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RESUMEN

La evolucion quimica que condujo a la vida en la Tierra, abarca la transicion de
moléculas organicas e inorgéanicas a bioguimicas, en donde, el carbono, es el elemento
fundamental para su formacion. EIl mayor reservorio de éste, se encuentra en el suelo,
en donde su almacenamiento es controlado por el balance entre insumos de la biomasa
vegetal y el retorno a la atmosfera en forma de dioxido de carbono, via la
descomposicion de la materia organica. Los métodos mas utilizados para la
determinacion y cuantificacion de dicha materia en suelos, son la combustion a elevadas
temperaturas y la oxidacion en via himeda con sustancias oxidantes. Sin embargo, estas
técnicas no son aplicables al estudio de suelos aridos o hiperaridos en donde el
contenido de material organico es menor al 1%.

En este trabajo se presenta, la implementacion optimizacion y validacion de
una técnica analitica en linea, para la determinacion de didoxido de carbono,
proveniente de material organico en suelos, por medio de una reaccién en via himeda
con permanganato de potasio. Este gas se determino por medio de una técnica acoplada
de cromatografia de gases-espectrometria de masas. La validacion de la metodologia
implementada presento resultados satisfactorios, entre ellos, una buena linealidad, y un
limite de cuantificacién y de deteccién de 22 y 17 ug de Carbono/gramo de suelo,
respectivamente, sin embargo, el % de recobro fue de 76% que no fue lo planteado
inicialmente. La aplicacién de la Técnica en la superficie del Desierto de Mojave-
EEUU, en un gradiente este-oeste, mostrd concentraciones de 100 a 2020 pg de
C/gramo de suelo, lo cual permitié identificar algunas zonas que por sus caracteristicas

aridas, podrian servir como posibles analogos de suelo marciano.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 Importancia del carbono para la vida

Las moléculas orgénicas estdn formadas por cadenas de carbonos enlazados
entre si. El carbono (C) es un elemento bésico en la estructura de biomoléculas como lo
son: polisacaridos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos. La reserva fundamental de este
elemento en la Tierra, se encuentra en la atmosfera y la hidrosfera que algunos seres
vivos pueden asimilar en forma de diéxido de carbono (CO;). La composicién
atmosférica de este gas es del orden de 0,03% y cada afio aproximadamente un 5% de
estas reservas se consumen en el proceso de fotosintesis, por lo que el CO; se renueva
en la atmosfera cada 20 afios. La tabla 1.1 muestra la composicion atmosférica del aire
(Egger, et al., 1998). El ciclo global del carbono comienza cuando las plantas, a través
del proceso de fotosintesis toman el CO, atmosférico o disuelto en el agua, el carbono
de este gas pasa a formar parte de los tejidos vegetales en forma de hidratos de carbono,
grasas y proteinas y el oxigeno es devuelto a la atmdsfera o al agua mediante el proceso
de respiracion. Asi, el C pasa a los herbivoros y carnivoros que utilizan, reorganizan y
degradan los compuestos de carbono, generando entre otros CO, que es incorporado a la

atmosfera.



Tabla 1.1 Composicion atmosférica del aire*

Componentes Variables % en volumen
(cantidades varian en el tiempo y lugar)
Dioxido de carbono (CO,) 0.03%
Vapor de Agua(H20) 0-4%
Metano (CHy) 0.000174%
Ozono (O3) Rastros
Oxidos de Nitrogeno (NO, NO,) 0.00005%
Componentes constantes % en volumen
(las proporciones permanecen iguales en el tiempo y lugar)
Nitrogeno (Ny) 78.08%
Oxigeno (O,) 20.95%
Argon (Ar) 0.93%
Neon, Helio, Kripton 0.0001%

*Adaptada de Egger, etal., 1998

La solubilidad del CO, (0.9 vol/vol a 20 °C) en el agua es superior a la de otros
gases, como el oxigeno (O,) o el nitrogeno (N,). EI CO, disuelto se encuentra en
equilibrio con el é&cido carbénico (inestable), el cual por medio de reacciones acido-
base pasa a formar bicarbonatos y carbonatos. En los ecosistemas marinos, algunos
organismos toman parte del CO, disuelto convirtiéndolo en carbonato de calcio
(CaCO0s3), que utilizan para formar sus conchas, caparazones o arrecifes (masas rocosas).
Cuando estos organismos mueren, la porcion mineral de sus cuerpos pasa a formar
rocas sedimentarias calizas; el C queda retirado del ciclo durante miles 6 millones de
afios. En la fig. 1.1 se muestra los procesos naturales de ganancias y pérdidas de

diéxido de carbono en la atmosfera en el ciclo geolégico.
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Figura 1.1. Procesos naturales de ganancias y pérdidas de diéxido de carbono en la atmésfera en el ciclo

largo geoldgico

El petréleo, carbdn y material organico acumulados en el suelo son resultado de
épocas en las que se ha regresado menos CO, a la atmdsfera del que se tomd. La
descomposicion de materia organica (MO) es uno de los procesos claves en el
funcionamiento de todos los ecosistemas. EI término descomposicion se emplea de
forma general para referirse a la destruccion (desintegracién) del material organico de
origen animal, microbiano o vegetal (Mason, 1976). Este proceso de desintegracion
engloba a su vez dos subprocesos simultaneos, por un lado la fragmentacion de
particulas de un tamafio mayor en otras cada vez menores, hasta que los componentes
estructurales (incluidos los celulares) no son ya reconocibles y por otro lado el
catabolismo de los compuestos organicos. De forma general se asume que las moléculas
organicas complejas de gran tamafio son degradadas por procesos hidroliticos biéticos y
abioticos en compuestos de bajo peso molecular y que posteriormente, se produce una
oxidacion de estos compuestos organicos hasta obtener compuestos inorganicos simples
que los constituyen (CO,, sulfuro de hidrégeno (H2S), amonio (NH,"), fosfatos (PO4)

y agua (H20)) que es lo que se conoce como mineralizacion (Alvarez, 2005).




1.2 El suelo y la materia orgénica

La superficie terrestre esta cubierta por una capa delgada de suelo, la cual puede
variar de unos cuantos centimetros hasta dos metros, en el cual los animales y vegetales
interactian con la fraccion mineral y establecen una relacion dinamica. El suelo se
define como un sistema natural y complejo desarrollado a partir de una mezcla de
microorganismos, particulas solidas (minerales) y restos de material organico, bajo la
influencia del medio ambiente y del medio bioldgico. Los componentes primarios del
suelo son: 1) compuestos inorganicos, no disueltos, producidos por la meteorizacion y
la descomposicidon de las rocas superficiales; 2) los nutrientes solubles utilizados por las
plantas; 3) distintos tipos de materia organica, viva 0 muerta y 4)gases y agua

requeridos por las plantas y por los organismos subterraneos.

El material orgénico, de acuerdo a la Sociedad Americana de Ciencias (Science
Society of America) se define como: la fraccion organica del suelo que incluye
vegetales, animales en descomposicién y microorganismos que viven en el suelo.
Algunos suelos agricolas pueden contener hasta un 5% de material organico (Fitz,
1996). A pesar de que el contenido de MO del suelo no es muy elevado, su papel en la
estructura y procesos que tienen lugar en los sistemas suelo-agua-soluto es fundamental.
La Materia Organica del Suelo se clasifica segin su origen en bioticay abidtica. En la
practica, se suele distinguir entre dos tipos de materia organica; la total, que incluye
todo tipo de compuestos organicos y la oxidable, que esta totalmente transformada y
que por lo tanto es la que influye en mayor medida en las propiedades fisico-quimicas

del suelo.

La materia orgénica interviene en el suministro de elementos quimicos, mediante

la mineralizacion (N, fosforo (P), azufre (S), potasio (K), calcio (Ca) y magnesio (Mg))



y aportando micronutrientes a las plantas. La estabilizacion de la acidez y la capacidad
de intercambio catiénico y anidnico (nitratos (NO*), fosfatos (PO,*) y sulfatos
(SO4%) ) del suelo. La MO también afecta propiedades fisicas del suelo como, la
estructura (favorece la formacion de agregados, disminuye la plasticidad y agregacion
global del suelo), mejora la infiltracion de H,O (reduce la evaporaciéon, mejora el
drenaje y la aireacion, favorece el calentamiento y a través de los coloides organicos

ayuda a retener el agua) y el color (favorece o dificulta la absorcion de la energia solar).
1.3 Clasificacion de los suelos

Una de las mejores clasificaciones para los suelos, es la de orden taxonémico,
observe la Tabla 1.2, en la cual se muestra que cada orden comprende muchas series
diferentes de suelo, que presentan caracteristicas en comun (Thompson y Troeh, 1998).
En este trabajo nos hemos interesado en los aridisoles debido al tipo de muestras que se
analizaron.

En los aridisoles, el suelo se constituye por una capa delgada de unos cuantos
centimetros, cominmente se les denomina desierto, se caracterizan por la abundancia de
minerales y bajos niveles de MO. EI término "desierto™ puedes estar definido como
una regién con poca 0 ninguna vegetacion, por razon de deficiente precipitacion o
aridez edafica, o bien, como "tierras eriazas", es decir, areas de baja produccién de
vegetacion, cualquiera que fuera la razon por la que ello ocurre. Los desiertos se

pueden clasifican segin su grado de aridez y situacién geogréfica.

La aridez se define como el grado de humedad que le falta a un clima; en
meteorologia, es el déficit de humedad. Las causas de aridez, estan relacionadas con
los parametros climaticos de temperatura (energia) y humedad. Su importancia es

radical en la determinacion de los modelos de distribuciéon global de la vegetacion.



Ambos pardmetros son aproximados a las variables: potencial de evapotranspiracion

(ETP) e indice de humedad (Im).

Tabla 1.2. Descripcion general de los 6rdenes en taxonomia de suelos

ORDEN CARACTERISTICAS

ENTISOL Suelos muy jovenes con escasa o0 nula diferenciacion de horizontes,
distinciones no climéticas: aluviones, suelos helados, desierto de
arena. Contiene menos del 2% de materia organica.

VERTISOL  Suelos ricos en arcilla; generalmente en zonas subhimedas a aridas.
En la época de sequia forman grietas hasta de 1 cm de profundidad.
Contienen menos de 4-6 % de materia organica

INCEPTISOL Suelos en fase temprana de desarrollo, no presentan presencia de
arcilla significativa. Suelos con débil desarrollo de horizontes; suelos
de tundra, suelos volcanicos recientes, zonas recientemente
deglaciadas.

ARIDISOL Suelos de regiones aridas. Son de colores claros y la mayor parte de
ellos presentan reaccion alcalina, son pobres en material organico;
sales, yeso o acumulaciones de carbonatos frecuentes. Contiene
menos del 1% de materia organica

MOLLISOL  Suelos de zonas de pradera en climas templados; horizonte superficial
blando; rico en materia organica. Suelos con horizonte A de color
oscuro y espeso. Contiene menos del 26 % de materia organica

ALFISOL Suelos de color claro o medianamente oscuros, con acumulacion
significativa de arcilla en el horizonte B, enriquecido por iluviacion;
suelos jovenes, comdnmente bajo bosques de hoja caediza. Contienen
menos de 4-6 % de materia organica

ESPODOSOL Suelos forestales humedos; frecuentemente bajos coniferos. Con un
horizonte B enriquecido en hierro y/o en materia organica y
cominmente un horizonte A gris-ceniza, lixiviado. Suelos
intensamente lavados de regiones humedas y frescas. Poseen acidez
elevada y escasa fertilidad.

ULTISOL Suelos de zonas humedas templadas a tropicales sobre antiguas
superficies intensamente meteorizadas; suelos enriquecidos en arcilla.
OXISOL Suelos tropicales y subtropicales, intensamente meteorizados

formandose recientemente horizontes lateriticos y suelos bauxiticos.
Son de muy escasa fertilidad.

HISTOSOL  Suelos dominados por materiales organicos. Se forman en
condiciones himedas y frias. Depo6sitos orgénicos: turba, lignito, sin
distinciones climaticas.

*Adaptada de Thompson y Troeh, 1998



La UNESCO desarrollo en 1977 una clasificacion para definir los grados de

aridez bioclimética (Tabla 1.3), delimitados por los valores de la proporcion de P/ETP,

donde: P es igual a la precipitacion anual promedio y ETP es el potencial de

evapotranspiracion promedio.

Tabla 1.3. Clasificacion para definir los grados de aridez bioclimatica

CATEGORIA

DEFINICION

PROPORCION
P/PET

Hiper- &rido

Arido

Semiarido

Sub- hiimedo

Corresponde a un verdadero desierto, donde puede
haber uno o varios afios sin lluvia. Estas areas tienen
solo vegetacion perenne y algunos arbustos en los
lechos de rios secos. Es un area de extrema aridez.
Exceptuando a los freatofitos, no existe vegetacion
permanente aunque con la precipitacion crezcan
plantas efimeras; durante los periodos raros de
precipitacion los efimeros pueden ser usados para
pastoreo, son imposibles la agricultura y la
silvicultura sin algan tipo de irrigacién

Comprende areas con vegetacion esparcido
espinosas o especies vegetales suculentas (cactus)

Es caracterizada por precipitacion de entre 200 y 700
mm, incluye las estepas. Con una capa herbacea mas
continua y el aumento de pastos perennes,
predominando la  vegetacion de  matorral,
proporcionando alto- calidad a los suelo. Pueden
mantenerse agriculturas alimentadas por las lluvias
frecuentes, los rendimientos muestran marcadas
variaciones de afio tras afio como variabilidad.
Contiene una variedad de tipos de vegetacion,
incluye ciertos tipos de sabanas tropicales, maquis
del mediterraneo, chaparral y estepas. La variabilidad
de lluvia inter-anual es menos de un 25%

menos de 0.03

0.03a0.20

0.20a0.50

0.50a0.75

*Adaptada de UNESCO, 1977

1.4 EIl Desierto de Mojave

El desierto de Mojave comprende los desiertos de Sonora, Chihuahua y la

cuenca de Utah ,se encuentra al norte del condado de Nevada (36° 49N, 115°55"W) y

al noroeste a 90 kildmetros de Las Vegas en una elevacion de 960- 975 m, ocupando

una extensién de mas de 40,233.60 km? (véase la fig. 1.2). Los suelos de este desierto



segun Thompson y Troeh (1998), se componen de aridisoles y entisoles. Se
caracterizan por ser alcalinos, con texturas tipo arena margosas del calcareo en el
horizonte bajo (0-16 centimetros) a las arenas gruesas en el subsuelo del horizonte alto y
poca cantidad de materia organica. Por lo que el suelo de este desierto es caracterizado

por una gran heterogeneidad espacial, infiltracion y textura (Romney et al., 1973).

Nevada

Arizona

Figura 1.2. Localizacion y apariencia del desierto de Mojave en California Estados Unidos.

En el desierto del Mojave se presenta una precipitacion esporadica menor a 100
mm por afio. Las lluvias del invierno son escasas, pero pueden durar hasta varios dias e
inclusive ser acompafiadas por fuertes heladas. En el verano las tormentas ocurren
entre julio y agosto y por lo general son locales, intensas e impredecibles. La humedad
relativa es baja (comunmente es menor al 20%), siendo la limitante primaria en el
crecimiento vegetal (Turner y Randall, 1989; Smith et al., 1997). La temperatura en
este desierto es extrema, con una minima de -10°C en el invierno y una maxima de

47°C en el verano.

La topografia del desierto de Mojave es variada y extrema, esta compuesta por

crateres volcanicos, cafiones formados por diluvios y depdsitos de sales (Borax



(Na,B4O7 - 10H,0), cloruro de sodio (NaCl), y potasio (KCI), plata (Ag), tungsteno
(W), oro (Au) y algunos depositos de hierro (Fe)), lo que nos indica que tiene una
amplia y compleja historia geolégica. Este suelo no es permeable, cuando hay

precipitaciones provoca la acumulacion de agua y grandes inundaciones (Hunt, 1996).

La vegetacion en los lugares himedos esta dominada por una comunidad de
plantas del tipo tridentata-Ambrosia de Larrea. Los arbustos que predominan incluyen
el tipo L. tridentata, dumosa del A., pallidum de Lycium, andersonii del L., lanata de
Krascheninnikovia, Shockleyi de Acamptopappus, nevadensis del Ephedra, spinosa de
Grayia y erecta de Krameria. Las madrigueras son creadas por mamiferos como lo son:
las ratas de canguro (Dipodomys spp.) y pequefias tortugas de desierto (agassizii de

Gopherus) (Ostler et al., 1999)

El Valle de la Muerte se localiza en el corazon del desierto de Mojave, cuenta
con una extension de aproximadamente 225 km., a lo largo de la frontera entre
California y Nevada. EIl calor en la cuenca de Badwater (localizado a 86 metros por
debajo del mar) es extremo, siendo el punto mas bajo del hemisferio occidental (36°
13.961°N, 116° 46.700° W), los datos geoldgicos indican que esta zona estuvo
inundada durante el periodo pleistoceno tardio. La fig. 1.3, muestra la apariencia del

valle de la muerte en el desierto de Mojave.



Figura 1.3. Apariencia del Valle de la Muerte en el desierto de Mojave EEUU.

1.5. Carbono total y materia orgénica

El carbono total (Ct) en suelos es la suma del C organico e inorganico. El
carbono organico esta presente en suelos como una fraccion de material organico,
mientras que el C inorganico es rico en minerales carbonatados, como la calcita y la
dolomita. En los suelos alcalinos existen cantidades significativas de C inorganico por
la presencia de sales de bicarbonatos y carbonatos. Estas cantidades pueden ser

determinanadas por varios métodos analiticos.

El C orgénico esta presente en suelos, en los calcareos bajo condiciones &ridas,
el contenido de la fraccidn organica es escasa, conteniendo células de microorganismos,
residuos de plantas y animales en varios estados de descomposicion, compuestos
carbonizados y grafito. Es dificil estimar cuantitativamente el contenido de material

organico presente en el suelo.



1.6. Estimacion directa de material organico en el suelo

Existen diferentes procedimientos para la determinacién de materia organica en
suelos uno de ellos consiste en separar el material inorganico, el cuadl compone en la
mayoria de los suelos el 90% o mas del peso total. Los procesos de extraccion, separan
la materia organica en la solucion, mientras que el material inorganico no se extrae.
Dicho procedimiento solo nos da una evaluacion cualitativa, puesto que no se ha
encontrado ningln solvente que disuelva toda la fraccion organica. La alternativa a esta
técnica es destruir la materia organica, pero los requerimientos de un método
conveniente, son que, el tratamiento usado al destruir la materia organica no debe
destruir o alterar a otros constituyentes del suelo tales que el peso este cambiando y que

la materia organica pueda ser removida y cuantificada.

Hay dos métodos usados comunmente para la destruccion de la materia
orgénica: La oxidacion de la materia organica por medio de peroxido de hidrogeno
(H.0,) y la ignicién del suelo a altas temperaturas (LOI). EI primero (Robinson,
1927) tiene serias limitaciones en la oxidacion de la materia organica, porque la
reaccion es incompleta y el grado de oxidacion varia de un suelo a otro. Por lo tanto este
método no es satisfactorio en la determinacion cuantitativa de materia orgénica de
suelos, pero puede ser usado para comparar facilmente el material oxidable en
diferentes suelos. EI segundo (LOI), es una técnica que comprende la medicion de la
pérdida de peso de la muestra después de realizar una combustion seca del material
organico, el procedimiento analitico varia ampliamente con respecto a la temperatura y
tiempo de combustion de los constituyentes inorganicos del suelo, principalmente los
alumino- silicatos hidratados, el agua, los minerales carbonatados y muchas sales

hidratadas que son descompuestas al someterse a este procedimiento (Ball, 1964). La



deshidroxilacién y la descomposicion de componentes inorgdnicos debido a las altas
temperaturas resulta una pérdida de peso en exceso del contenido total de la materia
orgénica. El problema se agrava en los suelos con un alto contenido de arcilla, ya que
en general contiene bajas cantidades de materia orgénica en el subsuelo y esta se pierde

completamente (Christensen y Malmros, 1982; Howard, 1989).

Algunos investigadores calcinaron el suelo procurando un correcto LOI y
multiplicaron por un factor de peso perdido por el contenido de arcilla de la muestra y
asi determinaban la cantidad de materia organica (Howard, 1965; Ranney, 1969; Spain
et al., 1982). Ranney (1969) usé una temperatura baja (100-200°C) en un proceso de
incineracion (la materia orgénica es oxidada bajo una atmosfera reducida por la
activacion de O, excitada por radiofrecuencias electromagnéticas). Dean (1974)
encontré que las perdidas por ignicion llevadas a 550°C proveen una medida del
contenido del material organico con una precision comparable a otros métodos usando
un analizador de carbono, el cual mide el carbono total como CO , por cromatografia de

gases.

1.6.1. Carbono organico por titulacion

El C organico también es determinado por diferencia entre el C total y el C
inorgénico, o directamente al cuantificar el C total después de remover el C inorganico,
posteriormente se realiza una reaccion con dicromato de potasio (K,Cr,O7) 0 por
técnicas de oxidacion- titulacion. Sin embargo, el C organico por métodos basados en la
oxidacion con K,Cr,O7 se lleva proporciones de C elemental y en muchos procesos,

varia la cantidad de C organico contenido en el suelo.



La técnica consiste en oxidar una porcion de la muestra con K,Cr,O7 en H,SQOy,
utilizando el calor exotérmico del &cido y posteriormente el exceso de dicromato de
potasio se titula con una solucién de sulfato de amonio ferroso. No obstante que este
método fue desarrollado por Walkey y Black (1934) para determinar carbono organico
en suelos agricolas. El error mas evidente que presenta esta técnica es el que se
relaciona con la presencia de componentes inorganicos que consumen dicromato de
potasio. Okuda (1964) ha demostrado que en los sedimentos marinos, los cloruros
simultaneamente son oxidados por el dicromato de potasio conjuntamente con los
materiales organicos, originandose asi un error positivo. Sin embargo, dicho error ha
sido corregido agregando sulfato de plata (Ag,S04) en la mezcla de digestion (Loring
1976), el exceso de K,Cr,0; se valora con una solucion de sal de Mohr Fe(NH4)2(S04)-,
usando difenilamina como indicador en presencia de H3P0, Y NaF (Loring y Rantala
1977). La cantidad de carbono organico oxidado se calcula a partir de la cantidad de
dicromato reducido. La oxidaciéon de la materia orgénica, se desarrolla siguiendo la
siguiente reaccion:

IC 4+ K20 07 + 8H2509 — 3C07 + 272504 + 20 (504)3 + 8HHO

El principal componente de la materia organica (MO) del suelo es el carbono
organico, por lo que todos los métodos basados en la oxidacion del carbono orgénico
del suelo sirven como determinacion indirecta de la MO. El valor de la MO del suelo se
obtiene a partir del contenido en carbono organico multiplicado por un factor
(coeficiente de Waskman). Otro de los problemas que presenta este método viene a ser
la diferencia de condiciones redox del carbono organico en los sedimentos, los cuales

tienen un efecto directo sobre el consumo de dicromato de potasio. (Niino et al, 1969).



1.6.2. Carbono organico como CO,

La catalisis del C total en suelos envuelve la conversion de todas las formas de C
a dioxido de carbono (CO;) por combustion seca y subsecuentemente el CO, se
cuantifica por gravimetria, titulacion, métodos volumétricos, espectrofotométricos o por
técnicas de cromatografia de gases. La combustion humeda del suelo es normalmente
Ilevada con calentamiento (~1000°C) en un horno de resistencia o de induccién, bajo
una atmosfera de oxigeno O, libre de CO, Yy aire, el suelo es incorporado a una mezcla
de dicromato de potasio, acido sulfarico y acido fosférico. EI CO, generado es
posteriormente cuantificado. Algunos laboratorios estan equipados con instrumentos
para determinar este gas por cromatografia o gasometria. La Gltima técnica ha sido la
mas usada, en la cual se ocupa un analizador LECO, en este equipo, la muestra es
calcinada en un horno de induccién bajo una corriente de oxigeno purificado el cual
transporta los gases producidos a varias trampas; una de polvos, otra de sulfuros y a un
convertidor catalitico (para convertir el mondxido de carbono (CO) a COy),
posteriormente los gases entran al analizador de CO,, donde desplazan un volumen
H,SO, diluido, cuando la combustidn termina los gases colectados pasan a un recipiente
con KOH en solucion, la cual absorbe el CO; y entonces regresan a la bureta original, la
diferencia de volumen de H,SO, obtenida es usada como medida del CO,, producido
desde la muestra (Johnson y Maxwell 1981). Otra manera de cuantificar el CO;
producido por la MO es utilizar un horno de tubo Strohlein el cual opera de manera
similar al analizador LECO. Cada muestra se coloca en una navecilla de ceramica a
550°C en el horno bajo una corriente de oxigeno seco y puro, tanto el CO, producido
como el O, residual pasan a una bureta gasométrica y de alli a un vaso absorbedor que
contiene KOH al 30% (en donde se atrapa el CO,); posteriormente el exceso de CO, se

regreso a la bureta donde finalmente es medido el volumen de CO, producido.



La concentracion de C organico en el suelo no puede ser exacta ni precisa por la

variedad en los procesos y la heterogeneidad de la muestra (ver tabla 1.4), ninguna

técnica es la mas apropiada para determinar y expresar el contenido de C organico en el

suelo;

esto implica que el

contenido de materia organica no puede ser estimado.

Ademas, el analista estaria entonces en posicion para convertir los datos obtenidos de C

organico al contenido de materia organica, usando un factor de correccion.

Tabla 1.4. Comparacion de metodologias usadas para la determinacion de carbono
organico en suelos *

METODO PRINCIPIO DETERMINACION VENTAJAS DESVENTAJAS
Combustion ~ La  muestra se  Gravimétricamente, Método de Se consume mucho
seca mezcla con CuO y titulacion referencia tiempo, no debe
(resistencia se calienta a ampliamente tener  fuga, se
calorifica) aproximadamente utilizado en otras requiere la entrada
1000°C en una disciplinas, constante de O,, hay
corriente del O, tamafo de una salida lenta de
para convertir todo muestra variable CO,  de los
el C de la muestra a carbonatos de los
CcoO, suelos alcalinos.
Combustion La muestra se Gravimétricamente, Hay una Se  requiere la
seca (induccion mezcla con el Fe o titulacion combustion entrada de O, sin
de calor) aceleradores y se rapida, la alta fugas, se usa un
calienta temperatura horno de induccién
rapidamente a asegura la  expansivo
menos de 1650 °C conversién total
en una corriente de de Carbono a
O, para convertir CO,
todoel CaCO,
Diferencia Se separa de la Es util yaque las Se  requiere el
entre el muestra el carbono  Carbono organico=  determinaciones  analisis de
carbono total y  total y el carbono Ct -Ci del carbono total separacion de los
el carbono inorganico y el carbono dos, la
inorgénico inorgénico  son determinacion  de
rutinarias carbono total
requiere equipo

especial, calcular el
carbono  orgéanico
por diferencia tiene
un inherente error




Continuacioén

METODO PRINCIPIO DETERMINACION  VENTAJAS DESVENTAJAS

Determinacion  El carbono total del C Organico = La exactitud es No toda la dolomita
del carbono  suelo es carbono total buena si  la es removida del
total después  determinado dolomita (rocas suelo por un
de haber después de haber de CaCO;) esta tratamiento &cido,
removido el removido el ausente del suelo se  necesita  un
carbono carbono inorgénico tratamiento especial
inorganico por un tratamiento

Oxidacion por
dicromato sin
calor externo

Oxidacion por
dicromato con
calor externo

Combustion
seca (métodos
automatizados)

acido

El dicromato oxida
los compuestos
organicos a CO; en
medio &cido, la
cantidad reducida
de Cr,0,% esta
cuantitativamente

relacionada con la

cantidad de
carbono  organico
presente

Por este método el
dicromato oxida a
la materia organica
Yy no necesita un
factor de correccion

La muestra se

mezcla con
catalizadores 0
aceleradores y se
calienta con el

horno de resistencia
0 de induccién en
una corriente del O,
para convertir toda
la C en muestra al
Co,

Titulacion

Titulacion

Conductividad
térmica,
conductimetria,
detector de infrarrojo,
gravimetria

Es muy rapido y
sencillo, no
necesita de
equipo especial

Es muy répido y
sencillo, ocurre
la completa
oxidacion de la
materia organica

Es répido vy
simple, tiene
buena exactitud
y precision

La oxidacién de los

compuestos

organicos es
incompleta porque
no hay calor
externo, necesita un
factor de
correccion, los
resultados pueden
ser erréneos por la
presencia de
cloruros, Fe*, 'y
MnO, que

interfieren en el
método.

Los resultados
pueden ser erréneos
por la presencia de

cloruros, Fe*, 'y
MnO, que
interfieren en el
método. La

determinacién  por
titulacion no es
precisa.

El equipo es
expansivo, retarda
el lanzamiento del
CO, de los
carbonatos de los
suelos alcalinos
usando el horno de
resistencia




Continuacién

METODO PRINCIPIO DETERMINACION  VENTAJAS DESVENTAJAS
Combustion ~ La muestra se  Gravimetricamente  Usa equipo  Se consume tiempo,
himeda calienta con wuna facilmente la  determinacion
mezcla de K,Cr,04- disponible, gravimétrica
H,S0,- H3;PO, en buena exactitud, requiere de
una corriente libre adaptada cuidadosas  técnica
de CO, para la facilmente  al analiticas, la
conversion total de andlisis de determinacion  del
CaCo, soluciones CO, por titulacion
no es precisa
Pirolisis Degradacién de los Infrarrojo, Permite el No se tiene buena
compuestos Espectrometro de estudio de reproducibilidad ya
organicos por masas diferentes tipos que la muestra no es
accion de la de suelos, es una homogenea por las
temperatura técnica  rapida bajas  cantidades
para el estudio utilizadas, no
de materia distingue el carbono
organica. Se proveniente de la
necesita poca materia organica y
muestra. de los carbonatos,

€S mas una técnica
cualitativa

*Adaptada de Nelson, D. W. y Sommers, L. E. 1982,

1.7. Separacion y deteccion de la materia orgénica

Los procedimientos fisicos clasicos de separacién de mezclas como la destilacion, la

cristalizacion, la complejacion, etc.,

tras

laboriosas operaciones pueden conducir a

productos de alta pureza, dando poca informacién acerca de la naturaleza de tales

sustancias. Dichos procedimientos han sido desplazados ampliamente por los distintos

tipos de cromatografia, que son rapidos, sencillos en su realizacion practica y de mayor

poder separador.



La cromatografia es un método fisico de separacion basado en equilibrios, en la
cual, los componentes de una mezcla se distribuyen entre dos fases, una estacionaria y

otra mavil (Skoog, 1991) y se clasifica dependiendo de la fase estacionaria 0 movil.

La cromatografia de gases es un método para separar y cuantificar compuestos
orgénicos volatiles o semivolatiles y térmicamente estables, con puntos de ebullicion
inferiores a 350°C. La cuantificacion directa de un analito puede realizarse por medio

de los métodos de estandar externo y/o interno (Rubinson et, al , 2000).

El uso de métodos espectroscopicos de analisis como la espectrofotometria de
infrarrojo con trasformada de Fourier o la espectrometria de masas, son importante en la
caracterizacion de sustancias organicas. Las técnicas individuales pueden proporcionar
fragmentos pequefios de informacidn pero combinadas puede ser de mayor importancia
en la caracterizacion MO. En la tabla 1.5 se comparan los detectores mas utilizados

para la caracterizacion de MO.

Tabla 1.5. Comparacion de detectores usados para la caracterizacion directa del
carbono organico en suelo

METODO PRINCIPIO DETERMINACION VENTAJAS DESVENTAJAS
Ultravioleta  Laabsorcion de Los espectros de EIl espectro de Los picos del espectro
visible la radiacion absorcion de sustancias absorbancia son amplios, esto
electro- organicas son de los dificulta identificar un
magnética en el generalmente sin rasgos compuestos compuesto como
UV  (200-400 distintivos, solo orgénicos se molécula simple vy
nm) y la regiébn consisten en una curva usa como un ciertamente no es
visible  (400- relativamente lisa. analisis posible en una
800nm)  esta cualitativo. muestra con  una
asociada  con mezcla de
transiciones compuestos
electronicas. organicos, la forma
lisa indica que hay
diversos cromoforos
en la muestra.

(Skoog, 2000)




Continuacioén

METODO PRINCIPIO DETERMINACION VENTAJAS DESVENTAJAS
Infrarroja Es el estudio de EI espectro infrarrojo La Es muy complicada
(IR) las  vibraciones de sustancias organicas interpretacion en  mezclas  de
moleculares de es simple, con detallada de moléculas complejas.
atomos solamente algunas los espectros La informacién
consolidados. La bandas amplias, no para ganada es indefinida.
frecuencia de la definidas, evidencia de determinar Un problema comin
absorcion es la variedad de los estructuras es es la incorporacion
caracteristica del grupos funcionales que posible en del agua y nujol
tipo de enlace y hay en una muestra de moléculas entre la matriz de la
del movimiento sustancias organicas simples. Se muestra y la sefal.
asociado a la requieren Los resultados deben
vibracion. pequefias ser confirmados con
cantidades de otro método de
muestra y es  analisis (Bloom,
un  meétodo 1989)
simple
(Stevenson,
1994)
Resonancia La aplicacion de La RMN 'H y RMN Es importante Hay un namero de
Magnética un campo °C pueden ser utilizado como una problemas asociados
Nuclear electro- para la caracterizacion fuente de al estado liquido en
(NMR) magnético para de sustancias organicas informacion ~ NMR por la cantidad
orientar los en una muestra, aunque referente a la de muestra requerida
nicleos y la la abundancia estructura. Se (100-200 mg.), la
posterior relativamente baja de utiliza insolubilidad de
absorcion de C (cerca de 1.1%) generalmente algunos compuestos
radiofrecuencia. pone demandas para comparar en solventes
considerables en la la diferencia convenientes, la
instrumentacion 'y el en la interferencia del agua

metodologia

concentracion
de los grupos
funcionales
principales en
las muestras
de materia
orgénica
(Wilson,
1983)

en RMN 'H y los
tiempos largos de
andlisis  requeridos
(2-12 h es comln
para H-NMR vy hasta
1 semana para RMN
B3¢, cuando hay
muestras  pequefias)
(Krosshaven. 1990)
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METODO PRINCIPIO DETERMINACION VENTAJAS DESVENTAJAS
Fluorescencia La radiacion UV- La observacion de Se usa para La concentracion en
visible absorbida fluorescencia no es caracterizar la cual la

Pirolisis (Py)

por una molécula
se puede disipar
como calor vyl/o
radiacion. Electro-
magnética en una
longitud de onda
maés larga.

La pirolisis (Py)
se define como la
ruptura de una
macromolécula
en  fragmentos
pequefios con la
accion la
temperatura.

totalmente fluorescente,
ya que las sustancias
organicas absorben la
radiacion en una amplia
gama de longitudes de
onda y algo de Ila

radiacion de la
fluorescencia son
reabsorbidas por la
muestra.

Las moléculas  se

fraccionan y los
productos de
descomposicién  son
reflejo de la estructura
molecular y su
estabilidad térmica, por
lo que un espectro es
indefinido y no se logra
identificar con facilidad
los productos
(Hempfling, 1991)

las muestras
de materia
organica, pero
por un
namero de
razones no ha
ganado la
aceptacion
general
(Senesi, 1990)

Los datos
ganados  de
cada analisis
se pueden
utilizar como
huella digital
de esa
muestra.

Es la capaz de
analizar
muestras
enteras
suelo.
Es rapido

del

fluorescencia alcanza
un maximo, es
dependiente de la
naturaleza de la
sustancia organica Yy
su concentracion. No
ha sido  posible
correlacionar con
detalle los espectros
observados de la
fluorescencia de
sustancias organicas
0 las caracteristicas
de estas sustancias asi
que la utilidad de esta
técnica es limitada.

Al obtener los
productos de la
pirolizacion se es

necesario otras
técnicas para
analizarlos e

identificarlos, por lo
gue no es cuantitativa

La espectrometria de masas constituye una de las herramientas mas versatiles y

poderosas para la identificacion de moléculas organicas, por medio de su patron de

fragmentacion caracteristico y unico. Sin embargo, una de sus principales dificultades

consiste en establecer cuales son las distintas especies que puedan estar presentes en una

mezcla de compuestos.

Los métodos acoplados de analisis como lo son la



cromatografia-espectrometria de masas presenta muchas ventajas, entre ellas, permite
separar e identificar al mismo tiempo a los componentes de una mezcla (McMaster et,
al 1998), admite cualquier tipo de muestra siempre y cuando sea volatil y térmicamente
estable, no necesitan ser aisladas o purificadas antes de analisis, permite el estudio de
sustancias que se descomponen facilmente al contacto con la atmdsfera e identifica los
compuestos separados sin la necesidad de estandares, es una técnica sensible, rapida,
util para seguir el curso de las reacciones y puede identificar compuestos que no se

separen en el cromatografo, permitiéndole tener un amplio campo en el estudio de MO.

1.8 Marte y la materia organica

La determinacion de material organico y carbonatos en el planeta Marte nos
podria dar indicios de la presencia de vida presente o pasada en este, comparandola a su
vez con el origen del carbono en nuestro planeta. Para el afio 2009, la NASA
(National Aeronautics and Space Administration) planea enviar un robot/ trasbordador
al planeta rojo, con la mision de buscar la presencia de rastros de vida. Para ello
utilizar un sistema de perforacion que tomara muestras de suelo a varios decimetros de
profundidad. Dichas muestras podrian contener material organico de épocas pasadas en
la que la atmédsfera de Marte era capaz de asegurar el desarrollo de la vida y donde los
remanentes organicos se han preservado de la destruccion, por la fuerte radiacion y

oxidantes que saturan la superficie (McKay et, al., 1998).

El material organico no fue descubierto en la década de los setenta por el
experimento de Py-GC/MS (pirolisis-cromatografia de gases-espectrometria de masas)
de la mision espacial Vikingo, (Biemann etal.,, 1976 y Klein, et al., 1978).

Posiblemente las causas habrian sido la dificultad de detectar aminoacidos (son



destruidos al calentarse) y el tener un umbral relativamente alto para ver los productos
de la descomposicion de estos. Ademas, el Vikingo muestred los primeros 10
centimetros de profundidad del suelo marciano, donde se prevé que el material
organico se encuentra oxidado o destruido (Zent, 1994) y se trasforma en sales de los
acidos carboxilicos, que son sustancias altamente refractarias y que seguramente no
pudieron ser descompuestas en sustancias volatiles mas simples en la pirolisis
realizada por los Vikingos (Tmax= 500°C) por lo que no se observd ninguna sefial.
Navarro-Gonzélez, et, al 2006 han demostrado que el experimento de Py-CG-MS
realizado por el Vikingo en el suelo marciano, pudo dar lugar a resultados erréneos, ya
que su equipo fue calibrado en sitios totalmente diferentes a los observados en el planeta

rojo.

1.9 Validacion de una técnica analitica

Se entiende por validacion, al proceso de evaluacion de las caracteristicas de un
procedimiento de medida y la comprobacién de que dichas caracteristicas cumplen una
serie de requisitos preestablecidos. La validacion establece y suministra evidencias
documentales de que el proceso de medida es util para el uso previsto, ya sea de caracter
prospectivo, retrospectivo o de revalidacion, permite obtener conocimiento de las
caracteristicas de funcionamiento del Proceso Analitico, proporcionando un alto grado
de confianza y seguridad en el mismo (NORMA ISO/IEC 17025, 1999). Un método
debe ser validado cuando es necesario verificar que sus parametros de desempefio son
adecuados, por ejemplo, cuando se desarrolla un método nuevo, si se adquiere un
equipo nuevo, cuando se le hace algun cambio significativo a un método validado o se
quiere demostrar que el método es equivalente a uno publicado, cuando un método de

prueba se utiliza en un laboratorio diferente o se cambia de analista. La validacion de



un procedimiento analitico normalmente consta de 3 pasos: Establecimiento de las
condiciones por cumplir por parte de la metodologia, los cuales se determinan por
normatividad o por peticion de un cliente. Determinacion de los pardmetros del
procedimiento; los cuales son determinados por el responsable que desarrolla la
metodologia. La valoracion de los resultados y la decision de la validez del
procedimiento para el propdésito establecido; se toma considerando las pruebas
estadisticas a las cuales fueron sometidos los datos obtenidos con la metodologia

desarrollada (Guia de validacion de Métodos Analiticos, 2002).

1.9.1. Confirmacion de identidad

Es necesario establecer que la sefial producida en la etapa de medicion, u otra
propiedad medida sélo sea debida al analito y no a la presencia de alguna sustancia
fisica 0 quimicamente similar, que se haya presentado como una coincidencia. Esta es

la confirmacion de identidad.

1.9.2. Intervalo de trabajo

El intervalo de trabajo se establece examinando muestras con diferentes
concentraciones del analito y determinando el intervalo de concentracién para el cual
puede lograrse una incertidumbre aceptable. Se refiere al intervalo de valores de
concentracion en las disoluciones que se miden realmente y no a la concentracion en la
muestra original. A diferencia de é€l, el intervalo lineal se establece analizando un
numero de muestras con varias concentraciones del analito y calculando la regresion de

los resultados. (NORMA ISO/IEC 17025, 1999).



1.9.3. Linealidad del sistema

La linealidad del sistema es una medida que asegura que la relacién entre la
respuesta obtenida por el instrumento y la concentracién del analito tiene una tendencia
0 comportamiento lineal en un intervalo dado. En esta prueba se quiere comprobar si
hay una variacion directa y proporcional entre dos variables, la dependiente (respuesta
del equipo) y la independiente (concentracion del analito). La curva de calibracion se
realiza con un analito de referencia o un estandar de alta pureza. Se necesita un minimo
de seis puntos de calibracion mas el blanco, espaciados uniformemente en todo el
intervalo de trabajo. El factor de correlacién r* debe ser mayor de 0.99. Al desarrollar
métodos es necesario evaluar intervalo de confianza (Guia de validacion de Métodos
Analiticos, 2002):

r’>0.996r>0.99

Si se cumple con estas condiciones, se puede aplicar una prueba de hipoétesis a la
ordenada obtenida de la regresion, para observar si la curva de calibracién parte del
origen, esto se realiza para decidir el tipo de ecuacion a utilizar para el calculo

cuantitativo.

1.9.4. Limite de deteccion (LD)

En los resultados analiticos que estdn muy cercanos al valor de una muestra
blanco, se plantea la duda de si el valor obtenido corresponde a valores aleatorios del
blanco o a la presencia real del analito, pues lo que se conoce como la sefial de fondo

exhibe ruido y es producida por el blanco. El limite de deteccién es la menor



concentracion del analito en una muestra que puede detectarse, pero no necesariamente

cuantificarse bajo las condiciones establecidas en la prueba. (Miller, 1993).

1.9.5 Limite de cuantificacion (LC)

Es la cantidad mas pequefia del analito en una muestra que puede ser
cuantitativamente determinada con exactitud aceptable. Es un parametro del analisis
cuantitativo para niveles bajos de compuestos en matrices de muestra y se usa
particularmente para impurezas y productos de degradacion. Se expresa como

concentracion del analito (Guia de validacion de Métodos Analiticos, 2002).

1.9.6. Precision

La precision cuantifica la dispersion de una serie repetida de ensayos analiticos
obtenidos sobre una muestra en el mismo laboratorio, con el método a validar. Depende
de errores aleatorios (Montgomery, 1991). Se puede evaluar en dos condiciones
diferentes: Repetibilidad, segun que los resultados que integran la serie se obtengan
consecutivamente uno tras otro, utilizando la misma muestra, analizada por el mismo
analista, con los mismos equipos Yy reactivos. Los resultados de esta prueba (igual que
en el caso de precision del sistema) normalmente no deben ser mayores del 2% del
coeficiente de variacion (o desviacion estandar relativa) para concentraciones altas y no
mas del 5% para concentraciones del orden de trazas para metodologias con aplicacion
de técnicas cromatograficas. Reproducibilidad, es el grado de concordancia de las
mediciones realizadas por dos o mas analistas utilizando el mismo método,
instrumentos y/o aparatos. La precision se puede determinar tanto para el sistema (es el

grado de concordancia de las diferentes mediciones de una misma propiedad), como



para el método (se puede expresar como repetibilidad o reproducibilidad) (NORMA

IRAM-IACC-ISO-E 8402, 1994).

1.9.7. Exactitud

Indica la capacidad del método analitico para obtener resultados lo mas
préximos posibles al valor verdadero o de referencia. La evaluacion de este pardmetro,
en un laboratorio de ensayos, requiere del valor de referencia, el cual debe ser
suministrado junto con los materiales de referencia (patrones) adquiridos. Mediante
pruebas estadisticas, se compara el valor obtenido de los patrones analizados por el
laboratorio, con respecto al valor verdadero o de referencia (NORMA ISO/IEC

17025:1999).

1.9.8. Recobro o recuperacion

En el caso de muestras o matrices en los que no es simple realizar linealidad del
método, es comun realizar el célculo de recobro para tomar a éste como un factor
importante de correccidn para los calculos cuantitativos que se realicen al analizar las
muestras. En este caso el recobro es el resultado expresado en términos de porcentaje de
la comparacion entre la concentracion del analito problema que se obtiene y la
concentracion que debe obtenerse después de tratar una muestra a la que se le ha
adicionado una concentracion conocida de analito lo que es conocido como “muestra
fortificada” (Guia de validacion de Métodos Analiticos, 2002).

Para obtener el % de recobro se aplica la siguiente operacion:

[Conc.analito] g 100
[Conc.analito]

% Recobro =

Tedrica



CAPITULO 2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es desarrollar, implementar y probar una

técnica analitica, que permita la determinacion de material organico en suelos

hiperaridos como posibles analogos de Marte.

Obijetivos especificos

Disefar un dispositivo que permita la captura del diéxido de carbono generado
de la reaccion de oxidacion de la materia organica proveniente de suelos,
estableciendo las condiciones dptimas de reaccion.

Implementar un método acoplado de analisis de cromatografia de gases-
espectrometria de masa (GC-MS) que permita separar, identificar y cuantificar
el dioxido de carbono generado de la reaccion de oxidacion de la materia
organica contenida en suelos.

Validar la técnica analitica en linea, seleccionando una serie de pardmetros
como son: linealidad, precision, limite de deteccion y cuantificacion, tratando de
obtener un recobro entre el 90 y 110% y un coeficiente de variacion igual o
menor al 5%.

Aplicar la técnica para determinar el contenido de material organico en suelos
de un transecto superficial este- oeste en el desierto de Mojave-EEUU, tratando
de localizar posibles zonas con caracteristicas parecidas a las observadas en

Marte.



CAPITULO 3. METODOLOGIA

Los gases utilizados durante todo el proceso experimental se encuentran en cilindros
metalicos (tanques) ubicados dentro de dos cuartos especiales, uno para gases
combustibles y toxicos y otro para gases no toxicos, separados del laboratorio principal.
Cada tanque es conectado a un regulador de dos etapas que tiene un filtro de linea (para
particulas mayores a 2 um), el cual a su vez se conecta a una tuberia de acero inoxidable
por medio de la cual fluye el gas hacia el sistema de mezclado, donde se preparan las
mezclas de calibracion. Al final de la tuberia, existe una valvula restrictora de flujo

para cada linea, que impide el retroceso del gas hacia los tanques.

La mezcla de calibracién es preparada utilizando una mezcladora marca Linde
FM-4660, la cual consta de 8 canales electronicos que controlan y miden el flujo masico
de cada gas por medio de su conductividad térmica (cada canal es utilizado para un gas
especifico y esta conectado por medio de la tuberia de acero con el tanque respectivo) el
flujo maximo y minimo de gas por canal es de 20 y 2 ml/ min respectivamente. La
mezcladora esta equipada con medidores de presibn Omega DP-350, de vacio
Combitron CM 351; de temperatura Omega DP-80 y un termémetro digital con una

precision y exactitud de + 0.1 y 0.2 °C respectivamente.

La mezcla de gases es almacenada en una bala o cilindro metalico de acero
inoxidable de 4 litros de capacidad en donde se expande y termina de mezclarse, a la
cual previamente se le hace un vacio de 8.6 x 10 mbar. Posteriormente se deja a que
termine de mezclarse por completo durante 24 horas. Una vez mezclado los gases pasan
a través de un tubo de acero inoxidable en donde se encuentra una valvula restrictora de

flujo de seguridad para evitar que la mezcla de gases regrese o cambie de linea.



La bala se conecta a la linea de vacio a través de una tuberia de acero inoxidable,
la cual pasa por una valvula neumaética y luego por un transductor Omega PX602, el
cual sirve para medir la presion en el interior de la bala (conectado al medidor de
presion Omega DP-350). Posteriormente la tuberia se une a dos valvulas de flujo, una
micrométrica y otra macrométrica (Nupro 55-4BMG y SS-4BMRG respectivamente),
que sirven para controlar manualmente el flujo de gas de la bala a la linea. El gas fluye
después a través de una valvula de liberacion que opera debajo de 1053 mbar arriba de
esta presion se cierran las valvulas neumaticas y se detiene el flujo de los gases,
evitando asi la posible ruptura de la linea, lo que podria ocasionar un accidente. Observe
la Fig. 3.1, en donde se muestra una imagen del sistema de mezclado y almacenamiento

de la mezcla de CO; en N, para la curva de calibracién
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Figura 3.1. Esquema del sistema de mezclado y almacenamiento de la mezcla para la curva de
calibracion



La linea de vaci6 nos permite evacuar el aire atmosférico (principal
contaminante en nuestra determinacion) de nuestro dispositivo, trampas, reactor, etc., es
de vidrio Pyrex (resiste alta y baja presion y temperatura). Existen dos detectores, uno
de vacio mediano (Leybold TR 301 DN16KF modelo 15740 con filamento de
tungsteno) que detecta presiones de hasta 9.9 x 10™ mbar. El segundo es un detector de
alta presion (Leybold DI 2000 modelo 15813 con una reproducibilidad de 0.1%) que
detecta presiones de 1 mbar a 200 mbar. La presién es leida a través de un medidor de
presion COMBITRON CM 351 que tiene un sistema Leybold para hacer una medicién
continua de vacid controlado por un microprocesador, el intervalo en el que procesa es
de 9.9 x 10™ a 1053 mbar. En la linea de vacid existen llaves plasticas (teflon) para alto
vacio las cuales estan compuestas por tres empaques (o-ring), dichas llaves permite el
Ilenado y evacuacion del sistema utilizado, ya que la linea se encuentra conectada a una
bomba de vacio por medio de una manguera metalica de acero inoxidable a través de la
unién de tipo brida por un lado y de una terminacion de junta con un empaque (o-ring
de alto vacio) del otro. Estos empaques tienen forma de anillo y estan elaborados de

etileno-propileno y resisten al alto vacio evitando posibles fugas.

La bomba de vacio es de aspas rotatorias (serie B modelo DUO 008B de Balsers
Vaccum Components). Tiene una velocidad nominal de flujo de vacio de 11.1 m*%hy
proporciona una presién de vacié menor a 2 x 102 mbar. Esta conectada a una bomba
de difusion de aceite, el cual es calentado por un redstato hasta alcanzar una presion de
vapor aceptable con lo que se obtienen una presién menor a 10 mbar. , la Fig. 3.2

muestra el esquema del la linea de vacio y bombas.
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Figura 3.2. Esquema de la linea de vacio y sistema de bombeo

3.1. Analisis cuantitativo

3.1.1 Descripcion de las trampas condensadoras de gas utilizadas.

Las trampas de vidrio Pyrex que se utilizan son de forma “U” (llamadas A y B),
en su interior contienen ndcleos de condensacion de vidrio Pyrex, a las cuales se les
adapta una llave de teflon para alto vacio por cada terminacion, que permiten la
conexidn de la trampa a la linea de vacid o el sistema acoplado de andlisis, cada una esta

compuesta de tres empaques (0-ring) que evitan las posibles fugas.

3.1.2 Determinacion del volumen de la trampa

Para determinar el volumen de la trampa condensadora de gases se requiré
primero de conocer el volumen de un reactor esférico (Vge) de vidrio Pyrex que permita

conocer a su vez el volumen de la linea de vacio. Se conecta el RE a la linea hasta



alcanzar un vacio de 3.5 x 10 mbar y se pesa, este valor es m; posteriormente se llena
por medio de la linea de vacio con 1000 mbar de nitrégeno molecular (PM= 28 g/mol,
grado 5.0 Ultra Pureza (U.A.P, Praxair de México S. de R. L. de C.V) y se pesa
nuevamente, obteniendo la m,. La diferencia de masas es igual a la masa del nitrogeno
molecular (N;) dentro del reactor, con lo que el volumen de dicho reactor se calcula
aplicando la ecuacion de los gases ideales (3.1), la temperatura dentro del laboratorio

se mantiene en 25°C (ver anexo, tabla 1).

PVge= NRT 3.1)
Donde:
Ve = volumen del reactor
n = moles obtenidos de (m,-m;)/pM del N,
R = 83.14012 L mbar K'mol™

T = Temperatura de trabajo (K)

P = Presion del gas en el reactor (mbar)

El Volumen de la linea (V) se determino a partir del Vre conocido, llenando
y cerrado este a una presion de 1000 mbar (P;) de N,. La linea se vaciay el N, del RE
se expande obteniendo una segunda presion (P,). Se aplica entonces la ecuacion de la
ley de Boyle-Mariotte, (3.2), calculando el volumen (V;) que corresponde a V| + Vge.
La diferencia de volumenes nos permite calcular el volumen de dicha linea (ver anexo

tabla 2).

P1V2= P2V, (3.2)



El volumen de la trampa “U” se determina conectandola a la linea y
realizdndole vacio, posteriormente, se cierra y la linea se llena a una presion de 1000
mbar (P1) con N, luego se abre una de las dos llaves de teflon de la trampa con lo que
el nitrogeno se expande, se obtiene una segunda presion P,, con este dato se calcula el
V. mas el de la trampa con la ecuacion 3.2. La diferencia de volumenes nos da

entonces el volumen de la trampa que es de 0.04230 L = 0.00116.

3.1.3. Preparacion de la mezcla de gases y curva de calibracién.

La mezcla gaseosa utilizada para la curva de calibracion, es de dioxido de
carbono en nitrogeno (99.98 y 99.999% de pureza respectivamente, adquiridos de la
compafiia Praxair Inc). Dichos gases se mezclan mediante los controladores de flujo
maésico de la mezcladora, la cual controla las proporciones y flujos de los gases al
ingresar a la bala. Realizamos primeramente una mezcla al 10% de CO, en N, a una
presion de 60 psi, la cual se almacenay homogeniza durante 24 horas, después de este
tiempo se llena la trampa “U” por medio de la linea de vacio a diferentes presiones
(1000, 800, 600 y 400 mbar), posteriormente dicha trampa se conectaron al sistema
acoplado de analisis de cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS) y
consecutivamente se le realiza vacio al sistema de inyeccidon. Se inyecta y mide la
respuesta del equipo de la fraccion mol de CO, (Xco2). Se siguio el mismo
procedimiento para las mezclas 4, 1, 0.4, 0.1 % de CO, en N,. Es importante mencionar

que se realizaron mas de tres replicas de la inyeccion de cada una de las Xcoo.



3.1.4. Preparacion del blanco de suelo.

Con la finalidad de poder validar la técnica que se propone para la
determinacion de material organico en suelos hiperéaridos. Se decidié tomar una
porcién de muestra de suelo proveniente del desierto de Mojave, la cual se molid
finamente en un mortero de Agata y con la finalidad de eliminar los carbonatos
presentes, se le realizaron tres lavados con HCI 1M, para favorecer la reaccion acido-
base, se calentd (50°C) y agitd constantemente. Posteriormente se eliminaron de la
muestra de suelo los cloruros por medio de varios lavados con agua destilada, hasta
gue el sobrenadante dio negativa la prueba de nitrato de plata (AgNO3). La muestra
entonces se seca en la estufa a 75°C por 2 horas y después se calcina en una mufla a
500°C por 24 horas, para asegurar la eliminacion total del material organico. Se le
realizaron pruebas de presencia de carbonatos por medio de una técnica acido-base de
retrotitulacion y de material organico por oxidacion en via himeda con permanganato

de potasio.

3.1.5. Implementacion de la técnica analitica en linea para la determinacion de

material organico.

Previamente a la determinacion de materia organica en muestras de suelo, el
material utilizado debe estar perfectamente limpio y seco. En algunos casos se decidid
fortificar la muestra blanco de suelo con cantidades conocidas de Acido Oxalico
(H2C204) y en otros se tomaron muestras provenientes del desierto de Mojave-EEUU
(recolectadas por el Dr. Rafael Navarro- Gonzélez en marzo del 2007). Se introduce

entonces al reactor ~1 gramo (Fig 3.3) de muestra, cinco perlas de vidrio y el agitador



magnético, posteriormente, se cierra el reactor y se conecta a la las trampas
condensadoras “U” y a la linea de vacio por medio de mangueras de teflon y
conexiones de acero inoxidable. Se deja que se alcance un vacié de 10 mbar,
verificando en todo momento que los tapones, conectores, mangueras, etc., estén
colocados correctamente para evitar posibles fugas, una vez que se alcanza el vacio, se
enciende el recirculador para mantener una temperatura de -2° C en el transcurso de
toda la reaccion, con la finalidad de que el vapor de agua que se genera en esta no pase
a las trampas y linea de vacio. La trampa “UA” se introduce en un Dewar que contiene
un bafio de nitrégeno liquido (-180°C). Por medio de la llave de purga del reactor se
agrega con una pipeta pasteur ~5 mL de acido sulfurico al 30% (H,SO,) hasta llenar el
bulbo, se cierra entonces la llave. Se abre la llave del reactor lentamente para dejar caer
todo el H,SO, hacia la muestra de suelo, se cierra la llave y se establecen las
condiciones de temperatura agitacion y tiempo (50°C, 516 rpm y 5 min
respectivamente), se asegura que se llevo completamente la reaccion acido-base ya que
se alcanza un vacio similar al inicial en todo el sistema, se quita el calentamiento y se
esperan 5 min mas, de modo que el sistema se tempere. El CO, generado de la
descomposicion de los carbonatos presentes en el suelo se colecta dentro de trampa fria
“UA”, los trozos de vidrio dentro de esta trampa sirven como nucleos de condensacion
para algunos gases. Posteriormente, por la misma llave de purga se agrega con otra
pipeta pasteur ~5 mL de una solucidn saturada de permanganato de potasio (KMnQy,), la
trampa “UB” se introduce en un segundo Dewar con nitrogeno liquido, se establece el
vacio y se deja caer lentamente el permanganato de potasio hacia el suelo y la solucién
que se encuentran en condiciones &cidas, se cierra la llave y se establecen las
condiciones de trabajo (temperatura, agitacion y tiempo (120° C, 516 rpm y 10 min))

que permiten asegurar que la reaccion de oxido- reduccion se haya llevando a cabo



totalmente. EIl CO, generado por la descomposicion de la materia orgéanica del suelo es
colectado en la trampa fria “UB”, la reaccion se culmina cuando el vacio llega alcanza
su valor inicial. En ambas reacciones se registra la presion méaxima alcanzada y el
tiempo que tardo el sistema en establecer el vacid. Al terminar dichas reacciones se
cierra la llave de vacio, se baja la temperatura y se apaga la agitacién, procediendo a
presurizar las trampas “UA y B” con nitrégeno (N,) a 110 y 115 mbar respectivamente,
posteriormente se cierran.

Finalmente se cierran las llaves de la linea de vacio, se apaga el recirculador y se
desconectan del dispositivo las trampas “U”, las cuales se dejan temperar en la
campana por seguridad, posteriormente, se conectan por medio de un conector metalico
al sistema de inyeccion de gases de un equipo acoplado de analisis, al cual se le realiza
un vacio de -8.6 psi para eliminar por completo el diéxido de carbono proveniente del
aire. Se procede a la inyeccién para la separacion, identificacion y cuantificacion del
CO;, generado, la Fig. 3.3 muestra el dispositivo utilizado para la determinacion de

material organico en suelo por la técnica implementada.
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Figura 3.3. Dispositivo implementado para la determinacion de material organico en suelos.



3.2. Andlisis cualitativo

La técnica utilizada para el andlisis cualitativo del CO, generado de la reaccion
oxido-reduccién del material organico del suelo, es la Cromatografia de Gases (GC)
acoplada a Espectrometria de Masas (MS). El cromatografo de gases es Hewlett
Packard serie 5890, el cual consta de un sistema manual de inyeccion de gases unido a
un circuito de inyeccion de 10 ml, con un divisor de flujo (Split), la columna es capilar
tipo poraBOND Q de silice fundida de 50 metros x 0.32mm de didmetro interno y una
pelicula de 5um de un copolimero de estirenodivinilbenceno. La separacion se realiza
en condiciones de isoterma a 35°C por 10 min. Se utiliz6 como gas acarreador helio
(He) de pureza 99.999% comprado a la compafiia Praxair. México, a un flujo de 2 ml
por minuto. El cromatdgrafo de gases esta conectado por medio de una interfase que se
calienta a 260°C a un espectrometro de masas que sirve como detector. El cual es de
tipo cuadrupolo (Hewlett Packard 5989B), operado en modo de impacto electrénico a

70eV y en forma de monitoreo selectivo del i6n 44 (SIM).

La confirmacién del CO, en el sistema acoplado de analisis se realiz6 mediante
la inyeccion de un estandar de este gas ya que el pico cromatografico de un compuesto
conocido siempre sale al mismo tiempo de retencién, bajo las mismas condiciones
cromatograficas. Ademas para determinar que efectivamente el tiempo de retencién
correspondiera al CO; en el espectrometro de masas se decidio hacer un barrido de iones
10-100 m/z (SCAN) y entonces se volvio a correr dicho estandar, el patron de
fragmentacion obtenido se compar6 con el de la biblioteca electronicas Wiley 138 y se
verificd por medio de mecanismos de fragmentacion que la estructura propuesta
produjera los iones mayoritarios (masa/carga (m/z)) que producen sefial en el espectro

de masas del compuesto en cuestion. La Fig. 3.4 muestra el equipo utilizado para la



identificacion y separacion del dioxido de carbono obtenido de la descomposicion del

material organico presente en muestras de suelo.

Figura 3.4. Sistema acoplado de analisis de cromatografia de gases-espectrometria de masas del laboratorio de
Quimica de plasmas y estudios planetarios del Instituto de Ciencias Nucleares (UNAM).

3.3. Validacion de la técnica

Linealidad. Se grafico la respuesta obtenida del equipo (area) en funcion de los
microgramos de carbono, que se obtuvieron de la fraccion mol de dioxido de carbono
de cada una de las mezclas inyectadas. Se utiliza el método de minimos cuadrados para
calcular la ecuacién de la linea que mejor ajusta al conjunto de datos apareados de la
curva de calibracion, obteniendo el coeficiente de correlacion, la pendiente, la ordenada

y el coeficiente de variabilidad ya que cada estimacion se realizo6 por triplicado.



Limites de deteccién y cuantificacion. Para la determinacion de estos
pardmetros se corrieron 10 blancos usando la muestra blanco de suelo (apartado 3.1.4) y
se realizd la reaccién por via himeda con permanganato de potasio, posteriormente se le
hizo el analisis estadistico a las muestras y se obtuvo el promedio y la desviacion
estandar, con estos resultados se calculo el limite de deteccion y cuantificacion a partir
de LD= promedio del blanco + 3 DE y LC= promedio del blanco + 10 DE,

respectivamente, en donde DE es la desviacion estdndar de los blancos.

Recobro. Esta prueba nos permite validar la técnica y definir las condiciones
optimas de trabajo. Para ello se adiciono a la muestra blanco (vea seccion 3.1), acido
Oxalico (H,C,0,) equivalente a 500 pg de C, realizando la determinacion de material
organico a partir de la reaccion por via hUmeda con permanganato de potasio (apartado
3.1.4)). Se hicieron 10 replicas de esta prueba y se obtuvo el % de recobro,
considerando un posible error del 10% de que el valor que se obtenga no sea el

adecuado y considerando un coeficiente de variacion del 5%.

Precision. Para el ensayo de repetibilidad, cuatro de las diez replicas del
recobro, se analizaron bajo las mismas condiciones de trabajo (apartado 3.1.5), dia y

analista.



CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Confirmacion e identificacion del CO..

Para la identificacion del dioxido de carbono generado por la oxidacién de
material organico en muestras de suelo, se inyect6 un estandar de este compuesto, bajo
las mismas condiciones cromatograficas (vea la seccion 3.2) excepto que la forma de
monitoreo fue de barrido de iones (SCAN) 10-100 mz*. La Fig. 4.1 muestra que el
tiempo de retencion para este analito es de 5.8 min. Para confirmar a este compuesto,
ademas, se obtuvo un espectro de masas, el patron de fragmentacion obtenido se

compard con una base electronica de espectros de la biblioteca Wiley 138.
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Figura 4.1. Cromatograma obtenido para un estandar de CO,. Inyeccién Split. Columna PoraBOND Q
de 50 m x 0.32 mm de D.l., 5 um de pelicula de un copolimero de estireno-divinilbenceno, condiciones
de separacion isoterma a 35°C por 10 min. Gas acarreador He a un flujo de 2 mLmin™. Detector,
espectrémetro de masas operado en modo SCAN (10-100 m/z) a 70 eV. ldentificacion 1= Nitrégeno, 2=
Didxido de Carbono.



La Fig. 4.2., muestra el patron de fragmentacion obtenido para el estandar de
CO,, en donde se puede observar que el i6n molecular y pico base corresponden al 44
m/z. Con esto podemos afirmar que efectivamente el pico cromatografico corresponde

a dicho compuesto.
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Figura 4.2. Espectro de masas para un estandar del CO..

La reaccidn 4.1 explica la manera en el que el permanganato de potasio oxida el
acido oxalico para la formacion del didxido de carbono. EIl i6n permanganato (MnOy)
se reduce a Mn®*, es un oxidante potente (E°= 1.51 volts (potencial de oxidacion)),
relativamente barato y de color violeta muy intenso. Esta Gltima propiedad hace que sea
posible utilizarlo en medio acuoso como un autoindicador. La toxicidad de este ion,
disminuye significativamente en medios acidos y se ha demostrado que es el oxidante

ideal para ser utilizado en la reaccion por via himeda. EIl oxalato se oxida a CO..

[C,0,% ——— 2CO, + 2¢75 (4.1)
[5e_+8H+ + Mn041- _— Mn2+ +4H20]2

5C,0,% + 106 + 16H* +2MnO," ———>  10CO, + Jge™+ 2Mn?* +8H,0



4.2. Linealidad.

La cuantificacién del didxido de carbono se realiz6 por medio de estandares de
concentracion conocida de CO, en Ny, utilizando el método de estandar externo. La
trampa “U” calibrada se lleno a diferentes presiones con éstos y se inyectaron bajo las
mismas condiciones cromatograficas mencionadas anteriormente (seccion 3.2). Cada
uno de los estandares fue inyectado por triplicado (ver anexo, tabla 5). La Fig. 4.3
muestra la respuesta del equipo en funcidn de los microgramos de C de cada uno de los
estandares inyectados (curva de calibracion).

La gréafica presentada en la Fig. 4.3., muestra que los datos apareados

presentan linealidad y posible tendencia al origen. La regresion lineal confirma dicho

hecho.
Pendiente (a)= 738324
Ordenada al origen (b ): -3 x 10’
Coeficiente de correlacion (r?): 0.991
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Figura 4.3. Curva de calibracién de estandares de CO,en N..



El coeficiente de correlacion obtenido para la curva de calibracion es mayor a
0.99, con lo que se cumple la linealidad. Se verifica entonces, si la curva parte del
origen, la prueba de hipdtesis para ordenada se realiza para comprobar si los resultados
experimentales se ajustan a una linea recta con ordenada al origen (cero) o no, basados
en la ecuacién y = ax + b obtenida por el método de minimo cuadrados, en donde y es el
area del pico del componente C, b es la ordenada al origen, a es la pendiente y X
cantidad de microgramos de carbono del componente C.
Estableciendo lo siguiente:
a) Hipdtesis nula Ho: b=0, ya que en este caso la linea de regresion es
horizontal con lo que la media de las y no depende linealmente de las
m.
b) La hipdtesis alterna Hi: b# 0, en caso de que exista dependencia lineal
de lay con las m.
C) El nivel de significancia es de 95%
d) El criterio de rechazo a la hipétesis nula de esta prueba es t ca >t taplas
0 -tca <-ltablas

El estadistico de prueba a utilizar es la “t de Student”

_b-a NSXX
@ se 1 Sxx+ (nx)? @)

En donde:

b= Ordenada al origen

a = Ordenada al origen poblacional

Se = Error tipico de estimacién

Sxx = Suma de cuadrados de la variable independiente
Syy = Suma de cuadrados de la variable dependiente

n = Ndmero de determinaciones

X =Media experimental



La herramienta utilizada es la “t” de Student, tomando un valor de significancia
de 95% (o= 0.05), se utilizan 16 grados de libertad (n-2), ya que los coeficientes de
regresion de la ordenada al origen y la pendiente son reemplazados por las estimaciones
de minimos cuadrados, una “t” (o = 0.05) que en tablas es de -1.96. El célculo se realiza

a partir de la siguiente ecuacion (1).

Se decide entonces rechazar la hip6tesis nula de esta prueba ya que la -t ¢ €s de
-2.81 y el de la -t ypias €5 -1.96, asi que la curva no se puede ajustar a cero. La ecuacion

de larectaes y = 738324 x -3 x 10"

Para calcular el intervalo de confianza para la ordenada al origen con el mismo
nivel de significancia se utiliza la ecuacion:

—\2
IC=b+t Se S+ ()
% NSXx

Para calcular el intervalo de confianza para la pendiente con el mismo nivel de

significancia se utiliza la ecuacion:

n
IC=mz=t, Se | —
%\ Sxx
Y los resultados fueron los siguientes:
Intervalo de confianza de la ordenada: -3x10"+ -3x10"

Intervalo de confianza de la pendiente: 731444 + 50000
Coeficiente de variacion promedio de las replicas inyectadas es de 4.66 % (ver anexo,

tabla 5).



El resultado de este analisis mostro el cumplimiento de la linealidad del sistema
en el intervalo de concentraciones estudiado, debido a que el valor logrado del
coeficiente de correlacién es superior a 0.99, con un riesgo del 5%, por lo que, existe
una relacion lineal entre la concentracion de carbono y la respuesta del equipo (érea de
pico). La variabilidad promedio de las replicas es menor al 5%, lo que representa que
el sistema tiene un comportamiento lineal en todo el intervalo de concentraciones
estudiadas. Los valores obtenidos de los intervalos de confianza permiten predecir el
intervalo de concentracién de C, demostrado que el procedimiento analitico es
confiable para la cuantificacion del CO, generado de la descomposicion de la materia

organica.

4.3 Limite de deteccién (LD) y cuantificacion (LC)

Los valores de limite de deteccion y cuantificacion se determinaron a partir de
diez replicas de la muestra matriz (blanco), que fue preparada como se menciona en el
apartado 3.1.4 y siguiendo el mismo procedimiento experimental para la determinacién
de material orgéanico descrito en el apartado 3.1.5. Los limites de cuantificacion y
deteccion se relacionan con la cantidad de analito requerida para dar un resultado
significativo, cualitativo o cuantitativo. Estos se determinan a partir del promedio y
desviacion estandar (DEp) obtenida de dichos blancos (ver anexo, tabla 6). La tabla 4.1
muestra los datos estadisticos obtenidos para el célculo de limite de deteccion y
cuantificacion para la técnica empleada (Guia de validacion de Métodos Analiticos,

2002).



Tabla 4.1. Datos estadisticos y célculo de limite de cuantificacion y deteccion para la

Técnica.
Microgramos de Carbono
Promedio de los blancos 16 g de carbono
DEy 0.6485
Limite de deteccion* 17 ug de carbono/ g de muestra
Limite de cuantificacion* 22 g de carbono/ g de muestra

* El calculo de limite de deteccion se realiz6 con LD= media de los blancos + 3 DE, y el Limite de

cuantificacion con LC= media de los blancos + 10 DE,

El valor obtenido de limite de deteccion es de 17.645 ug de carbono/ g de
muestra, asi lo muestra la Tabla 4.1. Este representa la menor concentracion de carbono
que puede ser detectada en la muestra blanco de suelo. EIl dato de limite de
cuantificacion que se obtuvo es de 22.185 g de carbono/ g de muestra, siendo la menor
cantidad de carbono cuantificable de dicha muestra, bajo las condiciones experimentales
establecidas en el apartado 3.2. Los resultados descritos para la técnica permiten
detectar y cuantificar de manera confiable concentraciones bajas de materia organica,

similares a las que presentan los suelos hiperaridos (~1%).

4.4 Prueba de Recobro y exactitud

La prueba de recobro se realiza como se menciond en la seccién 3.3, dopando un
blanco de suelo, con cantidades conocidas de acido oxalico (H.C,0,) y realizando la
reaccion por via hiumeda con permanganato de potasio, se obtuvo la respuesta del
equipo. La ecuacién de la curva de calibracion, permiti6 calcular los pug de C obtenidos,
con lo que se determind el porcentaje de recuperacion de las diez replicas (ver anexo,
tabla 7). Los resultados lo muestra la Tabla 4.2. Un ejemplo de dicho célculo se detalla

a continuacion.



9%Recobro — 377.7538 g de C obtenido
502.6656 g de C agregado

x100 = 75.15% 2)

Tabla4.2. % de recobro obtenido para la técnica.

ug de carbono ug de carbono obtenidos % de recobro

agregados

502.6656 377.7538 75.15
502.5770 381.4314 75.89
523.6100 402.2289 76.81
540.7463 450.9165 83.38
563.5948 415.3213 73.69
504.5696 408.6626 80.99
512.1858 374.2973 73.07
502.5770 373.6641 74.34
628.3320 464.2562 73.88
502.5770 362.5079 72.12

Tabla 4.3. Parametros estadisticos de los resultados de % de recobro

Parametro Resultado
Promedio 75.94
Error tipico 1.1396
Coeficiente de variacion 4,745
Desviacion estandar 3.603
Varianza de la muestra 12.988
Intervalo 11.257
Minimo 72.129
Maximo 83.387
Suma 759.380
Replicas 10
Nivel de confianza (95%) 2.578

El coeficiente de variacion es menor al 5%, como lo muestra la Tabla 4.3. Este
se encuentra dentro de los limites establecidos en el protocolo de validacion para la
técnica de cromatografia (NORMA ISO/IEC 17025:1999) y ademés se demostro la

linealidad entre los valores apareados de area y ug de C, sin embargo, la exactitud no



puede ser calculada, ya que no se cuenta con un valor de referencia; el porcentaje
promedio de recobro (75.94+ 3.60) no se acerca a lo estipulado (100 = 10%). Las
posibles explicaciones se deben seguramente a la pérdida de carbono durante todo el
procedimiento experimental, la dificultad para pesar pequefias cantidades de H,C,0,,
condensacion no adecuada del CO, en la trampa por los nlcleos de vidrio, presurizacion
deficiente de la trampa, las interferencias relativas al blanco de suelo, etc., asi que, con
el objeto de corregir dichas pérdidas, se hace necesario calcular un factor de correccion,

el cual se calcula de la siguiente manera (3).

X pgdecarbono obtenido de la muestra x100%
75.94%

3)

ugdecarbonoreales =

4.5 Precision.

El pardmetro de precision se obtiene del andlisis de repetibilidad y
reproducibilidad y el criterio de aceptacion establecidos para el recobro u orden de
trazas por cromatografia es menor o igual al 5% (NORMA IRAM-IACC-ISO-E 8402,
1994).

Repetibilidad

Tabla 4.4. Precision del método cromatografico de la muestra dopada con H,C,04

Kg de carbono Hg de carbono obtenidos % de recobro
agregados
502.6656 377.7538 75.15
502.5770 381.4314 75.89
523.6100 402.2289 76.81

540.7463 450.9165 83.38




La prueba de repetibilidad mostré que el coeficiente de variacion es menor al
5% (tabla 4.4), para ello, se realizaron cuatro determinaciones con la muestra blanco
de suelo fortificada, lo cual demuestra la buena repetibilidad del método de
cuantificacion. Dichas determinaciones se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones
de trabajo (120° C, 516 rpm y 10 min), dia, analista, y equipo. Para concluir la prueba
de precision es necesario evaluar que el método analitico sea reproducible bajo las
mismas condiciones de trabajo, reactivos, equipo, pero cambiando al analista, para la
cual es necesario realizar una prueba de comparacion de varianzas y determinar si el

método mantiene su efectividad y precision durante estas determinaciones.

4.6 Determinacion de materia organica en muestras superficiales de suelo del
desierto de Mojave - EEUU.

En Marzo del 2007, el Dr. Rafael Navarro-Gonzalez y sus colaboradores
colectaron mediante palitas estériles de polietileno, muestras de suelo de la superficie
del desierto de Mojave-EEUU, las cuales almacenaron en bolsas del mismo material.
Las muestras se colectaron a través de un gradiente de precipitacion este-oeste entre las
coordenadas de longitud -115.99 y -118.32°. Las muestras se decidieron recolectar
cerca de las estaciones meteorologicas ya establecidas en el desierto, con el objeto de
tener referencia de la humedad presente en dicha zona. La Fig. 4.4 muestra las
coordenadas geogréaficas de la zona de muestreo y de las estaciones meteoroldgicas,

asi como, la precipitacion maxima anual promedio (1892-1996) a lo largo del transecto.

Para este trabajo se proporcionaron nueve diferentes muestras de suelo del

desierto de Mojave para la determinacion de material organico (g de C por gramo de



suelo), el cual se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.1.5. El
dioxido de carbono generado por la técnica, al ser un compuesto volatil y térmicamente
estable, puede ser susceptible de ser separado, identificado y cuantificado por CG-EM,
como ya se menciono, cada una de las muestras se realizaron por cuadruplicado. A los
resultados obtenidos se les resto el valor promedio de la muestra blanco de suelo y se
multiplico por el factor correccion (3) (ver anexo, tabla 8). Los datos corregidos de

material organico en cada muestra se muestran en la Tabla 4.5.

A 70na meteorologica M zona de muestreo

36.0
104mm 4 m
o~ 35.5 A " A
_‘; 105mm A ] HA 214 mm
] 84 mm
3
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112mm & A I " 2s6mm A
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Figura 4.4. La grafica muestra los puntos de muestreo en el Desierto de Mojave- EEUU en color rosa,
mientras que las zonas meteoroldgicas estan marcadas en color azul y tiene cada una, el valor anual de
precipitacién pluvial a lo largo del transecto.

Tabla 4.5. Resultados corregidos de la determinacion de material organico en muestras



de suelo colectadas en el Desierto de Mojave.

Muestra Longitud norte (°) Kg de carbono / gramo de suelo
corregidos
MDO0307-15 -118.3245 2011 £ 69.76
MDO0307-16 -117.9150 203 + 3.18
MDO0307-17 -117.5602 213 +10.04
MDO0307-18 -116.1961 109 £ 4.43
MDO0307-19 -116.5396 778 + 37.64
MD0307-21 -115.7611 440 +21.11
MDO0307-22 -116.5399 214 + 8.81
MDO0307-25 -116.8984 543 +20.22
MD0307-26 -115.9956 159 +£6.90

La maxima concentracion de materia organica en la superficie del desierto de
Mojave se encuentra en la muestra MD0307-15 con 2011ug de C/g de suelo (observar
en la Tabla 4.5) y el minimo en las estaciones MD0307-18 y 26 (109y 159ug de C/g de
suelo respectivamente). Los resultados muestran que practicamente todos los suelos
analizados son del tipo Aridisol, en donde el contenido de C es menor al 1%, lo que
nos dice que el desierto es hiperarido en la zona estudiada. Sin embargo, en la
superficie del desierto de Mojave no se observa una tendencia coherente en la
concentracion de materia organica cuando se incrementa o disminuye la longitud (Fig.

4.5).
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Figura 4.5. Concentracion de carbono orgénico en la superficie de Mojave-EEUU, determinado por la
técnica en linea descrita en la seccion 3.1.5.

La heterogeneidad que existe en los suelos superficiales del desierto de Mojave
se muestra en los resultados obtenidos; no obstante, es evidente que el contenido de
MO en el intervalo de longitud -118.0 a -118.5° (MDO0307-15), lo cual se debe al
incremento de la humedad en esta region que es de aproximadamente 390 mm por afio
(ver Fig. 4.4) vy a la mala filtracion de agua que puede presentarse. La textura de este
suelo es verdosa, de un material grueso y a simple vista se pueden observar restos
vegetales en abundancia. La tendencia en la concentracion de MO disminuye a 203y
213ug de C/g a la longitud comprendida entre -118.0 a -117.5° (MD0307-16 y
MDO0307-17), ahi el suelo es arenoso, con una disminucién en la precipitacion cercana
a 104 mm al afo (Fig. 4.4)., lo que nos hace pensar que en esta zona del desierto, la
cantidad de carbono organico esta relacionada con la precipitacion o que se pueden
tratarse de suelos poco desarrollado o con abundante arcilla. EIl suelo de la muestra
MDO0307-25 (~-116.9°) presenta un aumento en el contenido de materia orgénica a 543
pg de C/g de muestra, es arenoso, con una precipitacion de aproximadamente 96.4 mm

por afio, dicho aumento no es debido a la humedad. Este suelo tiene la caracteristica de



ser viejo, inclusive algunos investigadores, sugieren que en esta zona del desierto hubo
acumulacion de agua, e inclusive proponen la presencia de un lago (Comunicacion

personal de los Drs. Navarroy Sergay).

La muestra de suelo MDO0307-19 (-116.53°) es la segunda con un mayor
contenido de materia organica 778ug de C/g de muestra, este aumento puede deberse a
una mala filtracion de agua en el pasado, lo que sugiere que la cantidad de materia
orgénica puede ser dependiente del tiempo y no del clima actual, ya que la precipitacion
aproximada en esta regién es de 84.4 mm por afio (ver Fig. 4.4) y considerando que se
encuentra cercana al Valle de la Muerte (-116.5 a -117.0°) en donde algunos datos
geoldgicos sugieren, que esta zona estuvo inundada durante el periodo pleistoceno

tardio, por lo que se considera una muestras de suelo viejo.

La concentracion mas baja de MO es de 109 a 215 ug de C/g de suelo en el
transecto, se obtuvieron a longitudes comprendidas entre -116.5 y -115.9 que
corresponden a las muestras MD0307-18, 22, y 26, en donde la precipitacion maxima
es de 100mm por afio, por lo que es seguramente una de las partes mas arida del
Desierto de Mojave. Al final de la grafica 4.5, entre las longitudes -116.0 y -115.5 se
observa un pequefio aumento en la concentracion de material organico 156 ug de C/g
de suelo (MDO0307-21). Aunque, se sabe que es un suelo viejo, la precipitacion en esta
estacion se incrementa a 214 mm, por lo que en este caso, ademas, de las

acumulaciones de agua en el pasado, el clima actual esta influyendo.



CAPITULO 5. CONCLUSIONES

Se construy6 un dispositivo que nos permitié capturar el didéxido de carbono
generado por la reaccion de oxidacion en via himeda con KMnO, de material organico
en muestras de suelos hiperaridos y se elabor6 un método de cromatografia de gases-
espectrometria de masas que permitid separar, identificar y cuantifica el CO,. Este gas
se utilizd6 como estandar externo para la determinacion de carbono proveniente de
material organico en el suelo.

La validacion de la técnica analitica implementada, presentd resultados
satisfactorios. La linealidad del método se cumple ya que se obtuvo un R? de 0.991.
Un limite de cuantificacion y de deteccion de 22 y 17 pg de carbono/ g de muestra. La
técnica ademas es repetible ya que se obtuvo un coeficiente menor al 5%. El intervalo
de trabajo para ésta es de 22 a 2020 ug C.

Las condiciones de trabajo no permitieron obtener el % de recobro inicialmente
planteado (90 a 110%), auque se obtuvo un CV del 5%. El % de recobro de la técnica
fue de 75.94 % que no cumplen con dicho criterio. Ademas es necesario realizar
pruebas intralaboratorio de esta técnica para terminar con la validacion.

Se aplicd la técnica para estudiar el contenido de material organico en un
transecto este-oeste de la superficie del desierto de Mojave-EEUU. Los resultados
muestran que el contenido de materia organica es menor al 1% (109 a 2011 ug de
carbono/ g de muestra), por lo que se trata de suelos de tipo Aridisol.

La heterogeneidad en el suelo superficial del transecto estudiado se ve reflejada
en los resultados obtenidos de material organico por la técnica. La muestra MD0307-18
presenta el menor contenido de material orgénico, es decir, la zona mas arida del

desierto, el cual podria ser un posible analogo del suelo Marciano.



PERSPECTIVAS

Para evitar las posibles pérdidas de carbono (material organico), en la técnica y

obtener % de recobros mayores al 75%; propongo las siguientes modificaciones.

e Usar Montmorilonita de Sodio como blanco de suelo para evitar las
interferencias de matriz.

e Hacer un disefio experimental que nos permita estudiar diversos parametros
termodinamicos (temperatura, agitacion, concentracion de reactivos, etc.), con la
finalidad de alcanzar mejores condiciones de trabajo.

e Hacer algunas modificaciones al reactor en donde se lleva acabo la reaccion de
oxidacion del material organico del suelo, e inclusive cambiar el material de

construccion de vidrio por acero inoxidable.

La metodologia propuesta, podria servir para determinar el origen de la materia
orgénica presente en las muestras de suelo del desierto de Mojave, si se utiliza un
espectrometro de is6topos estables; por medio de la relacién isotépica **C/*2C, lo cual
nos podré decir el origen biotico o abidtico de ésta.

La técnica desarrollada, podria ser utilizada por dispositivos que se envien a la
superficie de Marte, como una metodologia alternativa, para la determinacion de
material organico en suelos, que puedan dar un indicio de vida presente o pasada en el

planeta rojo.



ANEXO

TABLA 1. CALCULOS PARA LA DETERMINACION DEL VOLUMEN DEL REACTOR

Constantes MMN, (28 g/mol) R 0.082 Latm/molK
peso sin N, peso con N, REACTOR

P de vacio T1 (°C) m; (9) P n2(mbar) P n2(atm) m, (9) (m,-my)g T(K) n(mol) V(L)
3.60E-03 23.1 315.51 1000 0.987 317.00 1.49 296.25 0.0532 1.3097
3.50E-03 22.6 315.50 1001 0.986 317.09 1.59 295.75 0.0567 1.3966
3.50E-03 22.6 315.51 1000 0.987 317.00 1.49 295.75 0.0532 1.3075
3.40E-03 22.6 315.50 1001 0.986 317.06 1.56 295.75 0.0557 1.3703
3.40E-03 22.6 315.51 1000 0.987 317.00 1.49 295.75 0.0532 1.3075
2.60E-03 22.5 315.48 1001 0.986 316.88 1.40 295.65 0.0500 1.2293
3.50E-03 20.9 315.55 1000 0.987 316.99 1.44 294.05 0.0514 1.2563
3.50E-03 20.5 315.49 1000 0.987 316.99 1.50 293.65 0.0535 1.3069
promedio 1.3105

desviacion  0.0541 cv (%0) 4.1

CO, MM= 44 g/mol

C MM=12.01 g/mol
R=83,140115 L*mbar/ K*mol
Volumen de la trampa= 42.3053 L
n= PV/RT

CO; (9)= (44 g/mol)* n (mol)
C(g)=12.01gC



TABLA 2. CALCULOS PARA EL VOLUMEN DE LA LINEA

TABLA 3. CALCULOS PARA EL VOLUMEN DE LA TRAMPA

VOLUMEN DE LA LINEA 1.0134 L

VACIO PRESION VOLUMEN VOLUMEN LINEA PRESION 1 PRESION 2 VOLUMEN VOLUMEN TRAMPA
LINEA EXPANSION LINEA + L) LINEA TRAMPA  TRAMPA + () (mL)
REACTOR (L) LINEA
3.70E-03 564 2.3222 1.0124 1001 961 1.0698 0.04275 42.7527
3.40E-03 564 2.4788 1.0821 1000 961 1.0688 0.04168 41.6839
3.70E-03 564 2.3183 1.0107 1001 961 1.0698 0.04275 42.7527
3.60E-03 564 2.4320 1.0617 1002 962 1.0698 0.04270 42.7083
3.60E-03 565 2.3142 1.0066 1000 961 1.0688 0.04168 41.6839
2.60E-03 564 2.1818 0.9525 1002 962 1.0698 0.04270 42.1413
3.50E-03 564 2.2276 0.9712 1002 962 1.0698 0.04270 42.1413
3.50E-03 564 2.31729 1.0103 1001 961 1.0698 0.04275 42.7527
suma 8.1079 1001 961 1.0698 0.04275 42.7527
promedio 1.0134 1000 961 1.0688 0.04168 41.6839
desviacion 0.0424 suma 423.053
Cv (%) 4.1 promedio 42.3053
desviacion 0.4916
Cv (%) 1.1
TABLA 4 Muestra blancos solo trampa
vacia
no. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 promedio
Determinacion
Area 7150845 8368817 8107856 7180866 8152757 8085014 8205690 7950845 7625813 7869833.67
Desviacion 447565.182
estandar




TABLA 5. CALCULOS PARA LA CURVA DE CALIBRACION

Presion Presion  MOLES ug de C Area 1 Area 2 Area 3 promedio  desviacion cVv Area
(mbar) CO, promedio
corregida -
blanco
1000 100 0.00017073 2050.45694 1391298736 1389350425 1363063794 1381237652 13460393.52 4.97 1545400993
800 80 0.00013658 1640.36555 995451439 1106809258 1124044881 1075435193 56993083.28 4.99 1201490934
600 60 0.00010244 1230.27416 723605910 694828090 645976219 688136739.7 32043437.79 4.85 765929251
1000 40 6.8292E-05 820.182774 501239090 568925491 624830026 564998202.3 50532151.89 3.81 627445794
800 32 5.4633E-05 656.146219 445122665 395873525 404599019 415198403 21457394.27 4.56 458978680
600 24 4.0975E-05 492.109665 271939539 280851333 295198386 282663086 9581417.002 3.98 309927463
400 16 2.7317E-05 328.07311 135652969 126033451 146712704  136373077.5 10339626.5 4.68 145137565
1000 10 1.7073E-05 205.045694 112642557 110707470 117528930 113626319 2870414.591 4.72 119826165
800 8 1.3658E-05 164.036555 79129390 85758905 79640616 81509637  3011925.952 3.99 83707260.2
600 6 1.0244E-05 123.027416 44565332 39524140 39500734  41196735.33 2381976.712 4.78 38370762.8
400 4 6.8292E-06 82.0182774 23058252 18398769 21628345 21028455.33 1948947.779 4.66 15689210.8
800 3.2 5.4633E-06 65.5599886 22175309 22554762 24231753 22987274.67 893510.2635 4.88 17892128.6
600 2.4 4.0975E-06 49.1699915 58379583 59266972 62810854 60152469.67 1914352.851 4.79 59688667.6
400 1.6 2.7317E-06 32.7799943 35651619 33874674 34899181 34808491.33 728263.6176 4.79 31186447.2
1000 1 1.7073E-06 20.5045694 17005397 15666755 18905671  17192607.67 1328891.791 4.72 11375358.7
800 0.8 1.3658E-06 16.4036555 10076929 10753671 10199258 10343286  294452.0133 4.84 3672508.22
600 0.6 1.0244E-06 12.3027416 9582242 8565717 8458567 8868842 506343.0659 4.79 2014326.26
400 0.4 6.8292E-07 8.20182774 7467562 7403724 7807649 7559645 177291.3056 4.94 392034.882
Cv promedio 4.65
de replicas

(%)




TABLA 6. Muestra blancos SOLO MATRIZ

no. 1B 2B 3B 4B 5B 6B 7B 8B 9B 10B
Determinacion
Peso(g) 1.00119 1.00099 1.00012 1.00252 1.00117 1.00172 1.00191 1.00098 1.00263 1.00375
Area 11337158 11187584 12015800 11636233 11337158 10770721 11751860 11100399 11491835 11954558
pg C 15.8000 15.5915 16.7458 16.2168 15.8000 15.0106 16.3779 15.4700 16.0155 16.0325
Hg C /g muestra 15.7812 15.5761 16.7437 16.1760 15.7815 14.9848 16.3467 15.4549 15.9735 15.9726
promedio DEST Ccv

ng C /g muestra
Limite de deteccién

15.70824384

17 pg de carbono/ g de muestra

0.648594523

Limite de cuantificacion

4.129007221
22 g de carbono/ g de muestra

El calculo de limite de deteccidn se realiz6 con LD= media de los blancos + 3 DE,, y el Limite de cuantificacién con LC= media de los blancos + 10 DE,

TABLA 7. CALCULO PARA LA PRUEBA DE RECOBRO

MM ACIDO OXALICO (H2C;04) = 126.07 g/mol

Replica Peso del Peso de Eq. a 500 AREA png de C pg de C %recobro
suelo (g9) H>C,0,4 (@) Mg C (Hac204) reales obtenidos

1 1.0177 0.00264 0.002626 271053839 502.6656 377.7537 75.15
2 1.0043 0.00263 0.002626 273692706 502.5770 381.4314 75.89
3 1.0046 0.00275 0.002626 288615751 523.6100 402.2289 76.81
4 1.0076 0.00284 0.002626 323551076 540.7463 450.9164 83.38
5 1.0078 0.00296 0.002626 298010094 563.5948 415.3213 73.69
6 0.9990 0.00265 0.002626 293232196 504.5696 408.6626 80.99
7 1.0018 0.00269 0.002626 268573682 512.1858 374.2973 73.07
8 1.0107 0.00263 0.002626 268119361 502.5770 373.6641 74.34
9 1.0188 0.00330 0.002626 333122886 628.3320 464.2562 73.88
10 1.0043 0.00263 0.002626 260114316 502.5770 362.5079 72.12

Promedio 75.94




TABLA 8. CALCULOS PARA LAS MUESTRAS DE MOJAVE

Promedio del blanco 15.70824384 ng c % de Recobro 75.93802098
Muestra MD0O307-15
no. Determinacion 1(15A) 2(15B) 3(150) 4(15D) 5(15E) promedio DEST CV (20)
Peso(g) 1.00088 1.00149 1.00118 1.00065 1.00096
Area 1122473538 1059251681 1152499675 1079871280 1128454470
pg C 2039.328119 1923.300535 2094.433431 1961.142547 2050.304594
ng C /g muestra 2037.535089 1920.439081 2091.964913 1959.868632 2048.338189 2011.629181 69.76260815 3.46
Muestra MD0307-16
no. 1(16A) 2(16B) 3(160C) 4(16D) promedio DEST CV (%)
Determinacion
Peso(g) 1.00346 1.00361 1.00289 1.00197
Area 121424698 122337520 124801929 120805190
pg C 222.8440464 224.5192982 229.042092 221.7070975

pg C /g muestra 222.0756646  223.711699 228.3820678 221.2711933 223.8601561 3.181030434 1.42

Muestra MD0O307-17

no. 1(17A) 2(17B) 3(170) 4(17D) promedio DEST CV (%0)
Determinaciéon
Peso(g) 1.00916 1.0043 1.0011 1.00959
Area 129500446 120477217 132875622 130992206
pg C 216.9794096 200.4195755 223.1736839 219.7171544

pg C /g muestra 215.0099188 199.5614612 222.9284626 217.6300819 213.7824811 10.03655019 4.69




Muestra MD0307-18

no. 1(18A) 2(18B) 3(180C) 4(18D) promedio DEST CV (%0)
Determinacion
Peso(g) 1.00238 1.00467 1.00736 1.00747
Area 73745055 67988132 71488127 71652572
pg C 114.6546179 104.0892548 110.5126025 110.8143993
Mg C /g muestra 114.3823878 103.6054175 109.7051724 109.9927535 109.4214328 4.428845726 4.04
Muestra MD0O307-19
no. 1(19A) 2(19B) 3(190) 4(19D) promedio DEST CV (%90)
Determinacién
Peso(g) 1.00742 1.00657 1.00374 1.00271
Area 427270167 428696858 427482041 467587592
pg C 763.4597436 766.0780708 763.8485842 837.4520884
Hg C /g muestra  757.836596  761.0777897 761.0024351 835.1887269 778.7763869 37.63854698 4.83
Muestra MD0O307-21
no. 1(21A) 2(21B) 3(210) 4(21D) 5(22E) promedio DEST CV (%0)
Determinacion
Peso(g) 1.00234 1.00376 1.00346 1.00378 1.00357
Area 239546388 239651372 264866822 257933645 257517840
pg C 418.9406531 419.1333245 465.4098481 452.685771 451.9226671
Mg C /g muestra 417.9626206 417.5632865 463.8050825 450.9810626 450.3150424 440.1254189 21.11065693 4.79

Muestra MD0307-22

no. 1(22A) 2(22B) 3(220) 4(22D) promedio DEST CV (%6)
Determinaciéon
Peso(g) 1.00147 1.00137 1.00209 1.00418
Area 127056091 122293003 133036605 131812479
pg C 212.4934198 203.7519873 223.4691271 221.2225562
pg C /g muestra  212.181513 203.473229 223.0030507 220.3016951 221.6523729 1.910146858 0.86




Muestra MD0307-25

CV (%)

no. 1(25A) 2(25B) 3(250) 4(20D) 5(20E) 6(20E) promedio DEST
Determinaciéon
Peso(g) 1.00228 1.00399 1.00414 1.00517 1.00217 1.00218
Area 322185206 321960546 302742235 301350917 305325365 296506987
pg C 570.6031147 570.1908086 534.9205031 532.367094 539.661179 523.4772966

pg C /g muestra  569.305099 567.9247887 532.7150628 529.6289125  538.49265  522.3385985 543.4008519 20.21887664 3.72

Muestra MD0307-26

no. 1(26A) 2(26B) 3(260C) 4(26D) 5(26E) promedio DEST CV (%20)
Determinacion
Peso(Qg) 1.00159 1.00423 1.00109 1.00129 1.00256
Area 101978985 94847327 102597293 94955974 98751245
pg C 166.4707913 153.382453 167.6055378 153.5818468 160.5470982
ug c /g 166.2065229 152.7363781 167.4230467 153.3839815 160.1371471 159.9774153 6.895119871 4.31

muestra
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