades de los derrames y a los contenidos de materia organica, ya que en donde hay
mayor toxicidad y desorcion es en el derrame més reciente y con menor contenido de
materia organica. Shakir y Weaver (2002) realizaron experimentos de supervivencia en
suelos contaminados con petroleo fresco y petroleo intemperizado, teniendo una mayor
supervivencia en el segundo caso que en el primero, aunque la supervivencia fue de 0
para ambos casos después de 10 dias a una concentracion de 2.5 % de petroleo en el
suelo. Eom et al, (2007) quienes evaluaron la toxicidad para un sitio contaminado por una
productora de coque, cuya concentracion de HAPs totales fue de 2634 + 241 mg Kg' y
las concentraciones individuales fueron de 4.6 a 561 mg Kg™ (acenaftileno y fluoranteno
respectivamente), encontraron que la el fluoreno, fenantreno, fluoranteno, y pireno son los
compuestos que explican la toxicidad del suelo para colembolos y lombices de suelo, con
valores de concentracion letal 50% de 76, 281, 415 y 280 mg Kg™ respectivamente,
concentraciones que son uno y dos ordenes de magnitud mayores a los encontrados en
esta investigacion en la muestra que observo un 50 % de sobrevivencia.

En la figura 24 se muestran las concentraciones totales de HAPs bioacumulados y
disponibles a partir de las concentraciones de HAPs presentes en el suelo de las

muestras MC1, MC2 y MC3 y sus correspondientes porcentajes de supervivencia.
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Figura 24. Comportamiento de la mortalidad de organismos de E. andrei y HAPs diponibles (a) y
totales (b), en las diferentes muestras compuestas.
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Conclusiones

e Estos resultados demuestran que solo una fraccién del total de HAPs contenidos
en el suelo pasa ala fase acuosa del suelo y por lo tanto solo una fraccién del total
esta disponible y accesible a los organismos del suelo.

e Estadisticamente no existen diferencias significativas entre los porcentajes de
desercion de HAPs en suelos afectados por derrames de diferentes edades,
cuando estos son mayores de un afio y los suelos son ricos en materia organica.

e El proceso de desorcion de HAPs es afectado por el contenido de materia organica
disuelta en la fase acuosa, haciendo que los coeficientes de distribucion entre la
materia organica del suelo y el agua (K., sean menores a los calculados
empiricamente.

e Las concentraciones de HAPs obtenidas en extractos acuosos correlacionan mejor
con las concentraciones determinadas en tejidos de E. andrei, que las
concentraciones totales en el suelo.

¢ La mortalidad de E. andrei se correlaciona mejor con la concentracion de de HAPs
determinadas en extractos acuoso que con las concentraciones totales

determinadas en el suelo.

Recomendaciones

- Es necesario evaluar la influencia que tienen los distintos tipos de materia
organica (calidad y cantidad) sobre el Koc de los HAPs.

- Para tener una mejor idea de los dafios ocasionados por los HAPs en los
organismos, se recomienda la realizacion de ensayos de genotoxicida y de
toxicidad cronica.

- Con el fin de realizar una mejor evaluacion de la biodisponibilidad y toxicida en
suelos contaminados con compuestos organicos persisitentes, se deben incluir
al menos dos especies mas de organismos de diferentes niveles tréficos.

- Bedido a que la biodisponibilidad varia de acuerdo al compuesto 0 mezcla de
compuestos en particular, suelo y tiempo de envejecimiento, es necesaria la

realizacion de bioensayos para medir la biodisponibilidad
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9. Anexos

Anexo 1. Curvas de calibracion en los calculos de concentracion de los 16 HAPs
analizados.
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Anexo 2. Analisis del material de referencia empleado como control durante el andlisis de

hidrocarburos aromaticos policiclicos en esta investigacion.

Concentraciéon BAM-MR5 (ug g-1) Valor Recuperacion (%)

Compuesto a b c de referencia a b c Promedio Des vest CVR (%)
Naftaleno 0,853 1,097 0,949 2,78 31 39 34 35 4 13
Acenaftileno 0,918 0,583 1,139
Acenafteno 1,359 1,337 1,351 1,59 85 84 85 85 1 1
Fluoreno 1,643 1,835 1,774 2,57 64 71 69 68 4 6
Fenantreno 8,924 9,672 9,427 13,45 66 72 70 69 3 4
Antraceno 2,637 2,856 2,784 3,7 71 77 75 75 3 4
Fluoranteno 10,406 10,496 10,439 15,94 65 66 65 66 0 0
Pireno 11,665 12,741 12,392 12,76 91 100 97 96 4 4
Benzo(a)antr 6,129 5,370 6,562 7,25 85 74 91 83 8 10
Criseno 6,611 5,838 7,045 6,76 98 86 104 96 9 9
Benzo(b)fluor 6,283 5,307 6,866 7,16 88 74 96 86 11 13
Benzo(k)fluor 4,896 4,200 4,389 3,75 131 112 117 120 10 8
Benzo(a)pireno 5,952 5,193 6,387 7,89 75 66 81 74 8 10
Indeno(123cd)pireno 4,901 4,116 5,372 5,26 93 78 102 91 12 13
Dibenzo(ah)antraceno 1,136 1,217 1,393 1,67 68 73 83 75 8 11
Benzo(ghi)perileno 4,052 3,743 4,039 5,65 72 66 71 70 3 4




Anexo 3. Concentraciones de los 16 HAPS determinados mediante extraccién soxhlet en las 5 muestras de campo colectadas en sitios con derrames
recientes y antiguos. Las concentraciones se encuentran en g g™ de peso seco.

Compuesto DRI-1  DRI-2 DRI-3 DRI-4 DRI-5 pomedio Desvest DRII-1 DRII-2 DRII-3 DRII-4 DRII-5 pomedio Desvest DRIII-1 DRIII-2 DRIII-3 DRIII-4 DRIII-5 pomedio Desvest
Naftaleno 0,15 017 014 000 023 014 008 167 099 060 020 026 0,74 061 0042 012 006 0,10 0,10 0,08 0,03
Acenaftileno 032 049 056 068 045 0,50 013 19 298 099 042 027 132 114 0456 014 025 051 009 0,29 0,19
Acenafteno 072 102 064 075 085 0,80 015 276 193 142 069 055 147 091 0446 054 014 020 040 0,34 0,17
Fluoreno 109 121 023 261 082 119 088 402 198 383 120 244 269 121 0617 193 069 017 000 0,68 0,76
Fenantreno 265 198 028 315 158 193 1,10 1599 795 680 471 989 9,07 430 0472 284 158 0,12 0,00 1,00 1,20
Antraceno 305 132 027 234 203 180 106 1635 4591 5840 2891 6892 43,70 21,35 0491 053 259 091 0,00 0,90 1,00
Fluoranteno 419 19 09 3,12 240 252 122 3298 50,78 3538 3958 2568 36,88 927 0487 982 164 340 061 3,19 3,89
Pireno 315 238 070 240 435 260 133 1482 790 11,19 935 12,62 11,18 2,71 158 234 739 18 193 3,02 2,46
Benzo(a)antraceno 866 631 109 377 0901 577 336 885 16,07 1595 10,16 22,39 14,68 542 4430 619 693 398 289 488 1,65
Criseno 12,20 561 355 982 13,02 884 413 2445 1059 12,89 14,74 19,60 16,45 556 2071 466 1247 196 3,09 485 4,39
Benzo(b)fluoranteno 16,06 642 557 10,28 12,32 10,13 432 30,18 1598 12,89 10,78 23,76 18,72 8,08 13,781 11,47 2310 7,57 16,56 14,49 5,83
Benzo(k)fluoranteno 987 79 69 373 324 635 2,82 24,00 1518 16,51 14,92 11,16 16,35 472 6,285 2706 792 565 5,11 1041 9,37
Benzo(a)pireno 1098 819 921 955 798 918 1,20 18,70 17,03 2854 24,28 10,21 19,75 7,02 6250 889 10,01 267 340 6,24 3,24
Indeno(1,2,3) 829 798 6,12 10,02 1205 8,89 224 371 636 1039 433 1258 747 3,87 13919 1293 95 224 825 9,38 4,62
Dibenzo(a,h) 10,06 1252 593 9,02 1098 9,70 247 12,85 525 1498 6,72 867 9,69 4,11 14502 9,70 220 12,05 4,97 8,69 5,05
Benzo(ghi)perileno 11,56 10,53 11,18 12,16 18,02 12,69 304 1399 1086 12,10 8,24 10,00 11,04 2,17 8550 870 1353 365 384 7,65 4,09
Total 103,00 76,04 53,40 83,40 99,33 83,03 19,95 227,26 148,74 242,87 179,21 238,99 221,21 41,49 72,00 107,86 100,04 47,04 51,24 7564 27,66
Compuesto DAI-1 DAI-2  DAI-3 DAI-4 DAI-5 pomedio Desvest DAII-1 DAII-2 DAII-3 DAII-4 DAII-5 pomedio Desvest DAIII-1DAIII-z DAIII-S DAIII-2 DAIII-E Pomedio  Desvest
Naftaleno 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00 062 077 145 045 037 0,73 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00
Acenaftileno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,12 087 256 483 329 253 163 0,00 0,04 0,00 0,03 000 0,02 0,02
Acenafteno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 005 221 420 025 040 142 1,78 0,00 025 0,00 0,03 0,00 0,06 0,11
Fluoreno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 020 435 242 051 026 155 1,81 0,00 050 0,00 003 0,00 0,11 0,22
Fenantreno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 335 198 690 4,28 4,46 4,19 1,80 000 055 001 0,06 0,00 0,12 0,24
Antraceno 0,00 0,15 0,00 0,00 0,00 0,03 0,07 739 498 546 3,09 021 4,23 2,72 0,00 040 000 008 0,20 0,14 0,17
Fluoranteno 0,00 020 020 000 120 0,32 0,50 25,00 12,60 19,13 26,78 18,90 20,48 562 0,00 1,27 0,00 0,75 260 0,93 1,08
Pireno 1,60 240 080 0,00 140 124 0,90 32,97 1593 20,38 26,25 16,33 22,37 7,23 202 100 088 109 345 1,69 1,08
Benzo(a)antraceno 3,09 180 180 200 224 219 054 312 329 809 653 354 491 2,26 2,04 160 080 2,70 180 1,79 0,69
Criseno 3,15 180 204 200 222 2724 0,53 20,49 2441 32,98 29,96 38,00 29,17 691 210 060 000 120 039 0,86 0,82
Benzo(b)fluoranteno 4,56 0,00 235 260 224 235 162 344 239 545 269 134 3,06 153 2,04 080 060 100 1,15 1,12 0,56
Benzo(k)fluoranteno 2,40 0,00 454 260 214 234 161 197 130 585 272 233 283 1,76 2,40 040 060 080 160 1,16 0,83
Benzo(a)pireno 3,40 0,00 204 242 242 2,06 125 160 131 653 378 1,70 2,99 221 520 190 260 265 030 253 1,77
Indeno(1,2,3) 3,75 0,00 204 000 204 1,57 159 292 346 598 359 325 384 1,22 080 220 320 240 1,40 2,00 0,93
Dibenzo(a,h) 4,92 0,00 208 000 165 1,73 202 317 253 283 498 261 322 101 020 285 280 080 0,74 148 1,25
Benzo(ghi)perileno 2,60 0,00 38 000 209 171 169 58 216 190 329 0,76 2,79 193 140 27 060 080 089 1,28 0,85
Total 16,21 6,90 16,52 11,63 16,06 17,77 4,19 113,26 84,54 132,11 123,97 97,74 110,33 19,32 18,22 17,06 12,10 14,42 14,53 15,27 2,41




Anexo 4. Concentraciones de los 16 HAPS determinados mediante extraccion acuosa en fase sdlida (TENAX) en las 5 muestras de campo colectadas en
sitios con derrames recientes y antiguos. Las concentraciones se encuentran en ug g™ de peso seco.

Compuesto DRI-1 DRI-2 DRI-3 DRI-4 DRI-5 Promedio Desvest DRII-1 DRII-2 DRII-3 DRIl-4 DRII-5 Promedio Desvest DRIIl-1 DRIII-2 DRIII-3 DRIII-4 DRIII-5 Promedio Desvest
Naftaleno 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,01 0,005 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000
Acenaftileno 0,01 0,03 0,06 0,01 0,00 0,02 0,024 0,10 0,02 0,07 0,01 0,02 0,04 0,039 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,002
Acenafteno 0,01 0,07 0,02 0,01 0,00 0,02 0,028 0,09 0,03 0,08 0,05 0,01 0,05 0,033 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,003
Fluoreno 0,13 0,15 0,06 0,07 0,12 0,11 0,039 0,20 0,08 0,31 0,05 0,06 0,14 0,112 0,01 0,03 0,02 0,01 0,00 0,01 0,011
Fenantreno 0,13 0,23 0,10 0,30 0,13 0,18 0,084 0,70 0,55 0,56 0,69 0,18 0,54 0,211 0,10 0,02 0,02 0,01 0,01 0,03 0,039
Antraceno 0,34 0,09 0,01 0,24 0,23 0,18 0,131 1,91 1,55 1,49 3,22 1,60 1,95 0,726 0,07 0,01 0,06 0,08 0,01 0,05 0,034
Fluoranteno 0,41 0,24 0,14 0,35 0,34 0,30 0,106 0,92 0,63 1,42 3,90 1,55 1,68 1,294 0,24 0,10 0,04 0,06 0,02 0,09 0,086
Pireno 0,17 0,18 0,01 0,27 0,06 0,14 0,103 0,69 0,88 1,74 0,64 1,78 1,15 0,568 0,31 0,17 0,04 0,03 0,01 0,11 0,127
Benzo(a)antraceno 0,30 0,31 0,05 0,35 0,31 0,26 0,121 1,58 0,98 1,30 1,39 1,26 1,30 0,218 0,06 0,16 0,09 0,11 0,05 0,09 0,044
Criseno 0,24 0,12 0,13 0,24 0,33 0,21 0,088 0,79 0,63 0,59 1,34 1,20 0,91 0,341 0,12 0,18 0,21 0,13 0,04 0,14 0,065
Benzo(b)fluoranteno 0,63 0,12 0,13 0,21 0,25 0,27 0,210 0,88 0,15 0,78 0,68 0,96 0,69 0,320 0,12 0,29 1,34 0,06 0,10 0,38 0,543
Benzo(k)fluoranteno 0,19 0,01 0,16 0,01 0,01 0,08 0,091 0,82 0,76 0,75 1,18 0,65 0,83 0,204 0,13 0,25 0,58 0,07 0,12 0,23 0,206
Benzo(a)pireno 0,14 0,02 0,11 0,02 0,01 0,06 0,060 0,72 0,33 0,24 1,55 0,70 0,71 0,517 0,09 0,26 0,64 0,06 0,01 0,21 0,257
Indeno(1,2,3) 0,11 0,01 0,03 0,03 0,32 0,10 0,129 0,05 0,01 0,02 0,01 0,02 0,02 0,016 0,24 0,13 0,34 0,06 0,24 0,20 0,108
Dibenzo(a,h) 0,11 0,14 0,03 0,15 0,23 0,13 0,072 0,04 0,03 0,01 0,04 0,02 0,03 0,013 0,09 0,08 0,01 0,04 0,08 0,06 0,034
Benzo(ghi)perileno 0,11 0,11 0,06 0,02 0,15 0,09 0,050 0,03 0,02 0,03 0,02 0,01 0,02 0,008 0,02 0,06 0,02 0,04 0,05 0,04 0,017
Totales 3,04 1,84 1,11 2,28 2,49 2,15 0,725 9,562 6,65 12,21 14,77 10,02 10,63 3,045 1,62 1,82 4,41 1,34 0,82 2,00 1,397
Compuesto DAI-1 DAI-2 DAI-3 DAI-4 DAI-5 Promedio Desvest DAII-1 DAII-2 DAII-3 DAIl-4 DAII-5 Promedio Desvest DAIlI-1 DAIII-2  DAIII-3 DAIII-4 DAIII-5 Promedio Desvest
Naftaleno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00 0,12 0,02 0,01 0,01 0,03 0,050 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000
Acenaftileno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,01 0,09 0,03 0,04 0,00 0,03 0,035 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000
Acenafteno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00 0,06 0,08 0,09 0,02 0,05 0,039 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000
Fluoreno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,01 0,04 0,03 0,07 0,04 0,04 0,022 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000
Fenantreno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,08 0,04 0,02 0,08 0,08 0,06 0,028 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000
Antraceno 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,004 0,02 0,08 0,10 0,05 0,08 0,07 0,030 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,005
Fluoranteno 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 0,005 0,04 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,005 0,00 0,01 0,00 0,00 0,10 0,02 0,044
Pireno 0,07 0,10 0,07 0,00 0,09 0,07 0,039 0,06 0,06 0,04 0,04 0,04 0,05 0,011 0,01 0,00 0,06 0,00 0,04 0,02 0,027
Benzo(a)antraceno 0,08 0,05 0,07 0,00 0,03 0,05 0,032 0,09 0,06 0,60 0,06 0,07 0,18 0,238 0,03 0,00 0,04 0,00 0,02 0,02 0,018
Criseno 0,05 0,06 0,09 0,00 0,00 0,04 0,039 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,006 0,03 0,00 0,00 0,00 0,06 0,02 0,027
Benzo(b)fluoranteno 0,17 0,01 0,09 0,01 0,03 0,06 0,069 0,06 0,05 0,04 0,03 0,05 0,05 0,011 0,03 0,00 0,03 0,00 0,09 0,03 0,037
Benzo(k)fluoranteno 0,02 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,005 0,01 0,04 0,01 0,08 0,07 0,04 0,033 0,01 0,00 0,06 0,00 0,05 0,02 0,029
Benzo(a)pireno 0,01 0,00 0,02 0,02 0,00 0,01 0,010 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,002 0,05 0,00 0,13 0,00 0,07 0,05 0,054
Indeno(1,2,3) 0,03 0,00 0,04 0,00 0,00 0,01 0,019 0,01 0,02 0,01 0,04 0,01 0,02 0,014 0,00 0,10 0,14 0,09 0,03 0,07 0,056
Dibenzo(a,h) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,03 0,03 0,05 0,01 0,02 0,03 0,015 0,00 0,02 0,16 0,00 0,01 0,04 0,068
Benzo(ghi)perileno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,04 0,06 0,04 0,01 0,06 0,04 0,020 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,004
Totales 0,43 0,25 0,41 0,04 0,18 0,26 0,163 0,61 0,84 1,15 0,70 0,62 0,78 0,224 0,16 0,14 0,62 0,10 0,48 0,30 0,234




Anexo 5. Concentraciones de los 16 HAPS determinados mediante extraccion soxhlet en muestras compuestas usadas en bioensayos de toxicida y
acumulacion.Las concentraciones se encuentran en pg g™ de peso seco.

Compuesto MC1-1 MC1-2 MC1-3 MC1-4 MC1-5 Prom DS MC2-1 MC2-2 MC2-3 MC2-4 MC2-5 Prom DS MC3-1 MC3-2 MC3-3 MC34 MC3-5 Prom DS

Naftaleno 0,22 0,19 0,36 0,27 0,22 0,25 0,07 0,09 0,11 0,09 0,09 0,09 0,10 0,01 0,16 0,17 0,12 0,16 0,14 0,15 0,02
Acenaftileno 0,54 0,45 0,50 0,54 0,54 0,52 0,04 0,03 0,28 0,31 0,26 0,03 0,18 0,14 0,08 0,10 0,06 0,08 0,07 0,08 0,01
Acenafteno 1,00 0,96 1,03 1,00 0,82 0,96 0,08 0,08 0,08 0,14 0,14 0,25 0,14 0,07 0,34 0,43 0,27 0,36 0,30 0,34 0,06
Fluoreno 6,35 4,42 4,65 4,42 4,42 4,86 0,84 0,08 0,14 0,08 0,22 0,08 0,12 0,06 0,88 0,90 0,69 0,92 0,77 0,83 0,10
Fenantreno 3,23 3,09 4,81 3,09 3,09 3,46 0,76 0,36 0,17 0,42 0,36 0,36 0,33 0,10 9,37 8,58 7,32 9,76 8,22 8,65 0,96
Antraceno 7,90 7,60 8,30 7,70 7,90 7,88 0,27 0,28 0,32 0,30 0,28 0,28 0,29 0,02 5,76 7,20 4,58 5,82 4,77 5,63 1,04
Fluoranteno 6,05 4,64 5,85 4,86 6,10 5,50 0,69 0,63 0,70 0,66 0,63 0,63 0,65 0,03 17,22 15,23 14,08 16,27 1586 15,73 1,17
Pireno 7,55 6,85 7,55 8,08 7,95 7,60 0,48 1,57 1,95 1,97 1,53 1,69 1,74 0,21 15,69 12,63 12,26 16,35 13,77 14,14 1,82
Benzo(a)antraceno 8,70 9,94 8,64 9,27 8,70 9,05 0,56 2,29 1,92 2,22 2,42 2,51 2,27 0,23 11,19 16,58 10,86 17,49 16,83 1459 3,28
Criseno 10,00 13,16 10,62 9,28 11,06 10,82 1,46 6,47 5,03 5,00 6,08 6,48 5,81 0,75 25,29 31,80 19,76 26,35 22,19 25,08 4,57
Benzo(b)fluoranteno 8,37 9,14 8,85 9,04 8,90 8,86 0,30 2,80 2,62 2,94 3,00 2,80 2,83 0,15 14,90 28,71 11,64 15,52 13,07 16,77 6,85
Benzo(k)fluoranteno 6,38 7,35 7,08 5,80 6,13 6,55 0,65 1,94 0,79 2,00 2,38 2,16 1,85 0,62 19,53 17,95 15,26 20,34 17,13 18,04 2,01
Benzo(a)pireno 9,88 11,69 8,42 8,88 10,46 9,86 1,30 2,71 2,67 2,73 2,69 2,80 2,72 0,05 12,16 24,37 9,50 12,66 10,66 13,87 6,00
Indeno(1,2,3) 6,14 6,67 6,14 6,14 6,14 6,25 0,24 3,54 4,43 3,56 3,87 3,93 3,87 0,36 8,94 10,17 6,99 9,31 7,84 8,65 1,25
Dibenzo(a,h) 3,90 3,06 3,54 3,47 3,42 3,48 0,30 3,00 1,78 1,63 1,66 3,11 2,24 0,75 4,84 12,15 3,78 5,04 4,24 6,01 3,47
Benzo(ghi)perileno 1,76 2,04 1,76 1,68 1,50 1,75 0,19 1,58 1,36 1,92 1,75 1,92 1,71 0,24 4,06 2,93 3,17 4,23 3,56 3,59 0,56

Total 8798 91,25 8811 8352 8735 87,64 2,76 27,44 24,36 25,99 27,36 29,00 26,83 1,74 150,41 189,89 120,32 160,66 139,43 152,14 25,86




Anexo 6. Concentraciones de los 16 HAPS determinados mediante extraccion acuosa en fase sélida (TENAX) en las 5 muestras de campo
colectadas en sitios con derrames recientes y antiguos. Las concentraciones se encuentran en pg g-1 de peso seco.

Compuesto MC1-1 MC1-2 MC1-3 MC1-4 MC1-5 Prom DS MC2-1 MC2-2 MC2-3 MC2-4 MC2-5 Prom DS MC3-1 MC3-2 MC3-3 MC34 MC3-5 Prom DS

Naftaleno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Acenaftileno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,03 0,02 0,00 0,02 0,01 0,01 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00
Acenafteno 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00
Fluoreno 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02 0,00 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,07 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,01
Fenantreno 0,16 0,18 0,15 0,18 0,18 0,17 0,01 0,04 0,02 0,05 0,04 0,04 0,04 0,01 0,04 0,03 0,05 0,03 0,03 0,04 0,01
Antraceno 0,10 0,11 0,12 0,10 0,11 0,11 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,00
Fluoranteno 0,30 0,32 0,34 0,30 0,37 0,33 0,03 0,03 0,04 0,04 0,03 0,03 0,04 0,00 0,11 0,07 0,08 0,11 0,11 0,10 0,02
Pireno 0,29 0,29 0,31 0,27 0,37 0,31 0,04 0,05 0,06 0,06 0,05 0,05 0,05 0,01 0,10 0,09 0,11 0,10 0,10 0,10 0,01
Benzo(a)antraceno 0,91 1,03 0,89 1,04 0,91 0,96 0,07 0,12 0,10 0,12 0,13 0,14 0,12 0,01 0,14 0,16 0,15 0,14 0,14 0,14 0,01
Criseno 0,49 0,49 0,50 0,49 0,50 0,50 0,01 0,08 0,05 0,05 0,05 0,08 0,06 0,02 0,16 0,21 0,17 0,17 0,17 0,18 0,02
Benzo(b)fluoranteno 0,26 0,28 0,26 0,27 0,28 0,27 0,01 0,17 0,16 0,18 0,18 0,17 0,17 0,01 0,10 0,10 0,10 0,09 0,10 0,10 0,00
Benzo(k)fluoranteno 0,37 0,27 0,32 0,34 0,36 0,33 0,04 0,10 0,04 0,11 0,13 0,12 0,10 0,03 0,17 0,19 0,17 0,17 0,17 0,17 0,01
Benzo(a)pireno 0,24 0,23 0,25 0,21 0,23 0,23 0,02 0,05 0,04 0,10 0,05 0,02 0,05 0,03 0,29 0,29 0,28 0,29 0,29 0,29 0,01
Indeno(1,2,3) 0,15 0,15 0,14 0,16 0,16 0,15 0,01 0,03 0,06 0,03 0,04 0,04 0,04 0,01 0,07 0,08 0,07 0,06 0,07 0,07 0,01
Dibenzo(a,h) 0,09 0,11 0,12 0,08 0,09 0,10 0,01 0,01 0,01 0,06 0,06 0,03 0,03 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Benzo(ghi)perileno 0,10 0,06 0,06 0,07 0,06 0,07 0,02 0,06 0,05 0,07 0,06 0,07 0,06 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 3,50 3,56 3,49 3,55 3,66 3,55 0,07 0,77 0,70 0,92 0,89 0,84 0,82 0,09 1,31 1,33 1,28 1,26 1,28 1,29 0,03




Anexo 7. Concentraciones de HAPs determinados en tejidos de lombriz E. fetida después de haber sido expuesta a diferentes muestras de

suelo compuestas, contaminadas.

Compuesto MC1-1 MC1-2 MC1-3 MC1-4 Prom DS MC2-1 MC2-2 MC2-3 MC2-4 MC2-5 Prom DS MC3-1 MC3-2 MC3-3 MC3-4 Prom DS
Naftaleno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00 0,00 0,00 0,00
Acenaftileno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00 0,02 0,00 0,01
Acenafteno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00 0,00 0,00 0,00
Fluoreno 0,16 0,26 0,21 0,19 0,21 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00 0,00 0,00 0,00
Fenantreno 0,15 0,14 0,13 0,17 0,15 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00 0,00 0,00 0,00
Antraceno 0,58 0,47 0,44 0,31 0,45 0,11 0,03 0,03 0,13 0,01 0,04 0,05 0,05 0,03 0,025 0,02 0,03 0,03 0,01
Fluoranteno 0,16 0,09 0,10 0,10 0,11 0,03 0,08 0,06 0,07 0,06 0,06 0,06 0,01 0,19 0,189 0,17 0,17 0,18 0,01
Pireno 0,06 0,06 0,05 0,06 0,06 0,01 0,04 0,05 0,07 0,04 0,05 0,05 0,01 0,14 0,136 0,11 0,15 0,13 0,01
Benzo(a)antraceno 0,30 0,33 0,53 0,35 0,38 0,10 0,16 0,15 0,12 0,16 0,14 0,15 0,02 0,28 0,222 0,28 0,26 0,26 0,03
Criseno 0,29 0,48 0,46 0,41 0,41 0,09 0,13 0,09 0,14 0,14 0,17 0,13 0,03 0,25 0,273 0,27 0,11 0,23 0,08
Benzo(b)fluo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00 0,00 0,00 0,00
Bemzo(k)fluo 0,98 0,97 0,95 0,97 0,97 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,32 0,314 0,20 0,396 0,31 0,08
Benzo(a)pireno 0,46 0,49 0,53 0,47 0,49 0,03 0,46 0,42 0,40 0,46 0,44 0,44 0,03 0,29 0,267 0,26 0,25 0,27 0,01
Indeno(1,2,3) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,37 0,367 0,39 0,36 0,37 0,01
Dibenzo(a,h) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00 0,00 0,00 0,00
Benzo(ghi)perileno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00 0,00 0,00 0,00
TOTAL 3,14 3,30 3,42 3,05 3,23 0,16 0,91 0,81 0,92 0,89 0,90 0,88 0,05 1,85 1,80 1,71 1,75 1,78 0,06
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