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Resumen

Actualmente existe la problematica de contaminacion en los suelos, en donde la accion humana
contribuye en gran medida debido a las distintas actividades que se realizan, ocasionando dafios en
él. Es por ello, la importancia que se ha dado al impacto del hombre, influyendo el uso de suelo en

cada sitio, condiciones y su entorno.

El uso desmedido de los compuestos organicos en distintos sectores ha provocado un aumento
considerable de suelos contaminados por estos contaminantes. Dentro de estos se encuentran los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) considerados compuestos prioritarios por ser téxicos,

cancerigenos y mutagenos de acuerdo con la USEPA.

Debido a la presencia constante de HAP en suelos, en este trabajo se estudié la remocién de dos de

ellos, el benzo(a)antraceno (BA) y dibenzo(a,h)antraceno (DBA).

Se seleccionaron tres suelos con diferentes caracteristicas, ubicados en diferentes estados de la
Republica Mexicana (Tabasco, Morelos y Veracruz). El estudio se realizd a escala laboratorio. Se
determind la concentracién biodisponible y la remocion de los dos HAP en los suelos con tres
distintos contenidos de agua (30%, 50% y 90% de acuerdo con su capacidad de campo, CC), la
dindmica de las bacterias aerobias y su actividad microbiana en suelos con y sin inhibidor de

crecimiento bacteriano.

En el experimento de biodisponibilidad, se obtuvo mayor concentracién de HAP adsorbidos en los
tres suelos que la desorbida de ellos, tal y como se esperaba por efecto de la materia organica. Ya
que el suelo de Morelos, con mayor contenido de materia organica (506 g/kg) presentd menor

desorcion de los compuestos, en comparacion con los suelos de Tabasco y Veracruz.




A su vez, se obtuvo mas del 90% de remocién de los HAP en los tres suelos, independientemente de
los contenidos de agua probados (30%, 50% y 90% CC) y la materia organica de cada uno (149 g/kg
en Tabasco, 506 g/kg en Morelos y 5 g/kg en Veracruz).

Sin embargo, el contenido de agua en los suelos si tuvo un efecto significativo sobre las bacterias

heterotrofas aerobias (30%> 50%> 90%).




Abstract

Currently there is the problem of soils contamination, where human action contributes greatly due to
the different activities carried out, causing damage to it. Due to this, the importance that has given

to the impact of man, influencing soil use in each site, conditions and their environment.

The excessive use of organic compounds in different sectors has caused a considerable increase in
soils contaminated by these pollutants. Among these are the polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH)

considered priority compounds because they are toxic, carcinogenic and mutagens by the USEPA.

Due to constant presence of PAH in soils, in this work we studied the removal of two of them,

benz(a)anthracene (BA) and dibenz(a, h)anthracene (DBA).

Three soils with different characteristics were select, located in different states of the Mexican Republic
(Tabasco, Morelos and Veracruz). The study was carry out at a laboratory scale. The bioavailable
concentration and removal of the two PAHs were determined with three different water contents
(30%, 50% and 90% according to field capacity, CC), the dynamics of aerobic bacteria and their

microbial activity in soils with and without bacterial growth inhibitor.

In the bioavailability experiment, higher concentration of PAH adsorbed in the three soils was
obtained than desorbed from them, as expected by effect of organic matter. The Morelos soil, with
higher content of organic matter (506 g / kg) had lower desorption of the compounds, compared to

Tabasco and Veracruz soils.




At the same time, more than 90% of PAH removal was obtained in the three soils, independently of
the water content tested (30%, 50% y 90%) and organic matter of each one (149 g/kg Tabasco, 506
g/kg Morelos and 5 g/kg Veracruz).

However, the soil water content had a significant effect on aerobic heterotrophic bacteria (30%>

50%> 90%).




Capitulo 1

Introduccién

En la actualidad existe una gran problematica ambiental, como es el caso de la contaminacion de los
suelos, ya sea considerado como Emergencia Ambiental o como Pasivo Ambiental, como lo clasifica
la Direccion de Restauracion de Sitios Contaminados (DRSC) de la Secretaria del Medio Ambiente y

Recursos Naturales (SEMARNAT 2013).

El creciente uso de compuestos orgéanicos por el sector industrial, manufacturero y agricola, ademas
de la distribucién y uso de materiales toxicos o potencialmente toxicos por el publico en general, ha
ocasionado mayor nimero de casos de contaminacion de suelos (Morril et a/, 1982). Por tal motivo,
en los Ultimos afios ha aumentado la preocupaciéon sobre el destino de los compuestos tdxicos en

los suelos.

Dentro de la clasificacién de los compuestos organicos se encuentran los HAP, considerados como
compuestos prioritarios, por ser tdxicos, cancerigenos y mutagenos (Keith y Telliard 1979; ASTDR
2005, 2009; U.S. EPA 2013; Das 2014) basandose en la amplia distribucion, concentracion potencial
en el ambiente y por consecuencia en su toxicidad (Sparling 2016). Por lo que su presencia en aguas
subterraneas, arroyos, suelo y sedimentos puede constituir un peligro crénico para la salud humana

(Gad y Gad 2014).

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) también son conocidos como hidrocarburos
poliaromaticos. Son un gran grupo de compuestos organicos, que estan conformados en su

estructura por atomos de carbono e hidrégeno (Ma et a/, 2015).




Estos hidrocarburos son compuestos complejos clasificados por sus diferencias quimicas y estan
formados por dos o mas anillos bencénicos en arreglo lineal, angulares o anidados que difieren por

el nimero y/o la posicion de los anillos (Cerniglia 1992; Bamforth y Singleton 2005; Maish y Lal 2014).

Estan formados por procesos naturales y se pueden encontrar en la mayoria de los ecosistemas
(Haramaya 1997) (Fig. 1-1). Siendo el suelo el depdsito ambiental mas importante, ya que estos
contaminantes entran en el suelo por deposicion seca y humeda una vez liberado en la atmosfera,

por lo que pueden ser adsorbidos por las particulas del suelo y acumularse en ellos (Chen 2013).
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Figura 1-1 Dispersion de los HAP

Del mismo modo se originan de fuentes antropogénicas, que se clasifican en dos tipos: petrogénicos,
gue son los ocasionados por fugas de la extraccion y procesamiento de petréleo crudo y sus
productos, y los originados de la combustion incompleta a altas temperaturas y pirdlisis (exposicion
de moléculas organicas a elevadas temperaturas) de combustibles fosiles, asi como sus homologos
alquil y los sustituidos con azufre o nitrédgeno (Wolska et a/, 2012; Abdel-Shafy y Mansour 2016;
Falciglia et af, 2016).




Son compuestos no polares o muy débilmente polares. Tienen una solubilidad relativamente baja en
agua y una alto k,,, lo que ocasiona que su acumulacién en suelos y sedimentos esté por encima de
las concentraciones acuosas (Gad y Gad 2014). Sin embargo, son muy solubles en solventes organicos

debido a que son lipofilicos.

La mayoria de HAP con baja presién de vapor en el aire se adsorben en particulas (WHO 2000).

Se conocen 100 tipos diferentes de HAP, ya que existe una elevada cantidad de isémeros. La especial
distribucion de electrones en los anillos aromaticos les proporciona una gran estabilidad,

caracteristica que los hace resistentes a la oxidacion quimica y bioldgica (Izquierdo 2013).

Los HAP de peso molecular méas ligero son volatiles o semivolatiles y se encuentran en estado
gaseoso. Los HAP volatiles son particularmente sensibles a la luz ultravioleta y puede durar solo unas
pocas horas antes de descomponerse o fotodegradarse; ya que el proceso resulta en la pérdida de

electrones del HAP (oxidacion), conocido como foto-oxidacion.

Estos compuestos pueden eliminarse mediante procesos fisicos (volatilizacion, fotdlisis, adsorcion y
acumulacion), quimicos (oxidacion quimica, fotocatalisis), o mediante procesos biolégicos naturales
(bioacumulacion y biodegradacion) (Cerniglia 1992; Weissenfels et a/, 1992; Nadarajah et a/, 2002).
Las caracteristicas fisicas y quimicas de los HAP, como el nimero de anillos y su posicion, definen la
tasa de eliminacion y, en consecuencia, su distribucion y efecto sobre el medio ambiente (Dragun

2001).

A su vez, las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, controlan la biodisponibilidad de
los HAP y la actividad microbiana (Li et a/, 2009). Segun Lanno et a/, (2004) la biodisponibilidad es
una medida del potencial de una sustancia quimica para entrar en receptores biolégicos, donde los
contaminantes presentes en el suelo interactian con propiedades especificas del suelo de manera
dinamica, lo que hace que cierta concentracion del contaminante secuestrado sea no disponible por

interaccion con receptores bioldgicos.




Reichenberg y Mayer (2006) sugieren que la biodisponibilidad de los contaminantes depende de dos
factores, su biodegradabilidad y/o bioaccesibilidad, mismos que ayudan a determinar la fraccion de
compuestos organicos que se absorben de forma débil o reversible, lo que hace que puedan

desorberse rapidamente de la fase solida a la fase acuosa.

Stokes et al. (2006) refiere al término de biodisponibilidad como la fraccion de un quimico en el suelo
que puede ser liberado o transformado por organismos vivos, o el grado en el cual un compuesto es

libre para moverse dentro o fuera de un organismo.

La biodisponibilidad juega un rol distinto para cada &rea ambiental, ya sea agua, sedimentos, suelo
o aire. Es un proceso complejo que incluye todo tipo de relaciones entre la concentracion en el medio
ambiente y la concentracion que experimenta un organismo con respecto a la absorcion (Sijm et al,
2000) y puede constituir la base para la descripcién de los riesgos que ocasionan los contaminantes
en el medio ambiente y la salud humana; y a su vez poder determinar las opciones correctivas como
la biorremediacion, para reducir los riesgos de dispersion de contaminantes y toxicidad (Latawiec et

al, 2011; Harmsen et al, 2013).

Por tal motivo, la biodisponibilidad predice la degradacion que lleva a cabo la poblaciéon microbiana
del HAP en ambientes naturales, por tanto, inducir las vias de degradacion también puede utilizarse

como un indicador de la biodisponibilidad de un contaminante (Heitzer et a/, 1992).

La biodegradacion se considera como uno de los procesos naturales mas importantes que pueden
influir en el destino de los contaminantes, tanto en entornos terrestres como acuaticos, donde las
bacterias y hongos juegan un papel significativo en la biotransformacion de los HAP (Wu et a/, 2010),
ademas de ser una via importante para su completa degradacion (Li et a/, 2009; Yuan et a/, 2000;
Moscoso et al, 2015). Teniendo en cuenta que la eliminacion de los HAP con 2 y 3 anillos (bajo peso
molecular) es mas rapida y mas completa que la de los HAP con 4, 5y 6 anillos (mayor peso
molecular) (Li et a/, 2009). La velocidad y el grado de biodegradacién en suelos contaminados con

hidrocarburos aromaticos puede ser limitada, debido a su toxicidad, condiciones desfavorables para




el crecimiento microbiano y baja biodisponibilidad (Lorton et a/, 2001). Es primordial considerar la
complejidad de la estructura del HAP a degradar, ya que mientras mayor sea su peso molecular,
mayor dificultad para ser degradado, debido a que las propiedades fisicas y quimicas de los HAP son

mucho mas persistentes en el ambiente y a su vez, mas toxicos (Lundstedt et a/, 2007).

Debido a la alta hidrofobicidad y a sus coeficientes de distribucién, los HAP tienden a interactuar con
fases no acuosas y materia organica del suelo y, en consecuencia, se convierten en potencialmente
disponibles para la degradacién microbiana por bacterias que degradan los productos quimicos solo

cuando ellos estan disueltos en agua (Enell et a/, 2004; Abalos et a/, 2004).

Los compuestos organicos presentes en una matriz ambientalmente compleja, como el suelo, son
menos biodisponibles que el mismo compuesto en solucion, debido a la sorcién del compuesto. Lo
gue ocasiona que solo una pequefia fraccion del compuesto puede estar en la fase acuosa (Jacobs
et al, 1993). Estudios indican que solo la fraccion disuelta en la fase acuosa esta disponible para las
bacterias (Bouwer et a/, 1993), ademas de considerar que la produccién de biosurfactantes en caso
de que se presenten, pueden aumentar la desorcion, solubilizacion y la disolucién de los
contaminantes en la fase acuosa, lo que aumenta la biodisponibilidad en el metabolismo microbiano

(Haritash y Kaushik, 2009; Gottfried et a/, 2010).

Algunos estudios han predicho por modelacion el comportamiento de los contaminantes organicos
en el suelo (Stokes et al, 2006), sin embargo, llegan a la conclusion de que debido a la naturaleza
compleja y heterogénea que presentan los suelos contaminados es muy dificil modelar con precision
o hacer predicciones sobre el destino de los compuestos contaminantes en el propio suelo. En dichos
estudios se han utilizado las propiedades fisicoquimicas de los contaminantes de forma individual,
considerando su solubilidad en agua, la presion de vapor y el coeficiente de distribucién octanol-
agua, y asi es como se han obtenido predicciones muy sencillas acerca del destino que tiene el
contaminante. De tal modo, observar una disminucién o reduccién de la biodisponibilidad con el
tiempo no siempre es evidente, pues aun se desconocen las razones de la ausencia del efecto de

biodisponibilidad, pero puede estar relacionado con algunas propiedades del suelo, tales como el




contenido de materia orgéanica, abundancia de microporos, o en todo caso a las propiedades del
compuesto, como su hidrofobicidad (Alexander 1995). Sin embargo, esto solo se ha considerado

como un perfil basico del comportamiento complejo del compuesto en el suelo.

La materia organica es una de las propiedades méas importantes de un suelo, ya que sirve como
sustrato C para los organismos del suelo y, por lo tanto, afecta la biodegradacién de compuestos

toxicos (Grosser et al, 2000; Paton et a/, 2005).

La materia organica es un sorbente importante de compuestos hidréfobos (Chiou et a/, 1989;
Haramaya 1997), por lo que se considera capaz de aumentar la adsorcion de los contaminantes y
reducir su biodisponibilidad (Chen et a/, 2015). Es por ello, que la biodisponibilidad de los compuestos
hidréfobos estd a menudo, directamente relacionada con el contenido de materia organica del suelo
(Weissenfels et a/, 1992). Las particulas del suelo son muy importantes ya que determinan la superficie
disponible como héabitat para microorganismos y controlan su actividad y la porosidad del suelo, que

controla la aireacion del suelo y el contenido de agua (Brady y Weil 2002).

A su vez, el contenido de agua en el suelo desempefia un papel importante en la determinacion de
la biodisponibilidad de contaminantes en el suelo (Yu et a/, 2018), ya que influye en la transferencia
de gas, la toxicidad del contaminante y la actividad microbiana (Sumner 2000). Asimismo, existen
otros factores que influyen en la biodisponibilidad, como la porosidad, ya que en estudios realizados
por Yang et al. (2009) la porosidad reducida inhibié el secuestro en suelos con alto contenido de

carbon orgénico.

La biodisponibilidad limitada de un contaminante se presenta cuando su tasa de degradacion por
microorganismos estd afectada por una barrera fisicoquimica entre el contaminante y los
microorganismos, es por ello que, el entendimiento de los factores que controlan la sorcién, secuestro
y biodisponibilidad son importantes para evaluar el riesgo o para disefiar un plan de remediacién
bioldgicamente eficiente debido a que son fendmenos interrelacionados que afectan el destino y

transporte de los contaminantes organicos en el suelo y sedimentos (Lueking et a/, 2000). Por lo
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tanto, para comprender el proceso de biodisponibilidad del compuesto es importante entender las
interacciones entre el compuesto (contaminante), los microorganismos y las caracteristicas de la
matriz, en este caso el suelo (Fig. 1-2) (Mihelcic et a/, 1993), ya que solo los organismos pueden

determinar si un contaminante es biodisponible (Lanno et a/, 2004).

Contaminantes
Organicos

Sorcion/ Desorcion

Envejecimiento Afin/ Separacion

Biodisponibilidad

Microorganismos

Toxicidad / Biodegradacion

Figura 1-2 Interacciones entre los contaminantes organicos, el suelo y los microorganismos que determinan la

biodisponibilidad de los compuestos en el suelo (Nam y Kim 2002)

La biodisponibilidad de ciertos compuestos organicos, como los HAP, cambia a medida que los
compuestos residen en el suelo por algun tiempo (Alexander 1995), es decir, disminuye conforme a
su envejecimiento en el suelo, lo que los hace persistentes y con el tiempo llegan a ser menos

disponibles para la degradacién (Chung et a/, 1999; Bielska et a/, 2014).

Los compuestos organicos que son metabolizados también presentan el proceso de retencion en la
fraccidon no metabolizada, lo que conduce a una pérdida de biodisponibilidad del contaminante en
el suelo, que dependera del tiempo. Bajo esta consideracion se han realizado evaluaciones de riesgo
de productos quimicos tdxicos en el suelo sin preocuparse de la biodisponibilidad, ya que en estudios
sobre la persistencia de los compuestos realizados en laboratorio y en campo, muestran que existe

disminucion de la disponibilidad de los contaminantes para los microorganismos (Alexander 1995).

-1 -



Muchos mecanismos han descrito el envejecimiento de los productos quimicos en el suelo y en los
sedimentos, sin involucrar las reacciones que alteran la estructura de la molécula (Hatzinger y
Alexander 1995), pues el envejecimiento y la resistencia a la desorcion / retencién, implica la lenta
distribucion de los compuestos hidrofébicos en la materia orgénica o la lenta difusion en los

microporos en donde las moléculas no son facilmente accesibles (Kelsey et a/, 1997).

Debido a la complejidad que se presenta en la prediccion de los contaminantes es que se desconoce
la relacion que hay entre un compuesto organico al ser depositado en el suelo y la biodisponibilidad
que éste presenta en el mismo de acuerdo con sus propiedades, ya que cada suelo contaminado
representa un caso particular debido a las condiciones del mismo. Ademas, las condiciones climéticas,
el tipo de contaminante y las causas que originaron la contaminacién son complicados para evaluar

y determinar la solucién mas efectiva para la remediacion de un suelo contaminado (DGGIMAR 2011).

Teniendo en cuenta que para lograr una biorremediacion eficiente de suelos contaminados con HAP,
es importante desarrollar métodos cuantitativos rapidos y especificos para estimar la
biodisponibilidad de un compuesto en particular y la eficiencia del tratamiento para promover la

biodegradacion (Heitzer et al, 1992).
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Capitulo 2

Objetivos e Hipétesis

2.1 Objetivos

El objetivo general de este trabajo es conocer el efecto que tiene el contenido de materia organica y
agua en tres suelos contaminados, en la biodisponibilidad y remocién de dos hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP).

Los objetivos especificos del trabajo son:

» Caracterizar las tres muestras de suelo y determinar la remocion del BA y DBA.

» Determinar la biodisponibilidad del BA y DBA en los tres suelos estudiados.

> Evaluar el efecto que tienen el agua y la materia organica en la remocién del BA y DBA.

2.2 Hipdtesis

» La biodisponibilidad del benzo(a)antraceno (BA) y dibenzo(ah)antraceno (DBA) disminuye a

medida que la materia organica en el suelo es mayor.

» La remocion del benzo(a)antraceno (BA) y dibenzo(a,h)antraceno (DBA) es mayor en suelos con

menor cantidad de materia orgénica y mayor contenido de agua.




Capitulo 3

Antecedentes

México es un pais petrolero y desde la década de 1940 se han realizado actividades de extraccion,
produccion y formulacién de petrdleo y sus derivados. Esto ha dado lugar a la existencia de muchos
sitios contaminados con hidrocarburos en zonas de alta vulnerabilidad ecoldgica, por esta razon es
que un gran numero de actividades relacionadas con la remediacidon de sitios contaminados

corresponden a instalaciones de empresas paraestatales en México.

La contaminacion de suelos por hidrocarburos proviene de procesos de extraccion del petrdleo, los
cuales contienen diversos tipos de cadenas de hidrocarburos de diferentes tamafios, también puede
deberse a derrames y fugas en sistemas de almacenamiento o en ductos. Los hidrocarburos
derramados tienen caracteristicas diferentes de toxicidad, asi como de ser susceptibles de
biodegradacién, y su manejo demanda considerar riesgos particulares en funcion de las propiedades
de cada grupo, para determinar el grado de limpieza y la forma de atenderse considerando la salud

de la poblacién y los ecosistemas (Cortinas 2002).

De manera general, la combustion de carbono que contiene combustibles (madera, carbon, gasolina,
diésel) como una fuente importante y relacionada con otras operaciones antropogénicas (procesos
de fundicién de metales) generalmente han aumentado la carga ambiental de HAP en los Ultimos

anos.

Durante varios afios se han realizado diversas investigaciones sobre la degradacion de estos
compuestos por su persistencia en el ambiente y por las alteraciones que pueden ocasionar al

equilibrio ecolégico y a la salud humana (Grgn et a/, 2007; Li et al, 2009; Sun et al, 2010; Wu et al,
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2010; Lu et a/, 2011; Pactao et al, 2012; Rosales et al, 2012; Sun et a/, 2013; Wu et a/, 2013; Biache et
al, 2014).

Debido a que varias de las tecnologias han presentado un alto impacto negativo por alterar las
propiedades del suelo, en la actualidad se ha optado por la aplicacién de tecnologias de remediacién
biolégicas para degradar contaminantes. Sin embargo, en caso de ser necesario se aplican
tecnologias quimicas o térmicas, dependiendo los factores antes mencionados. En caso necesario se
aplica un tren de tratamiento, que involucra diferentes tecnologias aplicadas en serie, lo que también

se conoce como remediacion integrada por varios tratamientos.

Para lograr remediar un suelo deben considerarse muchos factores. Dentro de los principales esta la
complejidad en la prediccion del contaminante, las condiciones climaticas del lugar y el tipo de suelo
que se tiene, clasificando y caracterizandolo por sus propiedades fisicas, quimicas y biologicas, ya
que la interrelacion de sus propiedades determinara la calidad del suelo y su funcion (Gajda et al,

2018).

En tecnologias bioldgicas se controlan varios pardametros fisicos que hacen posible la remocién de
los contaminantes, algunos de ellos son la materia organica y el contenido de agua que junto con la
cantidad de aire representa una de las caracteristicas mas importantes para explicar el
comportamiento del suelo y determinar las condiciones Optimas de agua para favorecer el
crecimiento de los microorganismos y su actividad microbiana para que se lleve a cabo la

degradacion.

En varios estudios se considera a la materia organica como el factor de mayor influencia y dominio
con mayor significancia para las interacciones con el suelo y el contaminante (Reid et a/, 2000; Hwang
y Cutright 2003) controlando asi la degradaciéon (Grosser et al, 2000), debido a que ocurre el
secuestro de los contaminantes conforme incrementa el carbono organico en el suelo, siendo

fuertemente adsorbidos los compuestos organicos (Yang et al, 2010).
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A su vez, Nam et a/. (1998) determina importante correlacion entre la materia orgénica y la fraccion
no-degradable de los HAP. Debido a que los HAP pueden formar complejos con la materia organica
los hace menos disponibles para los microorganimsmos (Loser et a/, 1999), ya que su afinidad por la

materia organica en sedimentos, suelos y biota es alta (Gad y Gad 2014).

Cornelissen (2005) indica que el rea superficial de las particulas del suelo influye significativamente
en la adsorcion de los HAP. Un ejemplo de esto es lo que Amellal et a/. (2001) determind en un estudio
donde se probd la degradacién de HAP por microorganismos, obteniendo que fue mucho mayor en
suelos arenosos, debido a que estuvieron mas disponibles y accesibles los hidrocarburos, que en los

suelos con particulas finas.

Hwang y Crtringht (2002) observaron que la adsorcion del pireno y fenantreno esta influenciada por
la arcilla y la materia orgénica presente en el suelo y a su vez, esta en funcién de que estén presentes

ambos hidrocarburos.

En estudios se ha demostrado que la influencia de la materia organica es relevante en la remocion
de contaminantes, obteniendo que en suelos con 0.23% de carbono organico incrementa la
degradacion de HAP y disminuye con un 7.1% de carbono organico después de 100 dias de

incubacién (Yang et al, 2010).

A su vez, el contenido de agua en el suelo es una las propiedades fisicas mas importantes que sirven
para identificar o clasificar un suelo cualitativamente. Es un factor importante para la eleccién de una
tecnologia de remediacion debido a que, influye en la biodisponibilidad del contaminante, la
aireacion y temperatura del suelo, la transferencia de gases, el nivel efectivo de toxicidad del
contaminante, el transporte de nutrientes, la etapa de crecimiento de los microorganismos vy la

distribucion de especies (Suthersan 1997; Sumer 2000).

De acuerdo con estudios realizados, los porcentajes de agua en el suelo varfan y se encuentran en el

intervalo de 12% - 32% y 30% - 90%. Dentro de estos porcentajes, English y Loehr (1991) determinaron
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gue el contenido de agua cerca del 80% de su capacidad de campo o el 15% de agua (con base a su
peso) es la cantidad 6ptima para la remediacidon en un suelo. Y debajo del 40% la tasa de
bioremediacion disminuye considerablemente. Es importante considerar que el agua en exceso

impide la difusion de oxigeno (Lekshmi et a/, 2014; Skopp et a/, 2000).

Leahy et a/ (1990) y Potin et a/ (2004) determinaron que la biodegradacion aerobia de los
hidrocarburos en los suelos se da mejor en los rangos de 50% - 70% de su capacidad de campo y

segun Sihag et a/. (2014) entre el 40% - 80% de su capacidad de campo.

Asimismo, se ha observado que un suelo con contenido de agua bajo puede limitar el movimiento
de las bacterias hacia los nutrientes y verse afectada la degradacion de los compuestos por parte de
estos microorganismos, debido a la deficiencia de nutrientes. Sin embargo, en el caso de los hongos
(P. chrysosporium) el contenido de agua aproximado al 20% favorece su crecimiento (Lamar et al,

1993).

En mezcla de 14 de los HAP prioritarios, en muestras de suelo con el 2%, 8%, 20% y 40% de su
capacidad de campo, se demostrd que la desorcidon de naftaleno, acenafteno, fluoreno, fenantreno,

antraceno, fluoranteno y pireno, es mejor con el 2% a una temperatura of 20°C (Hu y Aitken 2012).

Otra modalidad de bioremediacion (remediacién bioldgica) es la bioaumentacion. Estudios han
probado que en suelos contaminados con los HAP prioritarios, con un contenido de agua en el suelo
ajustado al 60% e incubado a 28°C en la obscuridad, después de 56 dias de incubacion con adicion
del 10% y 20% de suspension del consorcio bacteriano se obtuvo una remocion de HAP del 20% y

36% (Mao et al, 2012).

Para saber si los HAP son faciles de remover deberé determinarse su biodisponibilidad debido a que
es uno de los principales parametros que influyen en el alcance de la remocién de los contaminantes
en el suelo (Riojas et a/, 2010). Y en varios casos, la presencia de altas concentraciones residuales de

HAP es causada por la limitada biodisponibilidad de los mismos (Cuypers et a/, 2002).




Estudios realizados, en su mayoria han estado destinados a la investigacién del comportamiento de
los HAP con menor cantidad de anillos o al conjunto de los 16 HAP prioritarios, bajo condiciones
aerobias. De estos estudios, ya se han obtenido las vias catabdlicas de degradacién para el naftaleno,
fluoreno, fenantreno, fluoranteno y pireno y se han reportado las bacterias aisladas capaces de
degradar los compuestos aromaticos prioritarios en medios liquidos, siendo especificamente
Mycobacterium sp., Sphingomonas sp., Pseudomonas fluorescens'y Stenotrophomonas maltophilia
las bacterias capaces de degradar el BA (Schneider et a/, 1996; Juhasz et a/, 1996, 1997, 2000; Chen
et al, 1999; Jouanneau y Meyer 2006; Seo et a/, 2009).

De acuerdo con pruebas realizadas, se aisl6 la bacteria de Sphingobium sp. de un suelo contaminado
con creosota y se demostré la biotransformacion de varios HAP incluyendo el BA 'y DBA, entre otros,

bajo distintas condiciones (Ye et a/, 1996).

En el caso del DBA se ha probado que, en incubacién de medio liquido y utilizando el pireno como
co-sustrato, la bacteria S, maltophilia (cadena VUN 10,003) es capaz de degradar el
dibenzo(a,h)antraceno en aproximadamente 56 dias, ademés de disminuir la mutagenicidad de los
HAP después del metabolismo de dicha bacteria y hay biodegradacion de HAP con cinco anillos

durante el crecimiento de la cepa en presencia de fenantreno (Haramaya et a/, 2009).

A su vez, Vinas et al. (2005) y Mao et a/. (2012) demuestran mediante pruebas moleculares (DGGE)
que la especie Proteobacteria es capaz de degradar HAP de 4 y 5 anillos. Por lo pronto, Wu et a/.
(2010) encuentra que el hongo Fusarium solani es capaz de biodegradar el antraceno y

benzo(a)antraceno de manera rapida y eficiente.

Esto conduce a deducir que bajo ciertas circunstancias, el BA y DBA son biodisponibles y a su vez
degradables y aunque se ha demostrado lo problematico que es la validacion de métodos quimicos
para predecir las fracciones biodisponibles de los HAP mediante bioensayos, es importante
considerar que las concentraciones acumuladas en los microorganismos presentes en el suelo no

solo depende de la fraccion biodisponible, sino también de las propiedades de los contaminantes
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(You et al, 2007; Gomez-Eyles et al, 2011), donde tiempos prolongados de contacto entre los
contaminantes organicos y los suelos, disminuye la biodisponibilidad de estos compuestos que son
asimilados por los microorganismos para su degradacion, proceso referido a su envejecimiento

(Belfroid et af, 1995; Alexander 2000; Northcott y Jones 2001; Makkar y Rockne 2003).

En estudios sobre la disipacién de HAP en suelos, con base en su biodisponibilidad y actividad
microbiana se determind que la degradacién microbiana de los HAP es en gran parte responsable
de la disipacion de los mismos y que en estudios de envejecimiento, la presencia o ausencia de
microorganismos fue el factor significativo (Mueller et a/, 2006). Sin olvidar que la sorcién en la
materia organica del suelo es probablemente el factor mas importante que limita la biodisponibilidad
de los compuestos organicos en el suelo, segun Riding et a/ (2013). El tamafio de particula puede ser
otro factor que afecte la biodisponibilidad de los contaminantes en los suelos y sedimentos (Mehler

et al, 2011b).

En la actualidad el interés en la biodisponibilidad de los HAP se ha incrementado y los factores que
la afectan han sido estudiados mediante aproximaciones (Chung y Alexander 1998). Las medidas de
biodisponibilidad pueden obtenerse por medidas bioldgicas directas (bioacumulacion), indirectas
(biomarcadores, reproduccion) o mediante la extraccidn con solventes organicos (n-butanol, hexano,
tolueno y tetrahydrofurano, THF), obteniendo mejores resultados con THF y no recomendado n-

butanol para suelos contaminados con fenantreno (Riding et a/, 2013).

Otra modalidad es mediante medidas quimicas indirectas de biodisponibilidad que ayudan a
determinar la concentracion soluble del contaminante en el suelo. Y segin Lanno et a/. (2004), en

caso de utilizarse deben correlacionarse con alguna respuesta biolégica.

Entre las técnicas utilizadas son la microextracciéon (SPME) y la extraccion en fase solida (SPE)
mediante el uso de resinas como XAD-2 (Xia et a/, 2010), perlas de Tenax-TA o ciclodextrin (HPCD)

(Cornelissen et al, 1997; Mayer et al, 2000; Reichenberg et a/, 2006; Oleszczuk 2008; Chen et al,
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2010; Wu et a/, 2013), logrando desorcién con ambos métodos y con buenos resultados para el

fenantreno con HPCD (Rhodes et a/, 2008, 2012).

Sin embargo, en algunos estudios de suelos se determind que la fraccion disponible de HAP en la
resina de Tenax-TA representa menos del 1% del total de la concentracién (Ouvrard et a/, 2011), como
es el caso donde se obtuvo el 0.3-9.6% de la concentracion extraible de HAP en muestras de suelo
(0.649 mg/kg y 0.075 mg/kg se lograron extraer del BA y DBA) (Bernhardt et a/, 2013). A diferencia
de otros estudios en sedimentos, donde se ha logrado extraer del 19-52% de compuestos con 3
anillos, del 27% al 77% de compuestos con 4 anillos, del 2% al 14% en compuestos con 5 anillos, 0.8%
a 8% de los compuestos con 6 anillos y de forma individual se logré extraer del 5% al 24% del

benzo(a)antraceno (Oleszczuk 2009).

Otros estudios se han basado en la diferencia entre tipos de suelo ya que se ha determinado que, en
suelos industriales contaminados, provenientes de plantas de gas manufacturado (MGP, por sus siglas
en inglés) y suelos agricolas, las concentraciones de HAP en los suelos son mucho mayores en los
primeros que en los segundos; ademas de ser mas estudiados. Sin embargo, estos dos tipos de suelos
presentan diferencias en las fracciones de desorcién rapida de HAP a causa de su textura, contenido

de carbono organico y envejecimiento (Guo et al, 2017).

Richardson and Aitken (2011) determiné la biodisponibilidad de HAP en tres suelos industriales (MGP),
mediante extraccion con Tenax-TA y la fraccion de desorcion répida fue de 0.13-0.53. A su vez, Guo
et al. (2017) obtuvo similares resultados en suelos industriales (0.18 - 0.54 y 0.14 - 0.53) como en

suelos agricolas (0.12 - 0.42). Y Barnier et al. (2014) determiné del 0.25% —7.59% en suelos industriales.

Otros estudios se han enfocado en otros métodos de tratamiento para determinar la disponibilidad
de los 16 HAP en suelos contaminados. Uno de ellos es mediante un precalentamiento a los suelos
(Biache et al, 2015), oxidaciones quimicas (Cuypers et al, 2000; Ferrarese et al, 2008; Cvancarova et

al, 2013) para mejorar la disponibilidad, probaron H,O, y Fenton, obteniendo buenos resultados a
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diferencia del tratamiento con KMNO, que es eficaz para degradar HAP aun a pesar de que las

muestras presenten baja disponibilidad (Ferrarese et a/, 2008; Valderrama et a/, 2009).

En estudios realizados especificamente para HAP con menor cantidad de anillos, tales como el
naftaleno y fenantreno se ha demostrado que su degradacion es controlada por la fraccion disuelta
del compuesto (Heitzer et a/, 1992). Ademas de encontrar que el antraceno es mas recalcitrante que

el pireno y el fenantreno (Mueller et a/, 2006).

Con base en lo anteriormente descrito, se hizo la seleccion de los HAP que se estudiaron en este
trabajo, ademéas de tomar en cuenta que los crudos de petroleo extraidos en diversas zonas
geograficas del mundo contienen diferentes proporciones de HAP y que se han encontrado 60
crudos de diversos origenes, de los cuales México produce tres tipos (IIE 1998). En la Tabla 3-1 se

establece la frecuencia de deteccidon de los 16 HAP prioritarios.

El trabajo se enfoca a dos HAP, el Benzo(a)antraceno (BA) y el Dibenzo(a,h)antraceno (DBA), con 4y
5 anillos arométicos, respectivamente; considerados por la USEPA como parte de los 16 mas tdxicos
y 7 de los mas carcinogénicos; a su vez, referidos en la normatividad mexicana, en la NOM-138-
SEMARNAT/SSA1-2012 (Diario Oficial 2013), en la cual establecen los Limites Maximos Permisibles
(LMP) de hidrocarburos en suelos y las especificaciones para su caracterizacién y remediacion (Tabla
3 de la norma), considerados a los HAP como hidrocarburos especificos en el suelo (Tabla 3-2).
Hidrocarburos que, en relacién con limites establecidos en distintos paises, presentan una mayor

flexibilidad de concentracion maxima regulada.

Los criterios para los niveles aceptables de HAP en el suelo varian. Muchos paises aun tienen que
publicar valores de referencia del suelo (SVG, por sus siglas en inglés), basandose en una evaluacion
del riesgo que representan para la salud humana de la exposicion al suelo contaminado, donde
dichos valores finales dependen del uso del suelo (es decir, agricola, residencial, industrial, etc). En
algunas jurisdicciones, las directrices se refieren a la concentracion acumulada de varios HAP,

mientras que otros utilizan la concentracion de los HAP cancerigenos (Doyle et a/, 2008).
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Tabla 3-1 Frecuencia de aparicion de los HAP prioritarios (US EPA) en 60 crudos a nivel mundial

Concentracion promedio de 60 crudos

HAP No- internacionales (mg/kg) Frecuencia
Anillos de deteccion (%)
Minima Méxima Promedio
Naftaleno 2 1.2 3700 4229 100
Acenaftileno 3 ND ND ND 0
Acenafteno 3 ND 58 13.9 80
Antraceno 3 ND 17 34 40
Fenantreno 3 ND 916 176.7 98
Fluoreno 3 14 380 73.6 100
Benzo(a)antraceno 4 ND 38 55 67
Fluoranteno 4 ND 26 39 40
Criseno 4 4 120 28.5 100
Pireno 4 ND 82 15.5 97
Dibenzo(a,h)antraceno 5 ND 9.2 1.0 47
Benzo(a)pireno 5 ND 7.7 2.0 75
Benzo(b)fluoranteno 5 ND 14 39 100
Benzo(k)fluoranteno 5 ND 7 0.46 93
Indeno(1.2,3-cd)pireno 6 ND 17 0.006 7
Benzo(g,h.i)perileno 6 ND 9.6 153 63

Carcinogénicos: HAP en cursiva

Tabla 3-2 Limites maximos permisibles para hidrocarburos especificos en suelo

Uso de suelo predominante

Hidrocarburos especificos (mg/kg base seca)
Agricola Residencial Industrial

Benceno 6 6 15
Tolueno 40 40 100
Etilbenceno 10 10 25
Xilenos (suma de isémeros) 40 40 100
Benzo(a)pireno 2 2 10
Dibenzo(a,h)antraceno 2 2 10
Benzo(a)antraceno 2 2 10
Benzo(b)fluoranteno 2 2 10
Benzo(k)fluoranteno 8 8 80
Indeno(1,2,3-cd)pireno 2 2 10

Fuente: NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012
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Con base en distintos trabajos realizados en sitios contaminados con hidrocarburos en México, el BA
y DBA son dos de los HAP que se encuentran frecuentemente en sitios contaminados, entre ellos:
Terminales de Distribucion y Almacenamiento (TAD) (Iturbe et a/, 2004), Terminales de Ferrocarriles
Nacionales de México en Liquidacion (lturbe et a/, 2009), asi como en Terminales Maritimas y

Refinerias, ubicados en distintos estados de la Republica Mexicana.

Debido a la complejidad de degradacion de los HAP, es que en el presente trabajo se pretende
determinar el efecto que presenta la materia orgénica y el agua en la biodisponibilidad y remocién
de la mezcla de los dos hidrocarburos (BA y DBA), considerados contaminantes con alto nivel de
riesgo por su toxicidad, de acuerdo con las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de los tres
suelos considerados en el estudio. Ya que sus caracteristicas son prioridad para conocer el destino

de los HAP en el medio ambiente (Golobocanin et a/, 2004).

Ademas de considerar que, en diferentes formas, bajo distintas condiciones, técnicas y metodologias
se han estudiado los HAP en mezcla de 16 o por separado de acuerdo con su peso molecular con
respecto a la cantidad de anillos que tienen. En otros casos solo se han realizado estudios de algunos
de los HAP segun el interés y objetivo de la investigacion, siendo prioridad los de menor cantidad de
anillos aromaticos y el benzo(a)pireno con mayor nimero de anillos; sin embargo, hasta el momento
no hay cita donde se referencie una mezcla de los hidrocarburos utilizados en este estudio, el BA'y

DBA.

Por tal motivo, con base en la biodisponibilidad del BA y DBA se puede determinar si la remocion se
debe a un proceso bioldgico y a su vez, determinar cual es la técnica de remediacién éptima para

suelos contaminados con este tipo de hidrocarburos aromaticos.
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Capitulo 4

Marco Tedrico

4.1 El suelo y su microbiologia

En la actualidad existen diferentes definiciones sobre el suelo, debido a que estan en funcion de las
disciplinas que lo estudian; sin embargo, este recurso natural esta cada vez mas enfocado hacia una

mayor perspectiva ambiental (Hartemink 2016).

El concepto de suelo se ha definido como “material no consolidado compuesto por particulas
inorganicas, materia organica, agua, aire y organismos, que comprende desde la capa superior de la
superficie terrestre hasta diferentes niveles de profundidad” (NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012). Y de
acuerdo con lturbe (2014), en ingenieria se define como la porcion de material no consolidado

superficial y subsuperficial de roca intemperizada y material suelto que descansa sobre la roca sélida.

El suelo estd formado por rocas a través de un proceso complejo de fuerzas fisicas, quimicas y
bioldgicas. Los principales factores involucrados en la formacion del suelo son el material parental, el
clima, la topografia, su actividad bioldgica, el tiempo y las caracteristicas bioldgicas del suelo varian
segun su localizacion y clima; ademas varia en profundidad, propiedades fisicas, composicion quimica

y origen (Pelczar et a/, 1982).

Independientemente de los horizontes que tenga el suelo, éstos contienen proporciones variables de
arcilla, limo y particulas de arena (Brady y Weil 2002). Las proporciones de los diferentes tamafios de
particulas constituyen la textura del suelo (Tabla 4-1), propiedad muy importante para la ecologia de

los microorganismos debido a que describe el area superficial que esta disponible como habitat para
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el crecimiento de los microorganismos. Es por tanto que, suelos con gran composicion de arcilla tiene
mucha mas area superficial disponible para los microorganismos, a diferencia de un suelo con alto

porcentaje de arena, debido a que las arcillas son particulas mucho mas pequefias que las arenas.

Tabla 4-1 Comparacién del tamafio de particula, nimero de particula y area superficial

por gramo de arena, limo y arcilla

Componente del B No. de Area superficial
Diametro (mm) ,
suelo particulas/g (cm?/g)
Arena 2.00 - 0.05 90 11
Limo 0.05-0.002 5.78 x 10° 454
Arcilla 0.002 9.03 x 10" 8 000 000

Fuente: Brady y Weil 2002

Los suelos contienen enormes y diversas comunidades microbianas (Atlas et a/, 1998). Son
generalmente un habitat favorable para la proliferacién de microorganismos, con desarrollo de
colonias sobre las particulas del suelo (Fig. 4-1). Un gran nimero de microorganismos se encuentran
en el suelo, mucho mayor a los encontrados en cuerpos de agua dulce. Cominmente se encuentran
en un intervalo de 10° - 10° bacterias por gramo de suelo (Sihag et a/, 2014). Los microorganismos
encontrados en el suelo incluyen virus, bacterias, hongos, algas y protozoo. Los suelos que presentan
concentraciones de materia organica relativamente altas favorecen el crecimiento de

microorganismos heterotrofos (Atlas et af, 1998).

Es dificil atribuir una adaptacion generalizada de la microbiota nativa del suelo, debido a que dicha
matriz tiene muchos habitats y en un area tan concreta no puede haber varias situaciones distintas

de "microambiente” que favorezcan las diferentes poblaciones autdctonas del suelo.

De todos los microorganismos que conforman la poblacion del suelo, las bacterias sobrepasan a
todos los demas grupos de microorganismos, tanto en nimero como en variedad (Pelczar et a/,
1982). Las bacterias encontradas en los suelos pueden ser autétrofas, heterdtrofas, mesdfilas,
termofilas, psicrofilas, aerobias, anaerobias o anaerobias facultativas, degradadoras de celulosa y

oxidantes del azufre; fijadoras de nitrégeno, degradadoras de proteinas y otros tipos; y aunque no

-25-



es posible describir las caracteristicas generales de las bacterias nativas del suelo, los parametros
abidticos de algunos suelos restringen las poblaciones microbianas que puedan desarrollarse en el
mismo. Las bacterias comUnmente encontradas en el suelo son: Acinetobacter, Agrobacterium,
Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium, Caulobacter, Cellulomonas, Clostridium,
Corynebacterium, Flavobacterium, Micrococcus, Mycobacterium, Pseudomonas, Staphylococcus,
Streptococcus y Xanthomonas. Las cuales se presentan en distintas proporciones en cada uno de los

suelos.

colonias de
bacterias

particula
de arcilla —_ty

Figura 4-1 Estructura del suelo, con agua y aire en espacios porosos y distribucion de colonias de bacterias
(Baker y Herson 1994)

Es importante mencionar que los hongos constituyen una gran proporcion de la biomasa microbiana
en el suelo, en su mayoria como nativos, sin embargo, éstos se encuentran principalmente en la parte
superior de la superficie del suelo, es decir, a 10 cm de profundidad, pues rara vez se encuentran por
debajo de los 30 cm, siendo mas abundantes en suelos acidos y bien aireados. Los hongos que se
presentan con mayor frecuencia en los suelos son especies de Aspergillus, Geotrichum, Penicilliumy
Trichoderma, asi como ascomicetos y basidiomicetos que también se producen en grandes

cantidades (Atlas et al, 1998).

Es, por tanto, que la gran capacidad de la absorcion del suelo y sus numerosos habitats influyen

fuertemente en las interacciones entre los hongos y bacterias del suelo.
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El nUmero de organismos en el suelo estan influenciados principalmente por la cantidad y calidad de
sustrato disponible, en este caso del contaminante contenido en el suelo. Por tal motivo, la
biodegradacion de los hidrocarburos es definida por las caracteristicas bioldgicas del suelo (Betancur
et al, 2006). Aunque hay una gran diversidad de organismos capaces de degradar los HAP con menor
cantidad de anillos, relativamente pocos se conocen como degradadores de HAP que contengan

mas de 4 anillos (Juhasz et a/, 2000).

El suelo es un medio Unico que contiene una comunidad diversa de organismos que representa a
muchos tipos de caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas. Sin embargo, es importante considerar el
numero y la actividad de cada consorcio al caracterizar un suelo, pues algunos organismos existen
en niveles numéricamente bajos y representa una gran influencia en algunos procesos bioldgicos.
Esto dependera del proceso que se lleve a cabo, de la matriz contaminada y de los contaminantes

presentes.

Los organismos en el suelo no son estaticos en cantidad o actividad, por lo tanto, el conteo de alguna
poblacidon microbiana o de su actividad representa un punto en el tiempo para esa poblaciéon en
particular que esta en equilibrio dindmico con su entorno fisico, quimico y bioldgico. La variacion de
la cantidad de microorganismos y su actividad puede presentarse de acuerdo a la profundidad y tipo
de suelo (Page et al, 1982). Algunos factores que afectan el nimero de organismos incluyen factores
fisicos, como la humedad y la temperatura; factores bidticos, como la depredacion y competencia
entre microorganismos; y las caracteristicas quimicas del suelo, por ejemplo, la acidez, nutrientes
disueltos y salinidad (Brady y Weil 2002). Asimismo, la actividad microbiana esta regulada por factores
en comun, tales como las condiciones nutricionales, la disponibilidad del agua, la temperatura y otros
factores importantes que las afectan son las concentraciones de protones y la falta de suministro de

oxigeno.

Los métodos utilizados para estudiar la diversidad microbiana presente en el suelo consisten en

conocer la riqueza de especies, el nimero total de especies, la uniformidad de las especies y la
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distribucion de las mismas presentes en el medio (Trevors 1998b; Ovreas 2000). Sin embargo,
determinar por completo la diversidad de la microbiota representa un obstaculo para calcular la
poblacion de una muestra de suelo (Pelczar et a/, 1982). Los métodos empleados pueden clasificarse

en dos tipos: Técnicas Bioquimicas y Moleculares.

La identificacion y caracterizacion de las comunidades microbianas en suelos contaminados, se ha
limitado por muchos afios a conocer los microorganismos presentes provenientes de una muestra
de suelo, mediante técnicas cultivables, es decir, mediante técnicas bioquimicas, las cuales
determinan solo una fraccién representativa de los microorganismos involucrados en la
biodegradacion de los contaminantes presentes en la matriz, ademas de que estos métodos de
cultivo sélo revelan los tipos fisiologicos y nutritivamente compatibles con el ambiente del medio de

cultivo (Pelczar et a/, 1982).

Tradicionalmente se ha utilizado la técnica de cuenta en placa y cuenta directa viable. Estos métodos
son rapidos, econdmicos y proporcionan una informacion sobre la poblacion activa heterétrofa. Sin
embargo, el uso de esta técnica presenta varias limitantes, como la dificultad que se presenta al
garantizar que durante el procedimiento se extraigan todas las bacterias de las particulas del suelo,
la seleccion correcta del medio de crecimiento a emplear (Tabacchioni et a/, 2000), las condiciones
de crecimiento (temperatura, pH, luz), la incapacidad de cultivar gran nUmero de especies bacterianas
con técnicas actuales y el potencial de inhibicion colonia-colonia o de propagacion de la colonia
microbiana (Trevors 1998b). Por tanto, se considera que estas limitantes influyen en la diversidad

aparente de la comunidad microbiana.

Se ha estimado que la comunidad microbiana en un gramo de suelo puede contener desde mas de
mil diferentes especies bacterianas hasta cuatro mil distintas especies (Torsvik et a/, 1990). Sin
embargo, se ha observado que el crecimiento rapido de los organismos o cepas mejor adaptadas a
un cultivo crecen preferentemente a las no adaptadas y por lo tanto, no representa con precision la
composicion actual de la comunidad microbiana en ambientes contaminados (Rappé et a/, 2003;

Gilbride et a/, 2006), es decir, que muchos de los microorganismos depositados en el medio
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contaminante en muchas ocasiones no llegan a ser favorecidos y por tanto, no son detectados.
Ademas de que, tampoco se garantiza que el 1% de muestra obtenida para su analisis sea

representativa de la poblacién bacteriana.

4.2 Compuestos organicos en el suelo

Los compuestos organicos, tales como plaguicidas e hidrocarburos, suelen moverse en una o mas
direcciones, como vaporizacién en la atmdsfera sin cambio quimico, pueden ser absorbidos por el
suelo, pueden experimentar reacciones quimicas dentro o sobre la superficie del suelo, cambiar su
estructura por microorganismos que se encuentran en el suelo, lavarse en arroyos y rios en la
escorrentia superficial o adsorberse por plantas o animales del suelo y entrar a la cadena alimenticia.
Por ello, el destino especifico de estos productos quimicos se determina por sus estructuras quimicas,

que son altamente variables.

Existen cientos de compuestos orgénicos que estan de manera natural o antropogénica. Mas de 1600
compuestos organicos han sido identificados en ambas formas, natural o en ambientes
contaminados, los cuales son de interés por la contaminacién superficial que, a su vez, son asociados

con la refinacion de productos del petréleo o con la ignicidon de combustibles fosiles (Suthersan 1997).

Por tal motivo, es esencial tener un conocimiento fundamental del tipo de contaminante y sus
propiedades para entender su comportamiento en el suelo. Casi todos los contaminantes de interés
ambiental que ocasionan preocupacion pueden clasificarse en organicos o inorganicos (Fig. 4-2), que
por definicidn los compuestos organicos son aquellos que contienen carbdn organico y los que no

lo contienen son considerados como inorganicos.

Dentro de la clasificacién de compuestos organicos- hidrocarburos no clorados-no volatiles-no
solubles se encuentran los HAP, considerados como compuestos complejos, formados por dos o mas

anillos aromaticos fusionados que pueden ser naturales o de origen antropogénico (Harayama 1997).
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Existen dos clases de hidrocarburos aromaticos: los que tienen de 2 a 3 anillos aromaticos (bajo peso
molecular), como el naftaleno, fenantreno, antraceno y derivados y los que tienen de 4 a 7 anillos
aromaticos (alto peso molecular) como el criseno, benzo(a)pireno, entre otros. Los primeros HAP
tienden a ser mas solubles y tienen menor afinidad por las superficies que los que tienen mayor
cantidad de anillos, lo que hace que exista una menor tendencia a acumularse (Boonchman et a/,
2000). Y en condiciones ambientales, los HAP con més anillos aromaéticos, son casi completamente

adsorbidos en particulas finas, lo que reduce notablemente la tasa de degradacion.

QUIMICOS ANTROPOGENICOS

ORGANICOS

INORGANICOS

Otros

i Otros aLe i
Hidrocarburos No-Clorados Oxigenados Metal Alcali
Halbgenados Metal Pesado
\\ (Principaimente 13 metales coniaminanies)
No Volatil Volatil No Volatil
\ Soluble
No Soluble No Soluble
No Soluble
Volatil Soluble ™ pope)
Biodegradable
(HAP < 5 anilos)
Recaicitrante
No Soluble Soluble (HAP > 5 anillos)

Recalcitrante
Biodegradable

Figura 4-2 Clasificacién de los contaminantes (Haramaya 1997)

El grado de toxicidad se relaciona generalmente con el peso molecular de los HAP, pues los de menor
numero de anillos son tdxicos agudos causando efectos sobre las tasas de reproduccién y mortalidad

de los animales acuéticos y con los compuestos de mayor peso molecular presentan a menudo una
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mayor toxicidad, aunque la via de exposicion y la presencia de otras sustancias toxicas influye en los

efectos toxicoldgicos. La mayoria de ellos son mutagénicos y cancerigenos (Mao et a/, 2012).

Se estima que la mayor parte de los hidrocarburos presentes en el medio ambiente
(aproximadamente el 90%), se encuentran en los ecosistemas terrestres y mas concretamente, en los
20 cm superiores del horizonte del suelo (Jones et a/, 1989; Maliszewska-Kordybach 1996, 1999). Se
componen de mezclas de numerosos compuestos homdlogos adheridos a las particulas del suelo y

sedimentos, lo que restringe su disponibilidad para su biodegradacion (Mao et a/, 2012).

Existen varios factores que afectan la estabilidad de los HAP por lo que es complicado determinar los
tiempos de vida media de cada uno. Sin embargo, se ha determinado que los hidrocarburos
aromaticos con menor cantidad de anillos tienen vidas medias de dias o0 menos en la atmosfera, de

semanas en el agua, de meses en suelos y afios en sedimentos (Sparling 2016).

4.3 Biodisponibilidad de los HAP

El término biodisponibilidad en muchas de las ocasiones ha sido utilizado indistintamente de la
fraccion bioaccesible de un contaminante en el suelo, debido a que se considera que la
biodisponibilidad representa la accesibilidad de una sustancia quimica del suelo con destino a la

asimilacion por los microorganismos y posible toxicidad.

Un compuesto biodisponible puede definirse como aquél que esté libremente disponible para cruzar
la membrana celular de un organismo a partir del medio donde habita el organismo en un momento
dado. Y compuesto bioaccesible como aquél que esta disponible para cruzar la membrana celular de
un organismo del entorno, si el organismo tiene acceso al contaminante. Sin embargo, el producto
quimico puede ser eliminado fisicamente del organismo o biodisponible sélo después de cierto

tiempo (Semple et. a/, 2004).
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De acuerdo con la SEMARNAT (2006), la biodisponibilidad es una caracteristica de las sustancias
tdxicas que indica la facilidad de incorporarse a los seres vivos mediante procesos o mecanismos,
inhalacion, ingesta o absorcion, y que estan influenciados por diferentes parametros como, las rutas

de exposicion, las caracteristicas fisioldgicas del receptor y las caracteristicas quimicas del compuesto.

Se considera como “procesos de biodisponibilidad” a las interacciones fisicas, quimicas y bioldgicas
que determinan la exposicion de los organismos a productos quimicos asociados con los suelos y

sedimentos (Ehlers y Luthy 2003)

La biodisponibilidad de los contaminantes organicos es el principal factor que determina su destino,

la toxicidad y las pérdidas en el medio ambiente.

Bajo las condiciones reales de suelo contaminado, la tasa de crecimiento microbiano disminuye con
el tiempo, ya sea debido al agotamiento del sustrato unido reversiblemente o como resultado de un
aumento en la cantidad acumulada de sustrato consumido para el mantenimiento de biomasa. En
este Ultimo caso, la poblacion microbiana entra en la fase de crecimiento estacionario, a pesar de
grandes existencias de sustrato hay tanta biomasa, que todo el sustrato que entra en la fraccién

biodisponible se consume para el mantenimiento de biomasa.

Si el contaminante se degrada por una comunidad microbiana, la via metabdlica se distribuye entre
varias especies de microorganismos que pueden estar interconectadas por relaciones tréficas
complejas. Por lo tanto, la tasa de degradacion de contaminantes no esta determinada por un solo

microorganismo.

Todas las bacterias degradadoras de HAP son capaces de asumir el sustrato de la fase acuosa, sin
embargo, la mayor parte del volumen de poros del suelo es inaccesible para las células bacterianas
por razones de geometria. Van Gestel (2008) ha descrito como el anélisis geométrico muestra que

solo una pequefia fraccion de la superficie de las bacterias estd en contacto directo con los
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compuestos adsorbidos sobre la superficie del suelo y solo algunas bacterias liberan los HAP

Unicamente de la fase acuosa.

De acuerdo con Miller y Alexander (1991) se cree que los microorganismos solo pueden acceder a
una porcion de compuestos sorbidos, que segin Bosma (1997) puede estar limitada por la cinética
de transferencia de masa. De los distintos métodos que existen para medir la biodisponibilidad, lo
gue se pretende es la extraccién de una parte de la concentracién total del contaminante, que

representa una medida del contaminante disponible (Barnier et a/, 2014).

Para ello, se ha utilizado agua para desorber los compuestos de los suelos o sedimentos, en conjunto

con resinas como el Tenax-TA, y asi determinar la fraccion de desorcion (Cui et a/, 2013).

En la Tabla 4-2 se presentan las especificaciones de la resina de Tenax-TA utilizada en este trabajo.

Tabla 4-2 Especificaciones de la resina de Tenax-TA

Propiedad Resina de Tenax-TA
Estructura o nombre quimico Resina de polimero 2,6-6xido de difenileno
Limite de temperatura 350°C
Afinidad por el agua Baja
Area de superficie especifica 35 m¥/g
Volumen de poro 2.4 cc/g
Tamafio medio de poro 200 nm
Densidad 0.25 g/cc

Fuente: Scientific Instrument Services, Inc. (https://www.sisweb.com/index/referenc/tenaxtam.htm#4)

4.4 Degradacion de los HAP

La degradabilidad de un compuesto esta en funcién de la ocurrencia que tiene en la naturaleza y en
algunos casos los compuestos con un alto peso molecular, particularmente aquellos que tienen

estructuras complejas con anillos y compuestos halogenados se degradan con mayor lentitud que
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los hidrocarburos simples que se encuentran en una cadena lineal o de menor peso molecular (Das

2014).

Situacion que se presenta en la degradacion de los HAP, que dependera de la complejidad de la
estructura quimica y el grado de adaptacion enzimatica. En estudios realizados (Gray et af, 1994;
Tsomides et a/, 1995) y de forma general se ha demostrado que los hidrocarburos con menos de 10
atomos de carbono o bien de 3 0 menos anillos aromaticos (bajo peso molecular) tienden a ser faciles

y rapidos de degradar (Nam et a/, 2001).

Makkar y Rockne (2003) han determinado que practicamente todos los HAP con menos de 5 anillos
son parcialmente biodegradables por microorganismos aerobios y anaerobios. Y los hidrocarburos
con cuatro, cinco o mas anillos son altamente persistentes y son considerados recalcitrantes

(Suthersan 1997).

Algunos HAP pueden degradarse bioldgicamente en la capa de suelo aerdbico, pero este proceso es
lento, debido a la sorcion en la fraccion de carbono orgéanico del suelo que reduce la
biodisponibilidad. Por la misma razon, la lixiviacion de HAP a través de la capa superficial del suelo a
las aguas subterraneas se supone que es insignificante, lo que dependera también del tipo de suelo

presente.

Numerosos factores abidticos y bidticos afectan la degradacion de los HAP en ambientes como el
suelo (Fig. 4-3). El nimero de anillos aromaticos que tenga el hidrocarburo y sus propiedades
guimicas tienen un efecto importante en su destino ambiental, por lo que a los compuestos de mayor
peso molecular se consideran persistentes por periodos més largos que sus homdélogos de menor

peso molecular.

Aunque los factores abidticos tales como pH, contenido de humedad, niveles de oxigeno vy

disponibilidad de nutrientes tienen influencia en la degradacion de HAP, es evidente que los procesos
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microbianos son en gran parte responsables de la

Alexander 1999).

Peso molecular
Conceniracion

Propiedades de los HAP

Solubiidad en agua

Esiructura del anilio

Hidrofobicidad

Biodisponibiidad

mayor degradacién (Bossert y Compeau 1995;

Presencia de fuente akernaiva de C

Tiempo de coniacio: Suelo-HAP

Propiedades del suelo
Porosidad

Transferencia de masa

Conienido de nutrienies

Conienido de materia organica

Degradacion de los HAP

Temperatura

Diversidad

Produccion de surfactanie

Afinidad por el sustraio

Abundancia de especies

Ecologia microbiana

Gama de sustraios

Exposicidn previa

Vias metabdlicas

Figura 4-3 Factores abidticos y bidticos que afectan la degradacion de los HAP en el suelo

(Doyle et al,

2008)

Con base en trabajos de investigacién realizados para determinar la degradacién de los HAP con dos

y tres anillos, han sido ampliamente estudiados, sin embargo, hasta finales de los afios 70's las

investigaciones con HAP de 4, 5 y 6 anillos aromaéticos, habian sido significativamente menores

(Herbes et al, 1978; Tabak et a/, 1981) debido a la complejidad de su degradacion; aun a pesar del

impacto que tienen en los efectos a la salud. En los Ultimos 10 afios, la investigacion sobre

biodegradacion por bacterias de HAP ha avanzado mas, debido a la documentacién de nuevos

aislamientos que representan diversos tipos de bacterias que han sido aisladas de diferentes entornos

y que poseen diferentes capacidades metabdlicas (Kanaly et a/, 2010).
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Uno de los factores importantes a considerar en estudios de degradacion es la vida media del
contaminante en el suelo. De acuerdo con estudios realizados en el laboratorio, Sims et a/. (1988)
determina que la degradacién de los HAP con 2 anillos presentes en suelos arenosos es
considerablemente alta, con una vida media de aproximadamente 2 dias. La vida media de HAP con
3 anillos, como el antraceno y el fenantreno, es de 16 y 134 dias, respectivamente y los HAP con 4, 5
y 6 anillos, generalmente presentan una vida media mayor a los 200 dias. De forma similar, Heitkamp
et al. (1987) determinan vidas medias menores de 10 dias, menores de 100 dias y mayores de 100 dias

para HAP con 2, 3 y mayores de 4 anillos, respectivamente.

Los HAP son degradados microbiologicamente en una o dos vias, la que se lleva a cabo como Unica
fuente de carbén y energia para los microorganismos, por cometabolismo (demostrada con HAP con
mas de 4 anillos arométicos) o co-oxidacion si la oxidacién ocurre (Heitkamp et a/, 1988; Heitkamp

et al, 1988a, 1988b; Mueller et a/, 1990; Cookson 1995).

De hecho, el cometabolismo puede ser el Unico modo de metabolismo para la degradacion del HAP
con mayor cantidad de anillos. Y el enriquecimiento analogo del sustrato puede también ser til para
aumentar la degradacion. Ya que la presencia de un sustrato analogo tal como el naftaleno, aumenta
la degradacion del pireno y muchos organismos. Bajo este modo del metabolismo, el sustrato
analogo es el sustrato primario, y la produccién enzimatica conveniente llega a estar disponible para

degradar el HAP mas pesado como el sustrato secundario (Suthersan 1997).

Se ha observado que la co-oxidacion aumenta la degradacion de HAP con mas de 4 anillos (Sims y
Overcash 1983; Keck et a/, 1989). Mismos que presentan mayor degradacién cuando estan en mezclas
gue cuando estan como compuestos puros en el suelo (Sims et a/, 1988) debido a su baja solubilidad,

mayor estabilidad y, por tanto, los hace mas recalcitrantes (Wilson y Jones 1993).

En la Tabla 4-3 se presentan las propiedades fisicoquimicas de los HAP que se estudiaron en este

trabajo: Benzo(a)antraceno (BA) y Dibenzo(a,h)antraceno (DBA).
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Tabla 4-3 Propiedades fisicoquimicas del Benzo(a)antraceno (BA) y Dibenzo(a,h)antraceno (DBA)

Nombre Benzo(a)antraceno (BA) Dibenzo(a,h)antraceno (DBA)

e
oeos G

7

Estructura

CTSHWZ CZZHM
Otros nombres 1,2 Benzantraceno 1,2,5,6 Dibenzantraceno
No. de anillos 4 5
Peso molecular (g) 228.3 278.36
Punto de ebullicion (°C) 437.6 524
Constante de Henry (atm-m*/mol) 6.6x107 7.33x10°°
Coeficiente de distribucion, Log K. 6.14 6.22
Coeficiente de distribucién
n-octanol/agua Log Ky, >61 636
Solubilidad en agua (mg/l)a 25°C 0.014 0.0005
Carcinogenicidad Relativa Poco activo ( < +) Activo (+++)

Fuente: Montgomery y Welcom 1990; Futoma et a/, 1981

De forma general, la via de degradacion de los HAP se resume de la siguiente forma:

Microorganismos

Sustrato o » Proteinas + CO, + H,O
2

4.5 Variables que influyen en la biodisponibilidad y degradacion de los HAP

Con base en lo descrito anteriormente, se sabe que son varios los factores que influyen en los
procesos de biodisponibilidad y degradacion de los HAP en los suelos, considerando a su vez la

aclimatacion requerida de los microorganismos.

De acuerdo con el trabajo realizado se describe en breve las variables monitoreadas en la remocion

del BA'y DBA.
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4.5.1 Materia Organica

La materia organica esta constituida por una amplia gama de sustancias organicas (carbonosas), las
cuales incluyen a los organismos vivos presentes, es decir, la biomasa del suelo, los restos carbonosos
de los organismos que ocuparon el suelo y compuestos organicos producidos por el metabolismo
actual y pasado en el suelo. Con el tiempo la materia organica se pierde en el suelo como producciéon

de diéxido de carbono por respiracién microbiana (Brady y Weil 2002).

El material organico en el suelo se ha definido como la fraccién organica del suelo, incluyendo plantas,
animales y residuos microbianos, fresco y en todas las etapas de descomposicién, asi como el humus
presente en el suelo. Sin embargo, la materia organica incluye solo los materiales organicos que

acompafian a las particulas del suelo a través de un tamiz de 2 mm.

Es dificil estimar cuantitativamente la cantidad de materia organica presente en el suelo, debido a
que los procedimientos que se han utilizado desde hace muchos afios incluyen la determinacion del
cambio de peso de una muestra de suelo, resultado de la destruccién de los compuestos orgénicos
por tratamiento mediante peroxido de hidrogeno (H,0,, dicromato de potasio (K,Cr,0;) o por
ignicién a altas temperaturas, sin embargo, las tres técnicas estan sujetas a error. El método con H,0,
no quita cuantitativamente la materia organica, el método de combustiéon humeda (Walkley — Black
1934) con K,Cr,0; solo determina una parte del carbono organico y el método por ignicidon da una
sobrestimacion porque tanto los componentes organicos como inorganicos pierden peso durante el
calentamiento (La Manna et a/, 2007). Alternativamente, el contenido de materia organica de un
suelo puede calcularse multiplicando la concentracion de carbono organico por un factor constante

basado en el porcentaje de carbdn en la materia orgénica.

Por tanto, la cantidad de materia organica que contenga un suelo en un momento dado sera la
diferencia entre la biomasa total recibida y la biomasa mineralizada de forma relativamente rapida y

el humus mineralizado de forma lenta.
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Las principales acciones atribuidas a la materia organica y sus efectos asociados de acuerdo con Porta
et al. (1994) y Stevenson (1994), son: La estructuracion del suelo porque favorece la formacion y
estabilizacion de agregados, la aireacion, resistencia al encostramiento, velocidad de infiltracién,
circulacion de agua, entre otras. La adsorcion e intercambio de iones qué interviene en el ciclo
biogeoquimico de nutrientes, controla la acidez y basicidad del suelo, ademas de permitir la
formacion de complejos y quelatos. La retencién y suministro de agua, que interviene en el balance
hidrico del suelo y la estimulacién de la actividad biolégica debido a que proporciona energia y

nutrientes para la flora y la fauna del suelo.

La cantidad y el tipo de materia organica del suelo influye en casi todas las propiedades que
contribuyen a la calidad del suelo y ha sido sefialado como un indicador importante debido a su

papel crucial en las propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas del suelo (Chen et a/, 2008).

Se sabe que la materia organica del suelo afecta la remocion de los HAP de dos maneras distintas
(Yang et al, 2011). Por un lado, los contaminantes podrian unirse al material orgéanico para que no se
puedan degradar (Ortega et a/, 2013), debido a que la sorcidon de contaminantes organicos tiende a
impedir el contacto directo entre microorganismos y los HAP, lo que es necesario para que la

biodegradacién ocurra (Zhang et a/, 1998).

Es decir, que la materia organica del suelo es capaz de mejorar la adsorcién del contaminante y
reducir su biodisponibilidad, por lo que disminuye la fraccién disponible para los microorganismos y

se pueda llevar a cabo la degradacién (Chen 2015).

Por tanto, el secuestro de los contaminantes dependera de cémo esté conformado el suelo debido
a que la relacion de materia organica y la cantidad de arcilla presente en el suelo lo determinara
(Chung y Alexander 1998). Pues Morrison et a/, (2000) reporta que los hidrocarburos que son
adicionados al suelo mucho tiempo atras, son mucho menos disponibles que los adicionados

recientemente.
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4.5.2 Contenido de agua en el suelo

El agua es de vital importancia en el funcionamiento ecolégico de los suelos y es importante
considerar el efecto que representa el contenido de agua en el suelo dependiendo su cantidad
presente y el tamafio de poro. El contenido de agua del suelo se refiere a la cantidad de agua (masa
o volumen) que se halla en cada posicion de un suelo en un momento determinado (Porta et al,
1994). Ademas de que ejerce gran influencia sobre la aireacion y temperatura del suelo, ésta compite
con el aire del suelo por la ocupacién de poros e interfiere en la difusion de gases dentro y fuera del
mismo. Se considera que el aire y el agua juntos ocupan el volumen de los espacios y usualmente

conforman del 25% al 50% del volumen total (Volke y Velasco 2004).

El agua del suelo puede resistir cambios en la temperatura en virtud de su elevado calor especifico y

su alta energia de evaporacion (Brady y Weil 2002).

El comportamiento fisico del suelo esta controlado por su contenido de agua, que influye en la
consistencia, plasticidad, penetrabilidad, temperatura, etc. Cuando se tiene un contenido de agua
muy bajo, el suelo se comporta como un solido fragil; sin embargo, cuando el contenido de agua es
muy alto, el suelo y el agua tienden a fluir como un liquido (Das 2004). Es por ello, que con base en
este parametro se clasifica el comportamiento del suelo en cuatro estados: sélido, semisdlido, plastico

y liquido.

A los limites liquidos y plastico se les conoce como limites de Atterberg o limites de consistencia, que
representa la resistencia que tiene el suelo para cambiar de forma y estara en funcién del contenido

de agua y de los minerales predominantes en el suelo (Budhu 2011; Lekshmi et al., 2014).

Con base en lo anterior puede determinarse la superficie especifica de las particulas del suelo que se
refiere a la relacion del area superficial con respecto al volumen de masa (lturbe 2014). Parametro
importante en la caracterizacion de un suelo ya que a mayor superficie especifica, la capa de agua

adsorbida al suelo sera mayor.
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Capitulo 5

Metodologia

El estudio se dividio en 3 experimentos para determinar a escala laboratorio la disponibilidad del BA

y DBA, y su remocion bajo distintas condiciones de agua y materia organica en tres suelos.

El experimento 1 (ET) se realizd para determinar la concentracién disponible de los dos HAP, mediante

la desorciédn de los hidrocarburos con el uso de la resina de Tenax-TA.

El experimento 2 (E2) se llevd a cabo para determinar la remocion de los dos HAP en tres suelos
contaminados de manera artificial, con distintos contenidos de materia orgénica, incubados
aerdbicamente, con tres porcentajes de contenido de agua. A la par, se tuvo un experimento control
(C2), con iguales condiciones que E2 para observar el comportamiento microbioldgico en los suelos

sin contaminar.

El experimento 3 (E3), se llevd a cabo para determinar la remocion de los dos HAP, bajo las mismas
condiciones que en E2, pero con adicién de un inhibidor de crecimiento bacteriano. De igual forma,
se tuvo un experimento control (C3), con iguales condiciones que E3, donde se monitoreo y controld

la inhibicién de crecimiento bacteriano, en los suelos sin contaminar.
Como parte de los experimentos para determinar la remocion de los HAP, de forma adicional se
realizé un experimento con bajas concentraciones de los hidrocarburos (EBC), con los mismos tres

porcentajes de agua y con adicion de inhibidor de bacterias.

En la Tabla 5-1 se indican las condiciones establecidas en los experimentos:
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Tabla 5-1 Condiciones establecidas en los experimentos (E1, E2-C2, E3-C3, EBC), en los tres suelos (Tabasco,

Morelos y Veracruz)

Condiciones en los suelos

) Con inhibidor de Sin inhibidor Control del
Experimento  Contaminado Sin . o .
) crecimiento de crecimiento  contenido de agua
BA-DBA contaminar ) )
bacteriano bacteriano (30, 50 y 90%)

E1 v - v - -

E2 v - - v v

c2 . v . v v

E3 v - v - v

c3 - v v - v

EBC v - v - v

E1: Biodisponibilidad de HAP en 2 g de suelo (Tabasco, Morelos y Veracruz) durante 39 dias con inhibidor de crecimiento

bacteriano

E2: Remocién de HAP en 30 g de suelo (Tabasco, Morelos y Veracruz), en incubacion aerobia durante 39 dias, con el 30%,
50% y 90% CC, sin inhibidor de crecimiento bacteriano

C2: Control del experimento E2 (suelos sin contaminar) en incubacién aerobia durante 39 dias, con el 30%, 50% y 90% CC,
sin inhibidor de crecimiento bacteriano

E3: Remocion de HAP en 30 g de suelo (Tabasco, Morelos y Veracruz), en incubacion aerobia durante 39 dias, con el 30%,
50% y 90% CC, con inhibidor de crecimiento bacteriano

C3: Control del experimento E3 (suelos sin contaminar) en incubacion aerobia durante 39 dias, con el 30%, 50% y 90% CC,
con inhibidor de crecimiento bacteriano

EBC: Remocion de HAP con bajas concentraciones, en 30 g de suelo (Tabasco, Morelos y Veracruz), en incubacién aerobia

durante 39 dias, con el 30%, 50% y 90% CC, con inhibidor de crecimiento bacteriano

5.1 Muestreo de los suelos y su clasificacion

Se eligieron suelos con diferentes contenidos de materia organica y distribucion de tamafio de
particula, los cuales se colectaron de tres estados de la Republica Mexicana. Los suelos de Tabasco y
Veracruz fueron colectados de areas con gran actividad petrolera, por tanto, los hace suelos

vulnerables a los problemas causados por contaminacién de hidrocarburos (Palma & Cisneros 1996).

El primer sitio de muestreo se localizé en Huimanguillo, Tabasco. Las muestras de suelo se tomaron

muy cerca de un area pantanosa. El sitio colinda con las instalaciones del Complejo Procesador de
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Gas, La Venta en la region occidental del estado de Tabasco (N 18° 05 17", W 94° 02" 44"). El segundo
sitio de muestreo se localizé en el Parque Nacional de las Lagunas de Zempoala en el Corredor Ajusco
Chichinautzin en Morelos (N 18° 53" 32", W 99° 51' 54"). El tercer suelo se tomd de un sitio localizado

en Coatzacoalcos, Veracruz (N 18° 03" 00" W: 94° 13" 00").

El suelo de Tabasco es franco-arcillo-arenoso con contenido de materia organica medio (149 g/kg),
esta clasificado como Gleysol (Rivera et a/, 2002), color pardo obscuro, con alta porosidad. El suelo
de Morelos es franco con alto contenido de materia organica (506 g/kg), clasificado como Andosol

Umbrico, mientras el suelo de Veracruz es una arena con un bajo contenido de materia organica (5

9/kg).

En cada sitio de muestreo se delinearon tres parcelas diferentes de 400 m? y se obtuvieron en una
capa de suelo entre 0 y 15 cm. Las muestras de suelo de cada parcela se agruparon de manera que
se obtuvieron nueve muestras de suelo, es decir, tres lugares y tres parcelas (Anexo 1). Previo a la
toma de muestras de suelo se retiraron hierbas y piedras ajenas al propio suelo que se encontraba
en la superficie. El suelo se colectd en costales, se etiquetd y selld previo a su traslado al Instituto de
Ingenieria, posteriormente, se homogenizd cada una de las muestras, se disgregd y se hizo pasar por
una malla del No. 10 (2 mm). Las muestras de suelo (n=9) se secaron a temperatura ambiente para

poder ajustarlas a los diferentes contenidos de agua antes de la incubacién aerobia.

5.2 Caracterizacion de los suelos

Se realizd la caracterizacion de los tres suelos (Tabasco, Morelos y Veracruz) considerando sus
principales propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de acuerdo con métodos normados y
estandarizados, con el objeto de determinar sus condiciones iniciales. Todas las determinaciones se

hicieron por triplicado.

Los parametros fisicos que se determinaron fueron la capacidad de campo (CC) del suelo mediante

el método gravimétrico (Alef y Nannipieri 1995), la superficie especifica del suelo mediante el método
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del cono (Wood y Wroth 1978), la distribuciéon de particulas (ASTM D2487 2006) mediante el Sistema
Unificado de Clasificacion de Suelos (SUCS, por sus siglas en inglés) y la clasificacion de los suelos

establecido por el Departamento de Agricultura de los Estado Unidos (USDA, por sus siglas en inglés)

(Diaz 2014).

Los parametros quimicos que se determinaron fueron: el pH, mediante la técnica de pasta saturada
(ASTM D4972 2001), la conductividad eléctrica (SDSS 1993), la fracciéon de carbono orgénico (Walkley

y Black 1934) y a su vez, el porcentaje de materia organica presente en el suelo.

Finalmente, la parte biolégica se determind en una muestra de suelo compuesta representativa,
utilizando la técnica de diluciones seriales y conteo en agar nutritivo mediante cuenta en placa,
expresado en unidades formadoras de colonias (UFC/g) de bacterias aerobias heterétrofas presentes

en el suelo, con incubacion a 37°C durante 24 h (Alef y Nannipieri 1995).

5.3 Materiales utilizados en los experimentos

En cada etapa experimental se realizo por triplicado la curva de calibracién para cada HAP, el BA'y

DBA donde se interpold para obtener la concentracion de los hidrocarburos.

Se utilizaron soluciones estandar de BA y DBA Supelco (Kenilworth, NJ, U.S.A.), con una pureza de
99.5% para BA y del 99% para DBA. De acuerdo con las caracteristicas especificadas en la hoja de
datos de seguridad (HDS) se recomienda utilizar el equipo de proteccidon personal necesario y

extremar precauciones en el uso y manejo de los compuestos (Anexo 2).

Como disolventes se utilizaron el cloruro de metileno (grado HPLC, pureza del 99.9%) se obtuvo de
Fermont (Monterrey, NL, México), acetona (grado HPLC, pureza 99.9%) y hexano (grado HPLC,

pureza.
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El cloruro de mercurio (HgCl,, grado reactivo) se obtuvo de Merck (Darmstadt, Alemania.). Y la resina

utilizada fue Tenax-TA (malla 60-80; 177-250 pm) Supelco (Kenilworth, NJ, U.S.A)).

Las soluciones volumétricas valoradas de acido clorhidrico (HCI 0.5N) e hidroxido de sodio (NaOH
0.5N) se obtuvieron de Hycel (Zapopan, Jalisco, México). El sulfato de sodio anhidro (Na,SO,, grado
reactivo) se obtuvo de J. T. Baker (Center Valley, PA, US.A).

54 Experimento 7 (E1): Biodisponibilidad de los HAP

El experimento 1 (ET) se realizé para determinar la concentracion de los HAP capaz de desorberse del
suelo. Para ello, se utilizo un polimero poroso basado en el 2,6-difenil-p-6xido de fenileno,

comercialmente llamado Tenax-TA. Resina adsorbente considerada como una de las mas utilizadas.

Previo a su uso, se hicieron tres ciclos de lavado de la resina, utilizando acetona y hexano (grado
HPLC). Después de los lavados se dejaron secar durante la noche a una temperatura de 75°C,
posteriormente se mantuvieron en el desecador durante 1h para finalmente, pesar la cantidad

necesaria a utilizar.

En total se trabajaron con 24 submuestras de 2g de cada suelo (n=3), se adicionaron a tubos de
centrifuga de teflén con tapa de rosca, se contaminaron con una solucién de BA'y DBA, se mezclaron
y dejaron en reposo durante 12 h de modo que el disolvente utilizado se volatilizara (Fig. 5-1). A cada
submuestra se le adiciond cloruro de mercurio (HgCl,) como inhibidor de bacterias, con las

respectivas medidas de seguridad (Anexo 3)

A los tubos de centrifuga se les adicionaron 35 ml de agua ultrapura y 0.6 g de esferas de perlas de
Tenax-TA (previamente lavadas). Se taparon los tubos y se agitaron de manera orbital a 100 rpm,
durante 39 dias, con un total de 8 muestreos (t= 0, 4, 8, 13, 18, 25, 32, 39 dias). Después de haber

agitado las muestras se centrifugaron a 2000 rpm, durante 30 minutos. Se extrajeron las perlas de
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tenax, el sobrenadante (agua ultrapura) y el suelo para hacer la cuantificacion de los HAP presentes

en cada fase (Anexo 4).

Figura 5-1 Submuestras del experimento 1 (E1: Biodisponibilidad de los HAP)

5.5  Experimentos 2 y 3 (E2 y E3): Remocion de los HAP

Para los experimentos 2 y 3 (E2 y E3) se trabajaron con un total de 702 submuestras de 30 g (base
seca) de cada suelo (n=3) se adicionaron a frascos de vidrio de 125 ml (Fig. 5-2). Se contaminaron

351 submuestras (E2=216; E3=135) con una solucién estandar de BA y DBA.

Figura 5-2 Submuestras de los experimentos para determinar la remocién de los HAP (E2, E3, EBC)
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Las concentraciones tedricas que se aplicaron fueron de 70 mg/kg de BA y 80 mg/kg de DBA, se
mezclaron y dejaron en reposo durante 12 h de modo que el disolvente utilizado se volatilice. La otra
mitad de submuestras (351), estuvieron sin contaminar y sirvieron de control (C2=216; C3=135) (Anexo

5).

A 270 submuestras (E3=135; C3=135) se les adiciond 2.4 mg de HgCl, / kg de suelo para inhibir las
bacterias aerobias (Cornelissen et a/, 1997; Oleszczuk 2009), mientras que las otras 432 submuestras

(E2=216; C2=216) permanecieron sin modificar.

Posteriormente a su contaminacion, se aplicaron tres contenidos de agua diferentes a las
submuestras de suelo contaminado, con sus respectivos triplicados. Para E2 se ajustaron 24
submuestras de cada suelo al 30% CC, 24 al 50% CCy 24 al 90% CC. Para el E3, fueron 15 submuestras
al 30%, 15 al 50% y 15 al 90% para cada suelo. Como la CC de cada suelo es diferente, se aplicaron

distintas cantidades de agua.

Los frascos de vidrio de 125 ml se colocaron por separado en recipientes de 1L que contenian 15 ml
de agua para mantener constante el contenido de agua del suelo y un matraz con 15 ml de hidroxido
de sodio (NaOH 0.5 N). Los recipientes de 1L se cerraron y se incubaron a temperatura ambiente
(20+1°C) durante 39 dias mientras se vigilo diariamente la temperatura en el area de incubacion. Los
frascos se abrieron durante 10 min para la toma de muestra de suelo para y evitar condiciones
anaerobias. El contenido de agua en el suelo se determind en los mismos tiempos de la toma de
muestra y se ajustd cuando fue necesario (Amellal et a/, 2001; Betancur et al/, 2006; Rivera y

Dendooven 2007).

Durante ocho tiempos de muestreo para E2 (0, 4, 8, 13, 18, 25, 32 y 39 dias) y cinco tiempos para E3
(0, 4,13, 25 y 39 dias) se cuantificé la concentracidon de HAP en los suelos, se determind la cantidad
de bacterias y se determiné el CO, atrapado, mediante titulacion con una solucion estandar de HCl

y BaCl, (Alef y Nannipieri 1995).
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La experimentacion se realizd en una mesa del area de Experimental 3, ubicada en el Laboratorio de

Ingenieria Ambiental (LIA) del Instituto de Ingenieria de la UNAM.

551  Experimento con bajas concentraciones de BA y DBA (EBC): Remocion de los HAP

En este experimento, se contamind el suelo con menores concentraciones que en E2 y E3,
denominado como experimento con bajas concentraciones de HAP (EBC). Se trabajo con la misma
cantidad de submuestras que en experimento E3. Se tuvieron 135 submuestras de 30 g (base seca)
de cada suelo (n=3) y se adicionaron a frascos de vidrio de 125 ml (Fig. 5-2). Se contaminaron con
una solucion estandar de BA 'y DBA, con tres contenidos de agua (30%, 50% y 90% CC), siguiendo el

mismo procedimiento del experimento E3 (punto 5.5).

De igual forma, se cuantificd la concentracion de HAP en los suelos durante 5 tiempos (0, 4, 13, 25y
39 dias), se determiné la cantidad de bacterias aerobias presentes en cada suelo y se determin¢ la
actividad microbiana, mediante la produccion de CO, (Alef y Nannipieri 1995).

5.6 Andalisis de las muestras

La toma de muestra se realizé después de haber homogeneizado el suelo en cada unidad

experimental, misma que se desecho en cada caso.

Los datos obtenidos durante toda la experimentacion y reportados en la tesis son el promedio de

muestras realizadas por triplicado.

En la Tabla 5-2 se indican los analisis realizados en los suelos, en cada experimento.
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Tabla 5-2 Andélisis realizados en los experimentos (E1, E2-C2, E3-C3, EBC)

Andlisis en los suelos

Experimento  Extraccion-cuantificacion Conteo de Contenido de
_ Actividad microbiana
HAP ( BA-DBA) bacterias agua
E1 v - - -
E2 v v v v
C2 (control) - 4 v v
E3 v v v v
C3 (control) - v v v
EBC v v v v

ET: Biodisponibilidad de HAP en 2 g de suelo (Tabasco, Morelos y Veracruz) durante 39 dias con inhibidor de
crecimiento bacteriano

E2: Remocion de HAP en 30 g de suelo (Tabasco, Morelos y Veracruz), en incubacion aerobia durante 39 dias, con el
30%, 50% y 90% CC, sin inhibidor de crecimiento bacteriano

C2: Control del experimento E2 (suelos sin contaminar) en incubacion aerobia durante 39 dias, con el 30%, 50% y 90%
CC, sin inhibidor de crecimiento bacteriano

E3: Remocion de HAP en 30 g de suelo (Tabasco, Morelos y Veracruz), en incubacién aerobia durante 39 dias, con el
30%, 50% y 90% CC, con inhibidor de crecimiento bacteriano

C3: Control del experimento E3 (suelos sin contaminar) en incubacién aerobia durante 39 dias, con el 30%, 50% y 90%
CC, con inhibidor de crecimiento bacteriano

EBC: Remocion de HAP con bajas concentraciones, en 30 g de suelo (Tabasco, Morelos y Veracruz), en incubacion

aerobia durante 39 dias, con el 30%, 50% y 90% CC, con inhibidor de crecimiento bacteriano

Los HAP fueron extraidos del suelo por el método de microondas (CEM Corporation, Matthews, NC,
USA, modelo M MARS X) (EPA 3546 2007), con 1200 watts a 110°C por 15 minutos usando una mezcla
de disolventes diclorometano : acetona (1:1) en los experimentos E1, E2, E3 y EBC. En el experimento
E1, extraccion de HAP en el Tenax-TA, se utilizd una mezcla de acetona : hexano (1:1) (Lopez-Avila y

Young 1998, Lopez-Avila 1999).

En el experimento 1 (E1) se hizo la separacion de fases solido-liquido (tenax-suelo-agua). Del
sobrenadante se extrajeron las perlas de Tenax-TA, se decantd para separar el agua y posteriormente
el suelo contaminado. Se realizo la extraccion de los HAP en el Tenax-TA, en la fase solida (suelo) y
en la fase liquida (agua) mediante una extraccion liquido-liquido, donde se utilizéd Unicamente hexano

como disolvente.
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Los extractos se dejaron sedimentar mientras ocurria el proceso de enfriamiento, cuando los vasos
de teflén (donde estad contenido el extracto) estuvieron completamente templados, se decantd
cuidadosamente el sobrenadante y se adiciond a viales de 40 ml, a su vez, se les adiciond sulfato de
sodio anhidro (Na,SQO,,) para eliminar la humedad que presentaba cada extracto, debido al agua
contenida en las muestras. Posteriormente, se obtuvo un volumen de 1.5 ml del extracto para

determinar la concentracién de BA y DBA en los suelos.

La cuantificacién de HAP se realizd en un cromatdgrafo de gases (GC/MS, model 7890A GC System,
Agilent Technologies, Blvd. Santa Clara, CA, USA) con detector selectivo de masas (model 5975C MSD
insert with Triple-Axis Detector, Agilent Technologies, Blvd. Santa Clara, CA, USA). Se usé una columna
capilar de 30 m DB-5MS (0.250 mm 1.D., 0.25-pm film). El volumen de inyeccion fue de 1 uL en el

modo split-less. La temperatura del inyector se mantuvo en 280°C.

Los analisis de conteo de bacterias, actividad microbiana y contenido de agua se realizaron en los
experimentos E2, E3 y EBC, asi como en los controles C2 y C3, durante toda la experimentacion, de
acuerdo con el nUmero de muestreo establecido en cada experimento, tal como se describe en el

punto 5.2.
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Capitulo 6

Resultados y Discusion

6.7 Caracterizacion de los suelos

Como parte inicial de la experimentacién se realizé la caracterizacion de los tres suelos: Tabasco,
Morelos y Veracruz, la cual se establecid con base en los requerimientos necesarios para el desarrollo

de este trabajo, incluyendo parametros fisicos, quimicos y bioldgicos, de los que se obtuvieron los

siguientes datos (Tabla 6-1):

Tabla 6-1 Caracterizacion de los suelos: Tabasco, Morelos y Veracruz

Parametro Tabasco Morelos Veracruz
Capacidad de campo (g/kg) 3282 +10° 1349 £ 98 85+7
Distribucion de particulas (g/kg)

Arena: 510 £ 15.7 390 + 12.6 998 + 10

Limo: 200 + 4 460 + 25 2+01

Arcilla: 290 + 21 150 + 3 0
Clasificacion de suelos USDA Franco arcillo arenoso Franco Arenoso
Superficie especifica (m%/g) 60 + 1.05 224 + 2.25 ND¢
pH 49 +0.02 4.8 +0.02 6.6 + 0.16
Conductividad eléctrica (uS/cm) 143 + 5.37 287 + 5.04 151 + 5.05
Materia orgénica (g/kg) 149 £ 6 506 + 31 5+03
Bacterias aerobias (UFC/q) 1720 x 10% + 230 x 10? 44 x 102 £ 7 x 102 10 x 10% + 20

2Media de tres mediciones, ® Desviacién estandar de la media, “ND: No determinado

Con base en los resultados obtenidos en los tres suelos puede observarse de manera general que las

propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas son notoriamente distintas, mismas que se buscaron para

hacer este estudio.
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En cuanto a las propiedades fisicas, se determind la capacidad de campo en el suelo que de acuerdo
con su distribucién de particulas y clasificacion de los suelos pueden relacionarse, ya que los suelos
con mayor porcentaje de finos, es decir, de limo y arcilla (textura fina) tienen la capacidad de retener
mayor cantidad de agua, como es el caso del suelo proveniente del estado de Morelos con una CC
de 1349 g/kg, el cual presenta 610 g/kg de finos, entre limo y arcilla; seqguido por el suelo proveniente
del estado de Tabasco con un 328 g/kg CC con 490 g/kg de finos y el suelo del estado de Veracruz
con una capacidad mucho menor de retener agua de 85 g/kg, con 2 g/kg de finos, lo que indica que
un suelo conformado con un mayor porcentaje de arenas (textura gruesa) tiene un mayor espacio
pOroso y a su vez permite un rapido movimiento del agua, a diferencia de los suelos con mayor
cantidad de finos, los cuales retienen mas agua después de haberse humedecido sus capas internas,
atribuyendo por tanto, que la capacidad de campo en el suelo de Morelos sea mucho mayor que en
los suelos de Tabasco y Veracruz. Ademas de que el suelo se ve favorecido en algunos aspectos por
la cantidad de agua en el suelo (transportar nutrientes solubles), también influye en los procesos
bidticos del suelo debido a que afecta la temperatura y la aireacion del suelo. Lo que trae como
consecuencia en conjunto que en los suelos de Morelos y Tabasco se dificulte el transito de oxigeno,
lo que puede favorecer el crecimiento de microorganismos anaerobios, en comparacion con el suelo

de Veracruz, donde la difusion del oxigeno es rapida por sus caracteristicas.

En la caracterizacion se determind la superficie especifica con base en los limites de consistencia del
suelo, también denominados limites de Atterberg, es decir, de la relacién que existe entre el limite
liquido y plastico de los suelos. El analisis se hizo para los suelos de Tabasco y Morelos, ya que son
suelos con grandes cantidades de finos, en especial de arcilla, que por sus caracteristicas tienen forma
de placa microscopica, lo cual les confiere una gran superficie especifica, lo que significa que tienen

una capa de agua adsorbida mas gruesa (Diaz 2014).

Debido a que la superficie especifica presenta una relacion con el tamafio de las particulas del suelo,
es importante considerar que este parametro estd en funcion de las diferencias mineraldgicas,
composicion organica y distribucion de tamafo de particulas, que puede influir en el comportamiento

de los HAP en estudio. Propiedades como la cantidad de agua en el suelo y adsorcion de nutrientes
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dependen de la superficie especifica de cada suelo, debido a que de forma general, los suelos con
grandes superficies especificas presentan permeabilidades altas y que a mayor finura de los suelos,
mayor es la superficie eficaz presentada por sus particulas, como es el caso del suelo de Tabasco y

Morelos, con superficies de 60 m?/g y 224 m?/g, respectivamente.

La materia organica en los suelos es un factor importante por ser la principal fuente de energia para
la mayoria de los microorganismos y organismos que habitan en el suelo (Sumner 2000), ademas de
tener relacion e influencia con las demas propiedades consideradas en la caracterizacion, como la
capacidad de campo, el pH, la presencia y comportamiento de las bacterias aerobias presentes en el
suelo, mismas que se monitorearon durante la experimentacién. Por lo tanto, los suelos se
seleccionaron y clasificaron bajo esta propiedad. Se buscaron suelos con distintas caracteristicas,
basando los resultados de porcentaje de materia organica de acuerdo con la clasificacion que
establece la norma oficial mexicana, NOM-021-RECNAT-2000 (Diario Oficial 2002). Donde el suelo
de Tabasco esta clasificado como alto, el suelo de Morelos sobrepasa la méaxima clasificacion como

altoy el suelo de Veracruz muy bajo.

El suelo de Morelos presenta 506 g/kg de materia organica, que por su composicidn presenta mayor
cantidad de finos y a su vez mayor capacidad de campo en comparacion con los otros dos suelos.
Independientemente del origen del suelo, los suelos con textura fina cominmente acumulan maés
materia organica que los de textura arenosa, debido a la adsorcién de materiales organicos dentro
de la estructura cristalina de ciertos tipos de arcillas, lo que justifica mayor capacidad para retener

agua. Esta relacién puede observarse mejor en los suelos de Tabasco y Morelos.

Debido a que la temperatura rige todos los procesos bioldgicos, es considerado un factor importante
por la relacion que tiene con las bacterias y a su vez con el pH, debido a la influencia que tiene en la
actividad de los microorganismos para llevar a cabo la biodegradacién ya que puede afectar la
solubilidad y biodisponibilidad de los contaminantes y nutrientes (Lu et a/, 2011). Ademas, de
considerar qué condiciones altamente acidas o alcalinas tienden a inhibir muchas bacterias. Alexander

(1980) considera que el valor éptimo es aquel que se encuentra muy cercano a la neutralidad, a
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diferencia de Brady y Weil (2002) que menciona que la mayoria de las bacterias funcionan en un

intervalo de pH entre 5y 9.

Aunque el pH esté dentro de los intervalos anteriormente mencionados, no se garantiza una
mineralizacion, debido a que los efectos de la materia organica presente pueden verse retardados
en suelos acidos, como en los suelos de Tabasco y Morelos, por la deficiencia de macronutrientes
(como calcio, magnesio, potasio y sodio), ademas de ocasionar niveles tdxicos por hierro, manganeso
y aluminio a diferencia de los suelos con pH cercano al neutral (Sadzawka et a/, 1993) ocasionando
cambios cualitativos en la poblacién nativa y a su vez en la actividad microbiana del suelo, inducidos

por cambios en el pH.

Lo anterior se comprueba en los tres suelos. Los suelos de Morelos y Tabasco con mayor contenido
de materia organica (506 g/kg y 149 g/kg) presentan un pH con tendencia acida, menor al 6ptimo
de crecimiento de bacterias, 4.8 y 4.9, respectivamente, a diferencia del suelo de Veracruz, con un

pH de 6.63, muy cercano al neutro y con 5 g/kg de materia organica.

El tamafio de la comunidad bacteriana dependerd de la temperatura, lo que ocasiona efectos
cuantitativos y cualitativos. Y con base en el intervalo de temperatura que se tenga seréa el desarrollo
y comportamiento de los microorganismos presentes en el suelo, mismos que se encargaran de
degradar a los dos HAP en estudio. Para este caso la temperatura en el area de la experimentacion

fue de 21+1°C, la cual se monitored 3 veces al dia.

Las bacterias presentes en los tres suelos (UFC/g suelo) al inicio de la experimentacién fueron
menores a las esperadas en cada suelo. Siendo el suelo de Veracruz el que tiene menor cantidad de
bacterias aerobias (10 x 10> UFC/g), en comparacion con los suelos de Tabasco y Morelos (1720 x 10°
y 44 x 10 UFC/g, respectivamente), mismos que presentan un pH con tendencia acida, fuera del
rango Optimo de crecimiento bacteriano; sin embargo, puede atribuirse que las bacterias nativas
cuantificadas en los suelos estan adaptadas y favorecidas por el alto contenido de materia organica

que toman como fuente de energia.
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Las propiedades del suelo que se enlistan en la Tabla 6-1 son las que se obtuvieron de la
caracterizacion de los tres suelos previamente a su contaminacion. Al finalizar los experimentos E2 'y
E3, se determinaron algunos de los pardametros contemplados en la caracterizacion, sin embargo, en
algunos casos como el contenido de agua, bacterias presentes y la actividad microbiana se

monitorearon durante la experimentacion.

El contenido de agua en los tres suelos se mantuvo al inicio y al final de la experimentacion al 30%CC,
50%CC y 90% CC, con una variacion del 6%. La capacidad de campo en cada suelo no presentd

variacion al final de la experimentacion.

En cuanto al pH, al final de la experimentacion se observd poca variacion entre los distintos
contenidos de agua probados en cada uno de los suelos. En el suelo de Tabasco y Morelos se
mantuvieron en un rango de pH moderadamente acido (pH 4.9 - 5.8), a diferencia del suelo de
Veracruz, que se mantuvo en un intervalo cercano al neutro (pH 6.6 - 6.9). Se observd que mientras
la mezcla de hidrocarburos estaba presente en los suelos, el pH se mantenia en valores con tendencia
mas acida (Tabasco y Morelos) y conforme los contaminantes se removian los valores de pH variaron
un poco disminuyendo la acidez, manteniéndose el pH constante a partir del dia 13 hasta los 39 dias

gue durd la experimentacion.

Por su parte, la presencia de bacterias aerobias en los suelos con mayor contenido de materia
organica, Tabasco y Morelos disminuyeron 20 x 10* UFC/g y 80 x 10* UFC/g, respectivamente, de
manera proporcional con la concentracion de los HAP; esto se atribuye a la falta de sustrato. Sin
embargo, el suelo de Veracruz, con menor contenido de materia orgénica presenté aumento en la
poblacion bacteriana del 50% a partir del dia 13, cuando el suelo tenia concentraciones promedio de

20 mg/kg.

A su vez, la actividad microbiana medida por el CO, producido en los suelos, presentd variaciones
hasta el final de la experimentacion. El suelo de Tabasco presentd similar comportamiento con su

poblacion microbiana, debido a que disminuyd en su concentracién 5 mg de CO,/ kg de suelo y los

-55-



suelos de Morelos y Veracruz aumentaron 2 mg de CO,, destacando que la concentracién de CO; en

el suelo de Morelos durante los 39 dias fue 10 veces mayor que en el suelo de Veracruz.

La materia organica después de ser contaminado el suelo tiende a aumentar, debido a que el método
utilizado (Walkey y Black) para determinarla es por medio de la oxidacion con dicromato de potasio,
el cual se consume para oxidar la materia organica; por tanto, al finalizar la experimentacion, la
materia organica del suelo contaminado es la suma de materia biogénica (descomposicion de
vegetales y animales) y materia petrogénica (por hidrocarburos) (Martinez y Lépez 2007). En este
caso, la concentracién de hidrocarburos al final fue menor de 6 mg/kg, por lo que se obtuvo un

pequefio cambio en comparacién con la concentracion de materia organica inicial.

6.2 Meétodo de extraccion con microondas, para el BA y DBA

Para la extraccion de los compuestos se utilizé el método EPA 3546 (2007) mediante microondas. Es
considerado como uno de los métodos disponibles para la extraccion de HAP, con sistema
automatizado, en muestras ambientales, matrices sélidas, con tiempos y volumenes reducidos en el
consumo de solventes utilizados en la extraccion, en comparacion con el método de extraccion
tradicional con Soxhlet, ademas de obtener altas eficiencias de recuperaciéon a un menor costo con
menor impacto en la contaminacion debida a la generacion de residuos en laboratorios analiticos
(Lépez-Avila et al, 1994; Dean et al, 1995; Li et al, 1996; Lopez-Avila 1999; Camel 2000; Sparr y
Bjorklund 2000, Paré et al, 2001).

Previamente a la experimentacion se realizaron curvas de calibracion por triplicado para el BAy DBA

donde se obtuvieron R? (BA)= 0.9966 +0.0021y R? (DBA)= 0.9950 +0.0034.

Se determind la precision del método analitico, mediante la desviacion estandar relativa o coeficiente
de variacion (CV). Para determinar la repetibilidad se realizaron mediciones bajo las mismas
condiciones (analista, tiempo, aparato, reactivos, laboratorio, etc.), mediante un anélisis por

sextuplicado de una misma solucién estandar. Para determinar la reproducibilidad se hicieron
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mediciones bajo diferentes condiciones (analista, tiempo), mediante un analisis de 12 mediciones en
total para cada suelo; 3 mediciones con dos analistas diferentes, en dos dias distintos (3 mediciones
por dia). A su vez, se determinaron las eficiencias de recuperacién en los suelos con los HAP probados

mediante la extraccidn con microondas.

Para el caso de la repetibilidad los datos obtenidos de los coeficientes de variacion para el BA fueron
de 0.90 < CV=< 1.64 y para el DBA de 1.52 < CV< 2.0. Para el caso de la reproducibilidad los datos
obtenidos de los coeficientes de variacion para el BA fueron de 0.71 < CV< 1.69 y para el DBA de 1.13
<= CV<18.

Por tanto, se confirma que el método de extraccion con microondas es aceptable para los HAP
probados, por su recuperacion. Bajo el criterio de aceptacion para la reproducibilidad del método
con un coeficiente de variacion CV < 2, se concluye que la extraccion con microondas del BA y DBA
son reproducibles. Y considerando que el criterio de aceptacion para la repetibilidad del método
analitico con un coeficiente de variacion CV < 1.5, se concluye que la extraccidon con microondas del

BA es mas repetible que la extraccion del DBA.

6.3 Experimento 1 (E1): Biodisponibilidad de los HAP

6.3.1 Recuperacion y concentracion inicial de BA y DBA en los suelos contaminados

En el experimento los tres suelos se contaminaron de manera artificial. Las concentraciones iniciales
de BA fueron de 43 mg/kg en el suelo de Tabasco, 54 mg/kg en el suelo de Morelos y 31 mg/kg en
el suelo de Veracruz. Y las concentraciones iniciales de DBA fueron de 28 mg/kg para los suelos de

Tabasco y Veracruz y de 38 mg/kg para el suelo de Morelos.

Las recuperaciones de BA fueron de 62% en el suelo de Tabasco, 77% en el suelo de Morelos y 44%
en el suelo de Veracruz. A su vez, el DBA presentd recuperaciones menores a las del BA. Para los

suelos de Tabasco y Veracruz se obtuvieron recuperaciones del 35% y 48% en el suelo de Morelos.
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Los datos fueron obtenidos de muestras por triplicado y la desviacion estandar de la recuperacion

fue menor del 1.5%.

Se obtuvieron recuperaciones muy bajas de los dos HAP, atribuyéndolo al poco volumen adicionado
de la soluciéon de los hidrocarburos y de suelo empleado en el experimento, lo que favorecid al
disolvente (cloruro de metileno) reflejando una pérdida de los compuestos por volatilidad, bajo la
consideracion expuesta en algunas investigaciones donde se ha indicado que la pérdida por
volatilizaciéon también es posible en HAP de alto peso molecular (Jury et a/, 1987). Sin embargo,
puede observarse que el suelo que presentd mayor afinidad a los hidrocarburos, con base en su

concentracion inicial fue el suelo de Morelos, seguida por el suelo de Tabasco y finalmente Veracruz.

6.3.2  Concentracion biodisponible de BA y DBA

Mediante el uso de la resina de Tenax-TA se realizaron pruebas para determinar la concentracion de
BA y DBA capaz de desorberse del suelo, mediante la transferencia de los contaminantes de todas

las regiones inaccesibles para las bacterias, lo que los hace disponibles para los microorganismos.

Durante los dias de experimentacién bajo las condiciones descritas en el capitulo anterior, se
encontré que, aunque la mayor concentracién quedé adsorbida en los tres suelos, a excepcion del

DBA en el suelo de Tabasco, tanto el BA como el DBA tienen la capacidad de desorberse del suelo.

En la Fig. 6-1 se observa que la méxima concentracién en la resina de Tenax-TA y disuelta en el agua,
representan un bajo porcentaje de su concentracién inicial. Las concentraciones se cuantificaron

como se menciona en el Capitulo 5 (Metodologia).

En el suelo de Tabasco se obtuvo una concentraciéon de BA en la resina de Tenax-TA de 1.2% desde
el primer dia y hasta el dia 13, se cuantificd la mayor concentracion, que representa el 3.95% de su

concentracion inicial (43 mg/kg). Los dias posteriores disminuyd la concentracion en la resina.
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En el suelo de Morelos los primeros 4 dias no se encontrd BA en la resina, fue en dias siguientes que
logré cuantificarse el hidrocarburo; sin embargo, hasta el dia 25 se obtuvo la mayor concentracion,
de 1.6% de su concentracion inicial (54 mg/kg) y de 0.1% la menor en los dias siguientes hasta el dia

39.

El suelo de Veracruz a pesar de ser el que menor concentracion tuvo al inicio de la experimentacion
(31 mg/kg), presentd un comportamiento de desorcion similar al que presenté el suelo de Tabasco.
Ya que durante los primeros dias si hubo presencia de BA en la resina de Tenax-TA, el 4.2% de su
concentracion inicial (31 mg/kg) y desde el dia 8 hasta el dia 13 se obtuvo la mayor concentracion

(12.6%), disminuyendo la concentracion en la resina (3.5%), durante los siguientes dias.

Las concentraciones de BA disueltas en el agua de los suelos de Tabasco y Veracruz fueron menores
que las encontradas en la resina, de 3% y 4%, respectivamente. En el suelo de Tabasco logro
cuantificarse durante los 18 y 25 dias y en el suelo de Veracruz, dicha concentracion se cuantifico
desde el primer dia hasta el dia 25 de la experimentacion. En el suelo de Morelos no se obtuvo

concentracion del hidrocarburo en ninguno de los dias.
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Figura 6-1 Experimento 1 (E1): Concentracién maxima de BA en la resina de Tenax-TA y disuelta en el agua, en los

suelos contaminados: Tabasco, Morelos y Veracruz; con adicién de inhibidor (HgCl,), durante 39 dias
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En el caso del DBA, en los tres suelos se obtuvo mayor desorcion que del BA. Siendo mucho mas alta

la concentracion encontrada en la resina de Tenax-TA, que la disuelta. (Fig. 6-2).

En el suelo de Tabasco hubo presencia del contaminante en la resina durante los primeros 13 dias,
siendo mayor la concentracion en el dia 8 con el 78.6% de su concentracion inicial (28 mg/kg) y a

partir del dia 18 no hubo presencia del DBA en la resina.

En los suelos de Morelos y Veracruz se obtuvo con la resina de Tenax-TA, una desorcion rapida en
los primeros 4 dias, que representa el 42% y 57%, respectivamente, de su concentracion inicial (38
mg/kg y 28 mg/kg) y en los siguientes dias no se encontré el hidrocarburo, es decir, ya no hubo

desorcion del compuesto.

En el suelo de Tabasco la concentracién de DBA disuelta en el agua fue de 3.9% y de 4.2% en el suelo

de Veracruz. En el suelo de Morelos, no hubo presencia del hidrocarburo.
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Figura 6-2 Experimento 1 (E1): Concentracién maxima de DBA en la resina de Tenax-TA y disuelta en el agua, en los

suelos contaminados: Tabasco, Morelos y Veracruz; con adicidon de inhibidor (HgCl,), durante 39 dias

Con base en los resultados obtenidos, se determina que mediante el método de extraccidon no

exhaustiva utilizando la resina de Tenax-TA, la mezcla de hidrocarburos empleada en este estudio
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(BA y DBA) puede desorberse de los tres suelos utilizados. Sin embargo, la diferencia que se obtuvo
entre las concentraciones desorbidas de los tres suelos estuvo en funciéon del tipo de suelo, sus

caracteristicas y propiedades.

Tal es el caso del suelo de Morelos, donde se observa que tanto el BA como el DBA, se desorben en
menor concentracién en comparacion con los otros dos suelos. Ademas de ser el Unico suelo donde
no se obtuvo concentracion soluble, por lo que se refleja una mayor adsorcidon de los compuestos

hacia las particulas del suelo o en su caso a la materia organica presente en él.

Aun con las diferencias de concentraciones, se obtuvo mayor concentracion desorbida de DBA en
los tres suelos, en una fase rapida (4 dias), tal y como lo menciona Chen et a/. (2010), donde la mayor
concentracion desorbida se presenta en los primeras horas o dias, en una fase rapida y
posteriormente una fase lenta, a diferencia de otras resinas existentes, como el HPCD que se lleva a
cabo en menor tiempo (Bernhardt et a/, 2013). Situacidn que no sucedié con el BA, ya que durante
los 39 dias de la experimentacion logro cuantificarse el hidrocarburo, presentando la mayor desorcion

en los dias intermedios.

Con base en lo anterior, logré determinarse que la concentracion de BA que es biodisponible para
los microorganismos es muy baja en comparacion con la que se queda adsorbida en los tres suelos.
En los resultados se demostré la influencia que tiene la materia organica presente en cada uno de
los suelos estudiados, ya que el suelo de Morelos fue el que menor concentracion de BA disponible
presento, seguida por el suelo de Tabasco y finalmente, el suelo de Veracruz, quien presentd un
mayor porcentaje de su concentracion en la resina de Tenax-TA y disuelto en el agua

(Morelos<Tabasco<Veracruz).

Para el caso del DBA se determind que el suelo de Morelos tiene menor concentracion disponible,
seguida por el suelo de Veracruz y el suelo de Tabasco presentd mayor capacidad de desorcion de

este contaminante (Morelos<Veracruz<Tabasco).
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Se considera que la materia orgéanica es el factor mas importante para que la adsorcién ocurra, en
ciertos casos la relacion materia organica: arcilla, favorece el fendmeno de secuestro de los HAP (Xing
y Pignatello, 1997). Tal como sucedi6 con el BA, en los suelos de Tabasco y Morelos, que tienen un
alto contenido de materia orgéanica y arcillas. Sin embargo, es importante considerar que la tasa de

retencion de los compuestos varia entre suelos (Chung y Alexander 1998; Hickman y Reid 2005).

6.4 Experimentos de Remocion de HAP

6.4.7 Recuperacion y concentracion de BA y DBA en los suelos contaminados

6.4.1.1 Experimentos 2 y 3 (E2 y E3)

En los experimentos 2y 3 (E2 y E3) se contaminaron los suelos con una concentracién tedrica de 70
mg/kg de BA y 80 mg/kg de DBA, se seleccionaron tres muestras aleatorias en cada unidad
experimental, para garantizar la homogeneidad de la mezcla de BA y DBA en el suelo, se hizo la
extraccion en microondas con la mezcla de disolventes (acetona : diclorometano) y se determind la
concentracion por triplicado con una desviacion estandar menor a 1.5, con eficiencias de recuperacion

mayores al 85% de la concentracién adicionada a los suelos.

Se obtuvo una recuperacion de BA del 93% +0.9, 90% +1.1y 92% +1.1y de DBA del 91% +1.7, 85%+

1.8 y 90% + 1.9 para los suelos de Tabasco, Morelos y Veracruz, respectivamente.

Se trabajo con una concentracion experimental inicial promedio de 64 mg/kg de BA 'y 68 mg/kg de

DBA en los tres suelos.

Las concentraciones obtenidas de BA y DBA (mg/kg) en los experimentos 2 (E2: suelos sin inhibidor)
y 3 (E3: suelos inhibidos), en los tres suelos (Tabasco, Morelos y Veracruz) con el 30%, 50% y 90% CC,

se muestran en los Anexos 6y 7, respectivamente.
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6.4.1.2 Experimentos con bajas concentraciones de HAP (EBC)

Se realizd un experimento el cual se denomind como: experimento con bajas concentraciones de
HAP (Experimento EBC). En este experimento se pretendid determinar si la concentracién de los
hidrocarburos en el suelo tenia algun efecto en la remocion de los hidrocarburos, con base en las

propiedades de los suelos probados.

De la misma forma que los experimentos E2 y E3 (Anexo 5) se contaminaron los suelos de manera

artificial, utilizando concentraciones menores de BA y DBA.

Se obtuvo una recuperacion de BA del 66% +2.1, 94% +1.4y 80% +1.6 y de DBA del 82% +1.3, 93%

+0.9y 72% £2.2 para los suelos de Tabasco, Morelos y Veracruz, respectivamente.

La concentracion experimental promedio de BA fue de 48 mg/kg y 16 mg/kg de DBA.

Las concentraciones obtenidas de BA y DBA (mg/kg) en el experimento realizado con bajas
concentraciones (EBC), en los tres suelos (Tabasco, Morelos y Veracruz) con adicion de inhibidor, con
el 30%, 50% y 90% CC y obtenidas durante los 39 dias de incubacién se muestran en el Anexo 8.
6.4.2 Remocion de BA y DBA en los suelos

6.4.2.1 Experimentos 2y 3 (E2 y E3)

La remocién de los HAP en los suelos se caracterizé por una fuerte caida de la concentracion del BA
y DBA en los primeros dias de la incubacién aerdbica con una remocién mas lenta a partir de

entonces, situacion que se ha reportado con frecuencia (Couling et a/, 2010; Lors et a/, 2012).

La dinamica de la degradacién de DBA (Fig. 6-4) siguié el mismo patréon que la de BA (Fig. 6-3).
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Sin embargo, la disminucién de DBA fue mas rapida, aunque en el suelo de Tabasco se observo una
fase de retardo en la disipacion del HAP en el dia 4, lo cual indica un retraso en la actividad metabdlica
para degradar el contaminante. De acuerdo con Li et a/, (2009) esta fase de retardo suele presentarse

en la eliminacién de HAP con 5 anillos en diferentes suelos.

De acuerdo con las Figs. 6-2 y 6-3, puede observarse, que se obtuvo mayor remocion de BA (entre
el 97% - 99%) y de DBA (entre el 95% - 98%) los primeros dias de la incubacion aerobia. A su vez,
Canet et a/, (2001) reporta una remocion del 91% de BA y el 72% de DBA en 25 g de suelo a 50% CC

con una temperatura de 22°C, después de 32 semanas de incubacion.,

Como puede observarse, en todos los casos, los hidrocarburos presentaron una remocion eficaz en
funcion del tiempo probado. Y el comportamiento que tuvieron los tres suelos durante la remocion
de los hidrocarburos fue similar, asimismo, la concentracion adsorbida en cada suelo, al final de la

experimentacion (>6.2 mg/kg)

El suelo de Veracruz, sin inhibidor de bacterias, con un contenido de agua del 90% CC presento la
mayor concentracion de BA (2.6 mg/kg) en el dia 39; y de los suelos inhibidos, el suelo de Morelos

fue el que presentd mayor concentracion al 50% CC (6.2 mg/kg).

Para el caso del DBA, el suelo de Tabasco, inhibido de crecimiento bacteriano, con el 90% CC fue el

de mayor concentracion (3.70 mg/kg), asimismo, con el 30% CC sin inhibidor (4.85 mg/kg).
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Experimento 2 (E2): Suelo contaminado sin inhibidor
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Experimento 3 (E3): Suelo contaminado con inhibidor
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Figura 6-3 Experimentos 2y 3 (E2 y E3): Remocién de benzo(a)antraceno (BA) en los suelos de a) Tabasco, b) Morelos

y ¢) Veracruz y en los suelos inhibidos con cloruro de mercurio en d) Tabasco, e) Morelos y f) Veracruz. El suelo se

incubd aerébicamente durante 39 dias, con el 30%, 50% y 90% CC
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Experimento 2 (E2): Suelo contaminado sin inhibidor Experimento 3 (E3): Suelo contaminado con inhibidor
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Figura 6-4 Experimentos 2 y 3 (E2 y E3): Remocidn de dibenzo(a,h)antraceno (DBA) en los suelos de a) Tabasco, b)

Morelos y c) Veracruz y en los suelos inhibidos con cloruro de mercurio en d) Tabasco, e) Morelos y f) Veracruz. El

suelo se incubd aerdbicamente durante 39 dias con el 30%, 50% y 90% CC
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6.4.22 Experimentos con bajas concentraciones de HAP (EBC)

En el experimento probado, con suelos contaminados con bajas concentraciones (EBC) y con altas
concentraciones (E3) de BA y DBA, inhibidos del crecimiento bacteriano, se obtuvieron distintas

remociones al final de la experimentacion (Fig. 6-5).

Se observa que cuando el suelo tiene una concentracion menor, la remocién del BA en los suelos de
Morelos y Veracruz puede presentar un retraso en su remocion desde el dia 4 (primer tiempo de
muestreo en este estudio), a diferencia del suelo de Tabasco, en el cual se observa una tendencia
mayor a disminuir su concentracion. Sin embargo, en ambos experimentos (EBC y E3) la mayor
remociéon sucede hasta el dia 13, en donde se ha obtenido la mayor caida de concentracion.
Posteriormente, la remocion es mas lenta a partir de ese dia. Observando que la concentracion
removida a los 13 dias en el suelo de Tabasco en E3, es la misma obtenida en EBC al final de la

experimentacion, es decir, 26 dias después.

En el caso del DBA, se obtuvo que, a menor contaminacion en los suelos, el suelo de Veracruz es el
gue presenta un retraso en su remocion desde el dia 4, en comparacion con los suelos que presentan
mayor contaminacion (E3). Y a partir del dia 13 se obtiene la mayor remocion de DBA en todos los
suelos. Sin embargo, aunque las concentraciones obtenidas sean similares a los 13 dias en E3 y en

EBC a los 4 dias, la remocidon no es la misma.

En el experimento con bajas concentraciones, se encontrd en los tres suelos que la concentracion
final de BA se encuentra entre los 8-10 mg/kg. Obteniendo los valores mas altos en el suelo de
Morelos, suelo con alto contenido de materia organica y mayor cantidad de particulas finas. Y la
concentracion de DBA adsorbida en los tres suelos se presenta en un promedio de 5 mg/kg, sin
presentar diferencias por el tipo de suelo. Por lo que puede decirse que mientras menor sea la

concentracion de DBA en los suelos, la adsorciéon en el suelo aumenta.
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Experimento con bajas concentraciones de HAP (EBC): Suelo contaminado con adicién de inhibidor
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Figura 6-5 Experimento con bajas concentraciones de HAP (EBC): Remocién de benzo(a)antraceno (BA) en los suelos
de a) Tabasco, b) Morelos y c) Veracruz y dibenzo(a,h)antraceno (DBA) en los suelos de d) Tabasco, e) Morelos y f)

Veracruz. El suelo se incubd aerdbicamente durante 39 dias con el 30%, 50% y 90% CC
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Se considera que el conocimiento de las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos ayuda a
determinar el motivo por el cual se puede disminuir un contaminante. Pues segun Peldez et a/. (2013),
la remocion de HAP es més rapida en suelos caracterizados y clasificados como arenosos, que, en
suelos arcillosos debido a que los contaminantes tienden a fijarse con mayor facilidad en las particulas
de arcilla que en las particulas de arena; y la formacion de agregados en un suelo arcilloso hace a los
HAP no disponibles para la degradacién microbiana (Amodu et al, 2013; Sihag et al, 2014). Debido
a que en este estudio los suelos se tamizaron antes de la incubacion aerobia y se destruyd la mayor

parte de agregados, se considera que la fijacién del BA y DBA en la matriz del suelo pudo ser limitada.

Con base en el conocimiento de que los hidrocarburos aromaticos seleccionados poseen
caracteristicas muy especificas en cuanto a su peso molecular, estabilidad, solubilidad, volatilidad y
toxicidad, entre otras, se consideran compuestos persistentes, es decir, que son dificiles de remover
del suelo. Por tanto, se considerd que la remocién de cada compuesto estaria en funcién de las
distintas propiedades en los tres suelos, por lo que una de las hipdtesis planteadas fue obtener
remociones mayores de BA y DBA en los suelos con menor contenido de materia organica, esperando
asi, que el suelo de Veracruz presentaria mejores resultados de remocion, seguido por el suelo de
Tabasco y Morelos, aunado a ello, la influencia de los contenidos de agua probados; y considerando
que estudios realizados con anterioridad han demostrado que la biodegradacion asistida es posible
mediante bacterias aerobias (Juhasz et a/, 1996, 1997, 2000; Chen et a/, 1999; Seo et al, 2009; Ye et
al, 1996), hongos (Wu et al 2010), o en su caso utilizando otro compuesto como co-sustrato

(Haramaya et al, 2009) pueden obtenerse buenos resultados de remocion.

Y aunque se sabe que la remocién de los HAP suele estar controlada o limitada por varios factores,
como la actividad microbiana, caracteristicas del contaminante, propiedades del suelo, etc., en este
estudio ninguno de ellos afecté la remocion del BA y DBA. Por lo que, se atribuye a que no solo el
contenido de materia organica en los tres suelos fue el factor dominante para remover a los

contaminantes (Tabasco 149 mg/kg, Morelos 506 mg/kg y Veracruz 5 mg/kg).
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En cuanto al contenido de agua, este no tuvo efecto en la disipacion de BA, situacion que se observo
también con el DBA, cuando no se afiadié inhibidor de bacterias (HgCl,) (E2). Cuando se aplicd HgCl,
(E3) la disminucién de DBA fue mas lenta al inicio de la experimentacién en el suelo de Tabasco y

Morelos con 30% y 50% CC.

Por lo que el contenido de agua no afectd la recuperaciéon del BA y DBA en este estudio, se adjudica
que la presion de vapor de los HAP en los suelos o una extraccidon incompleta podria explicar por
qué cierta concentracién de los dos hidrocarburos no fueron recuperados de los suelos justo después

de la aplicacion (Civilini 1994; Bao et a/, 2015).

Como se obtuvieron remociones rapidas al comienzo de la incubacidon aerobia en las unidades
experimentales y a los 39 dias los HAP fueron practicamente removidos casi en su totalidad, se
realizaron pruebas complementarias dentro de la experimentacion para determinar la concentracion
atribuible a la pérdida de BA y DBA por efecto de la volatilidad y fotdlisis, de lo que se obtuvo una
pérdida aproximada del 10 %, datos similares a los reportados por Civilini (1994); confirmando que a

medida que aumenta el nimero de anillos de los HAP la pérdida es menor (Antizar et a/, 2004).

Debido a que el comportamiento de los HAP fue similar aun con la diferencia de porcentajes de
particulas finas (limo y arcilla) en los tres suelos (Morelos 61%, Tabasco 49% y Veracruz 0.20%), al
final de la experimentacion se realizé un estudio petrografico al suelo de Veracruz (Anexo 9), que de
acuerdo con su descripcién microscopica y mineralogia, este suelo presenta algunos cristales de
feldespato (17%) y plagioclasas (15%) en su mayoria, lo que ocasiona alteracion a muscovita-sericita,
ya que se aprecia como finos parches de reemplazamiento en ellos. A su vez, el suelo presenta cuarzo
(9%), piroxeno (7%), y presencia de filosilicatos como la epidota (1%), clorita (1%) y la muscovita-
sericita (1%). Por tal motivo, es probable la relacidon que hay entre el suelo de Veracruz con los otros
dos suelos que tienen mayor cantidad de particulas finas, como el limo, ya que esta constituido en

su mayoria de cuarzo y feldespatos, aungue se encuentran en menor proporcién en una arena.
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A su vez, la fraccion gruesa de una arcilla (2.0 — 0.2 p @) contiene generalmente algunos minerales
primarios como el cuarzo, feldespato y mica (Besoain 1985), tal y como se obtuvo en el estudio
petrogréafico de la arena con la que se realizé el estudio. Debido a la presencia de estos minerales
puede considerarse la similitud entre comportamientos de adsorcion de los HAP, al final de la

experimentacion.

Ademas de considerar que algunos de los minerales se forman de los materiales de otros
preexistentes y tienen por consiguiente un origen derivado o secundario, como sucede con las
numerosas arcillas derivadas de las diversas especies de feldespatos que reaccionan con el agua
(Iturbe 20104), considerandolo como un mineral relativamente inestable (Mitchel 2005). Y segun
Bernoala (1911) los primeros productos sélidos de la descomposicion de los feldespatos, son las

arcillas en un estado mayor o menor de pureza.

Asimismo, diferentes autores (Bernaola 1911; Langmuir 1997; Gallardo 2016), reportan que por efectos
del tiempo de origen que tengan los minerales, al estar expuestos a variaciones en las condiciones
del entorno (temperatura, cantidad de agua y contenido de diversos iones, incluido el grado de

meteorizacion) conducen a la formacion de minerales arcillosos.

6.4.3 Eficiencias de remocion de BA y DBA

De acuerdo con los resultados obtenidos en los tres experimentos (E2, E3 y EBC), puede observarse
cierta similitud en las altas remociones del BA 'y DBA en los experimentos 2y 3 (E2 y E3), aun estando
inhibido este ultimo (Anexo 10). Sin embargo, en el experimento realizado con bajas concentraciones
(EBC) se observa que cuando la concentracion inicial en los suelos es menor, la remocion de los
hidrocarburos se ve afectada, con una diferencia considerable de remociones entre los HAP (Fig. 6-

6).

Las remociones de BA obtenidas en los experimentos E2 y E3 fueron mayores al 90% y Unicamente

el suelo de Morelos con el 50% CC, en E2 alcanzd ese porcentaje.
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En el experimento EBC, se observa que cuando la concentracion de BA en el suelo es baja, tiende a
disminuir de forma mas rapida en el suelo de Tabasco. Su concentracion maxima de remocién se
presenta en los primeros 4 dias, aproximadamente el 41% de su concentracion inicial, con el 90% CC,
sin embargo, es el suelo que presenta menor remocion al final de la experimentacion (77.5% en

promedio).

En el suelo de Morelos se obtuvo menor remocién al inicio de la experimentacion, pues en
comparacion con E3 la remocién disminuyd el 19% con el 30% CC, 38% con el 50% CC y 39% con el
90% CC, sin embargo, se obtuvo misma concentracién en E3 y EBC a los 13 dias con un contenido de
agua a 30% y 50% CC, a diferencia del suelo con el 90% CC en donde disminuye la concentracion
aproximadamente 10 mg/kg mas cuando el suelo esta mas contaminado (E3). Al final, fue el suelo

gue presentd remociones mayores, entre el 81y 83%.

En el suelo Veracruz se removio el 23% con el 90% CC en los primeros 4 dias y se obtuvo el 79% en
los tres contenidos de agua probados. En comparacion con el experimento E3, a los 13 dias alcanza
hasta el 90% de remocién concentracion no alcanzada ni al final de la experimentacion cuando el

suelo esta menos contaminado (EBC).

En el caso del DBA se trabajé con una concentracion inicial mucho menor que la de BA. Las
remociones de DBA en los experimentos E2 y E3 disminuyeron un poco en comparacion del BA. Para
este caso, el suelo de Morelos fue el que presentd mayor remocion en los primeros 4 dias, teniendo
influencia en E3, el contenido de agua en Morelos al 90% CC, removiendo hasta el 62%, seguido por
el suelo de Veracruz, con ligeras variantes de concentracion en los contenidos de agua probados en
los suelos alcanzando en promedio una remocién del 40%. El suelo de Tabasco presentd menor
eficiencias de remocion en comparacién con los otros dos suelos, sin embargo, presenta una

remocion eficaz promedio del 94%, sin variaciones entre contenidos de agua.

En el experimento EBC se obtuvieron bajas remociones de DBA en comparacion con las obtenidas

en el BA. El suelo de Veracruz presentd diferencia de remociones por contenidos de agua en los
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suelos, siendo el 50%CC el mas bajo con el 56% de DBA removido, seguido por el suelo de Tabasco

con el 68% y el suelo de Morelos con el 72% para los tres casos.
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Figura 6-6 Remocién de benzo(a)antraceno (BA) y dibenzo(a,h)antraceno (DBA) en los suelos de Tabasco, Morelos y
Veracruz, incubados aerdbicamente con el 30%, 50% y 90% CC, durante 39 dias, en el experimento 2 (E2: suelos sin
inhibidor de crecimiento bacteriano), experimento 3 (E3: suelos inhibidos) y el experimento con bajas concentraciones
de HAP (EBC: suelos inhibidos)

Con base en estos resultados se determind que la diferencia entre remociones de los experimentos

se vio influenciada por la concentracién inicial presente en cada suelo y la adicion de un inhibidor. En
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el caso del BA, en el suelo de Tabasco se obtiene el 21% de remocidon més en un suelo contaminado
con altas concentraciones, sin inhibidor de bacterias, que un experimento con las mismas condiciones
con bajas concentraciones de los HAP. Y Unicamente una diferencia de 3.35% al inhibir el suelo.
Seguida por el suelo de Veracruz, quien presenta una diferencia del 17% debido a la concentracién
presente en los suelos y obtener concentraciones casi inalterables si se inhibe el crecimiento
bacteriano. En el suelo de Morelos la diferencia de remociones disminuye en un 16% por efecto de

las concentraciones en el suelo (altas o bajas) y un 3% por efecto de la adicidn de un inhibidor.

Situacion que difiere del comportamiento del DBA en el caso de tener distintas concentraciones o
inhibir el crecimiento bacteriano en el suelo. Ya que el suelo de Veracruz es el que presenta mayor
diferencia en las remociones (35%) al disminuir la concentracion en el suelo y los suelos de Tabasco
y Morelos presentan un comportamiento muy similar al presentar una diferencia de remociones entre
el 27% y 25%, respectivamente. Notando que la diferencia entre inhibir los suelos del crecimiento

bacteriano solo afecta menos del 2%.

En general, el comportamiento de los hidrocarburos y su tendencia de disminucion en los tres suelos
durante la experimentaciéon (EBC) fue muy similar, al igual que la concentracion adsorbida en cada
suelo al final de la experimentacion, tal como sucede en los experimentos con mayores
concentraciones, sin adicion de inhibidor de crecimiento bacteriano (E2) y con adicién de inhibidor

(E3y EBQ).

Observando a su vez, que cuando los suelos presentan una contaminacién menor, la remociéon
también es menor en comparacién con los que tienen una contaminacién mayor. Por tanto, la
concentracion adsorbida en el suelo al final de la experimentacién tiende a ser mayor, que cuando la
contaminacién inicial es alta. Es decir, que presentan mayor adsorcién y dificultad para ser removidos

del suelo.
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6.4.4 Bacterias aerobias heterotrofas en los suelos

Debido a la importancia de la microbiologia en el suelo, para llevar a cabo la degradacion de los
hidrocarburos aromaticos probados, se realizaron pruebas para determinar la cantidad de bacterias
presentes durante toda la experimentacion, a la par con los muestreos realizados para conocer la
concentracion de HAP en cada suelo (capitulo metodologia). Las determinaciones se realizaron en
los suelos sin contaminar que sirvieron como control (C2 y C3) de los experimentos E2 y E3, asimismo,
en los tres suelos contaminados de los experimentos E2, E3 y EBC. Los resultados se reportan como

unidades formadoras de colonias (UFC), como se observa en las Figs. 6-7 y 6-8.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la caracterizacion de los suelos, y al inicio de la
experimentacion se confirmd la presencia de bacterias aerobias en los tres suelos. Debido a que las
UFC presentes fueron mayores a las colonias consideradas en un suelo contaminado (1 x 10* UFC/q)

(Fanhenstock 1998), se considerd la posibilidad de que la degradacion de los HAP ocurriera.

En los tres suelos sin contaminar- sin adicion de inhibidor, utilizados como control del experimento
E2 (C2, Fig. 6-7: a, b, ¢) se observo que el suelo de Tabasco tuvo mayor cantidad de bacterias (UFC/g)
durante los primeros 18 dias con un contenido de agua del 30% y 50% CC, comportamiento que no
se reflejé durante la experimentacion en el suelo con el mayor contenido de agua adicionado (90%
CQ). Situacion similar se presentd en los suelos de Morelos (excepto con el 50% CC) y Veracruz,
debido a que no se observd gran diferencia por contenidos de agua, permanenciendo constante la

poblacidon microbiana.

En el caso del control del experimento E3 (C3, Fig. 6-7: d, e, f), los tres suelos mostraron inhibicion de
la poblacién bacteriana, sin embargo, esta no fue completa. Y con base en la cantidad de bacterias
en C2, puede decirse que el suelo de Tabasco fue el que presentd mayor efecto del inhibidor, debido
a que disminuyd en mayor proporcion las bacterias presentes, seguida por el suelo de Morelos,
aungue la presencia de bacterias aumenté en los Ultimos dias con el 90% CC, asimismo, en el suelo

de Veracruz donde se observar ligero aumento de la poblacion con el 50% y 90% CC.
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Figura 6-7 Controles de los experimentos 2 y 3 (C2 y C3): Bacterias aerobias heterdtrofas (UFC/g) en los suelos sin
contaminar, sin inhibidor de bacterias a)Tabasco, b)Morelos y c)Veracruz y en los suelos sin contaminar e inhibidos
d)Tabasco, e)Morelos y f)Veracruz, con el 30%, 50% y 90% CC
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Experimento 2 (E2): Suelo contaminado sin inhibidor Experimento 3 (E3): Suelo contaminado con inhibidor
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Figura 6-8 Experimentos 2 y 3 (E2 y E3): Bacterias aerobias heterétrofas (UFC/g) en los suelos contaminados sin
inhibidor de bacterias a)Tabasco, b)Morelos y c)Veracruz y en los suelos contaminados e inhibidos d)Tabasco,
e)Morelos y f)Veracruz, con el 30%, 50% y 90% CC
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Teniendo como base el comportamiento de las bacterias en suelos sin presencia de los HAP, se
observa cierta diferencia entre la cantidad de bacterias con el experimento en comun (experimento
con suelo contaminado E2), tal y como se puede apreciar en la Fig. 6-8 (a, b, ¢), que cuando las
bacterias no estan inhibidas, presentan una tendencia a aumentar conforme el tiempo transcurrido,
justificado por el aumento de la fuente de carbono debida a la contaminacién ocasionado por los

dos hidrocarburos.

En el suelo de Tabasco se observa un aumento en la poblacién bacteriana con cambios bruscos a los
8 y 18 dias con el 90% CC, disminuyendo abruptamente la poblacion a los 25 dias, manteniendo
después un comportamiento similar con el 30% y 50% CC. En el suelo de Morelos aumentan las UFC
con los tres contenidos de agua probados, siendo mayor durante toda la experimentacion para 90%
CC. Con el 30% y 50%CC se observa un aumento poblacional grande a los 25 dias, obteniendo a los
32 dias disminucion de bacterias en los tres casos. De forma diferente sucede con el suelo de
Veracruz, el cual disminuye durante los primeros 18 dias con los tres contenidos de agua, por lo que

se atribuye mayor vulnerabilidad de las bacterias presentes en este suelo al ser contaminado.

Sin embargo, es importante considerar que el suelo de Veracruz, es el que tiene bajo contenido de
materia organica, razon por la que se atribuye, los microorganismos disponian de poco sustrato de
carbono, y a menor sustrato, la poblacién microbiana del suelo se reduce (Mao et a/, 2012). Sin
embargo, a pesar de que las UFC fueron mucho menores en el suelo de Veracruz en comparacion
con los otros dos suelos, esto no afectd a la remocion del BA y DBA. En consecuencia, no puede
atribuirse por completo, para este caso, la relacion que existe entre las bacterias cultivables con la

eliminacion de los HAP en los suelos.

En el caso de E3 en comparacion con su control C3, los suelos presentan un impacto mayor en la
poblacion bacteriana, debido a la contaminacion de los HAP, sin embargo, se observa mayor similitud
entre comportamiento de los suelos auin con la diferencia entre contenidos de agua. El mayor efecto

del inhibidor se present6 hasta el dia 13, en donde se mantuvieron los suelos sin presencia de
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bacterias y a los 25 dias las bacterias presentan un ligero aumento, situacién que se atribuye debido

a que el efecto del inhibidor disminuye, tal y como sucedio en C3 (Fig. 6-8: d, €, f).

En relacién con el experimento realizado con suelo contaminado con bajas concentraciones (EBC)
puede relacionarse con E3, observando que cuando los suelos estan inhibidos hay presencia de
bacterias a partir del dia 13, independientemente de la concentraciéon de los HAP. Sin embargo la
cantidad de ellas es mucho menor que cuando hay hidrocarburos, esto puede relacionarse con la

falta de sustrato.

En el experimento EBC los tres suelos tienden a aumentar las bacterias en los Ultimos dias de la
experimentacién, mismos donde la concentracion de los dos hidrocarburos ha disminuido. Esto

sucede con los tres contenidos de agua en los suelos (Fig. 6-9).

En este caso, la mayor poblacion bacteriana la presenta el suelo de Morelos, con diferencias entre los
contenidos de agua (favorecido el 90% CC), seguida por Tabasco y Veracruz, suelo que presenta en

todos los casos menor cantidad de bacterias aerobias.

En este estudio Unicamente se midieron bacterias cultivables, que representan solo una parte de la
poblacion bacteriana total, por lo que, con base en los resultados obtenidos de la cuantificacion de
bacterias, se especula que la capacidad metabdlica relativa en el suelo de Veracruz pudo haber sido

mayor que en los otros dos suelos.

A su vez, es importante considerar que los hongos también participan en la degradacién de los HAP
en el suelo (Kanaly et a/, 2010), aunque se puede suponer que la presencia de los mismos es menor
en suelos con menor contenido de materia organica, como el suelo de Veracruz (Haritash y Kaushik
2009). Sin embargo, en estudios especificos sobre aislamiento de microorganismos (Rosales et al,
2012) se ha demostrado que la degradaciéon de BA por el hongo T7richoderma longibrachiatum

remueve al contaminante en 9 dias hasta un 97% y 8% por el hongo Byssochlamys spectabills.
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Experimento con bajas concentraciones (EBC):
Suelo contaminado e inhibido

a) Tabasco
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Figura 6-9 Experimento con bajas concentraciones de HAP (EBC): Bacterias aerobias heterdtrofas (UFC/g) en los
suelos contaminados e inhibidos de crecimiento bacteriano a)Tabasco, b)Morelos y c)Veracruz, con el 30%, 50% y

90% CC
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6.4.4.7 Bacterias aerobias heterotrofas en los suelos en relacion con la remocion de los HAP

Con base en lo anterior, se puede decir que las UFC predominaron en los suelos de Tabasco, en los
suelos contamiandos (E2 y E3) y sin contaminar considerados como control (C2 y C3), viéndose
favorecidas las bacterias en los tiempos intermedios de la experimentacion, con un mayor contenido
de agua (90% CC) en E2, relacionando que fue el suelo que presentd la mayor remocién de BA (99%)

al final de la experimentacion.

En el suelo de Morelos, en ambos experimentos (E2 y E3) se observa un aumento de bacterias, en
comparacion con los suelos no contaminados (C2 y C3). E2 presentd variaciones entre contenidos de
agua durante los primeros 32 dias, predominando la presencia de bacterias con el 90% CC en 13 dias,
al alcanzar el 81% de remocion de BA y 93% de DBA, disminuyendo la cantidad de bacterias en dias
posteriores. Sin embargo, con los contenidos de agua del 30% y 50% CC tienen un aumento hasta

los 25 dias de la experimentacién, al obtener en promedio el 80% de remocién de BA'y 97% de DBA.

El comportamiento de las bacterias en el suelo de Veracruz fue muy similar en los Ultimos dias de
experimentacion de E2 y E3. Debido a que a partir del dia 25 se aprecia mayor cantidad de bacterias,
obteniendo entre el 80% y 93% de remocion de BA'y el 95% de remocion de DBA. Y en E3, se obtuvo

el 90% y 98% de remocion de BA 'y entre el 88% - 95% de remocion de DBA.

Por tanto, se considera que el aumento de la poblacion bacteriana en el experimento E2 se deben a
los tiempos en que se removid casi el total de los HAP. Situacion similar sucedio en el experimento
E3, aunque en menor escala de UFC/g debido a la inhibicion de los suelos, ya que se obtuvo casi el
total de la remocién de los HAP en los tres suelos a los 25 dias, tiempo en que cuantificé mayor
cantidad de bacterias presentes y posteriormente, la concentracidon se mantuvo constante. Por lo que
se supone que las bacterias presentes en los suelos tienden a asimilar a la materia organica como

sustrato y no precisamente el contaminante debido a su remocion.
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6.4.5 Actividad microbiana en los suelos

De acuerdo con los resultados mostrados en las Figs. 6-10, 6-11 y 6-12, se puede observar la
producciéon de CO, acumulado en los suelos a diferentes escalas. Pardmetro que indico la probable
asimilacion de los hidrocarburos como sustrato, lo que se reflejé en la actividad microbiana
encontrada en los suelos (Garcia y Hernandez 2004), influyendo las caracteristicas de cada suelo y
condiciones a las cuales estuvieron sometidos (suelos sin contaminar, inhibidos o contaminados (altas
y bajas concentraciones), asi como la remocion de los HAP. Por tal motivo, se considerd un parametro
importante debido a que indica posible degradacién de compuestos que pueden considerarse

tdxicos para los suelos.

Con base en el nimero de bacterias presentes cuantificadas en los experimentos realizados (punto

6.4.4), la relacién que hay con la actividad microbiana difiere en algunos casos.

Los suelos control C2 (sin contaminar) del experimento E2 (Fig. 6-10; a, b y ), demuestran que existe
actividad microbiana, debido a la presencia y contenido de materia organica en cada uno de los
suelos, por lo que el suelo de Morelos fue el que mayor produccién de CO, presentd, seguida por el
suelo de Tabasco y finalmente, el suelo de Veracruz. Sin embargo, no se tuvo misma relacion con las
bacterias aerobias, donde se observé mayor cantidad en el suelo de Tabasco, seguida por el suelo
de Morelos y finalmente el suelo de Veracruz. sin mayor influencia debida a los contenidos de agua

probados en los suelos de Tabasco y Veracruz, pero si en el suelo de Morelos con el 90% CC.

Los suelos control C3 (sin contaminar) del experimento E3, se observd misma relacion que en C2, en
cuanto a su materia organica y cantidad de bacterias aerobias cuantificadas; sin embargo, aun a pesar
de que hubo menor cantidad de bacterias debido a la adicion del inhibidor, se obtuvo similar
actividad microbiana (Fig. 6-10; d, e y f). Con influencia solo en el suelo de Morelos, por los contenidos

de agua, favoreciendo el 90% CC.
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Control del experimento 2 (C2): Control del experimento 3 (C3):
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Figura 6-10 Controles de los experimentos 2 y 3 (C2, C3): Produccion de CO, acumulado, en los suelos sin contaminar,
sin adicion de inhibidor de bacterias a)Tabasco, b)Morelos y c)Veracruz y en los suelos inhibidos d)Tabasco, e)Morelos
y f)Veracruz, con el 30%, 50% y 90% CC
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Experimento 2 (E2): Suelo contaminado sin inhibidor Experimento 3 (E3): Suelo contaminado con inhibidor
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Figura 6-11 Experimentos 2 y 3 (E2 y E3): Produccién de CO, acumulado en los suelos contaminados sin adicién de

inhibidor de bacterias a)Tabasco, b)Morelos y c)Veracruz y en los suelos inhibidos, d)Tabasco, e)Morelos y f)Veracruz,
con el 30%, 50% y 90% CC
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En el caso de los suelos contaminados (E2) se sigui¢ el orden esperado; con mayor actividad
microbiana en los suelos de Morelos con alto contenido de materia organica, seguida por los suelos
de Tabasco y Veracruz, relacionado con la cantidad de bacterias presentes en cada uno (Fig. 6-11; a,

by o).

En los suelos contaminados e inhibidos (E3) se obtuvo menor produccion de CO,, ocasionado por el
efecto del inhibidor de las bacterias aerobias cuantificables. Y debido a que, en este caso, se obtuvo
minima actividad microbiana (CO, producido) durante los primeros dias de la experimentacion (Fig.

6-11; d, e y ), se le atribuye la presencia de otros microorganismos presentes en los suelos.

Por tanto, para tener un panorama general de los fenémenos que se dan en los suelos durante la
remociéon de contaminantes es importante considerar a los demas microorganismos presentes, tal
como los hongos o distintos tipos de bacterias, entre otros microorganismos, que en conjunto son

encargados de degradar a los hidrocarburos.

En la mayoria de experimentos, se observa que al final de la experimentacién se obtuvo una
concentracion constante de CO,, relacionado con la presencia constante de bacterias durante los
ultimos dias de cada experimento. El suelo de Morelos en E2 es la excepcion, por lo que se atribuye
el efecto que pudo ocasionar el muy alto contenido de materia organica en ese suelo,
proporcionando a los microorganismos presentes un sustrato de carbono mayor, por lo cual aumenté

la actividad metabdlica (Dilly 2004).

Sin embargo, la mayor actividad microbiana evidenciada por una produccién mayor de CO, no
influyé en la eliminaciéon del BA y DBA. A su vez, se observo que el contenido de agua no tuvo efecto
significativo sobre el CO, producido por los suelos de Tabasco y Veracruz y si ligeramente en los

suelos de Morelos; sin embargo, la adicion del inhibidor (HgCl,) lo redujo fuertemente.

Para el caso de los suelos contaminados con bajas concentraciones (EBC) se obtuvieron
concentraciones de CO, muy similares a las de los suelos sin contaminar (C3), tal y como se observa
en la Fig. 6-12.
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Experimento con bajas concentraciones (EBC):
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Figura 6-12 Experimento con bajas concentraciones (EBC): Produccién de CO, acumulado en los suelos contaminados

con bajas concentraciones, con adicion de inhibidor de bacterias a)Tabasco, b)Morelos y c)Veracruz, con el 30%, 50%

y 90% CC
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Comparando la actividad microbiana con la de los suelos contaminados e inhibidos (E3) se obtuvo
una disminucion mayor en el suelo de Tabasco, aproximada de 150 mg/kg, sequida del suelo de
Veracruz, con 70 mg/ kg promedio, sin tener influencia del contenido de agua adicionado. El suelo
de Morelos es el Unico que presentd diferencias por contenidos de agua, disminuyendo 30, 50 y 90

mg/kg (50%, 90% y 30% CC, respectivamente).

Por lo que puede denotarse la influencia de la concentracion en la actividad microbiana, ya que
mientras mayor sea la contaminacion, es probable la asimilacion de los hidrocarburos como sustrato
para los microorganismos; sin embargo, dependiendo de ésta, serad la toxicidad que represente.
Ademas de considerar que la medida del CO, producido, estara en funciéon no solo del contaminante,

sino también de la materia orgénica en los suelos.
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Capitulo 7

Conclusiones y Recomendaciones

Se caracterizaron las tres muestras de suelo de acuerdo con sus propiedades fisicas, quimicas y
biologicas, con una diferencia significativa entre ellas para todos los suelos (capacidad de campo
entre 85 g/kg - 328 g/kg; materia organica entre 5 g/kg - 506 g/kg; contenido de arenas entre 390
g/kg — 998 g/kg; bacterias aerobias entre 10 x 10° UFC/g — 1720 x 10 UFC/g y pH entre 4.8 — 6.6).

Cumpliendo con lo esperado para realizar la experimentacion.

Las pruebas de biodisponibilidad indican que los HAP pueden desorberse del suelo. Durante los 39
dias, se obtiene desorcion de BA, siendo mayor entre los dias 8 - 13 dias. El DBA Unicamente presenta
desorcion en la fase rapida, es decir, en los primeros dias. Concentracion que se considera

biodisponible, la cual puede ser asimilada por los microorganismos.

La desorcion de BA y DBA en el suelo de Morelos, fuer menor en comparacion con los otros dos

suelos (Tabasco y Veracruz). Por tanto, se cumple la primera hipotesis planteada en este estudio.

La remocion de la mezcla de los HAP en los tres suelos fue rapida al comienzo de la incubacién
aerobia (entre los 0 y 8 dias) con el 79% de BA y 90% de DBA disipado y retardado posteriormente;
independientemente de los tres contenidos de agua probados (30%, 50% y 90% CC) y de la materia
organica de cada suelo (149 g/kg en Tabasco, 506 g/kg en Morelos y 5 g/kg en Veracruz),
permaneciendo aproximadamente el 5% de su concentracién hasta el dia 39, por lo que se rechaza

la segunda hipotesis planteada en este trabajo.
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Como recomendaciones se propone realizar pruebas complementarias que ayudaran a confirmar la

remocion rapida de los HAP estudiados (BA y DBA):

>

Realizar isotermas de adsorcion con la mezcla de los contaminantes.

Determinar metabolitos intermedios para conocer la ruptura de los anillos con los que estan
compuestos el BA'y DBA.

Ampliar el andlisis microbioldgico (presencia de hongos y bacterias anaerobias).

Hacer un andlisis de biologia molecular (especie de los microorganismos) para conocer si la
remocion de los HAP se debe a un proceso de biodegradacion.

Realizar pruebas de volatilizacion (SPME).
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Anexos

Anexo 1
Tabasco Morelos Veracruz
Muestra de suelo 1 Muestra de suelo 2 Muestra de suelo 3
Parcela 1 Parcela 2 Parcela 3 Parcela 1 Parcela 2 Parcela 3 /N\Parcela 1 Parcela 2 Parcela 3
00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000
(X XXX} (I XXX 00000 ( XXX X 00000 00000 00000
00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000
."'I' 00000 00000 00000 00000 .QQOIO 00000
20 muestras 20 muestras 20 muestras
de suelo de suelo de suelo

v v v v v v v v v

20 muestras de 20 muestras de 20 muestras de 20 muestras de 20 muestras de 20 muestras de 20 muestras de

suelo agrupadas suelo agrupadas suelo agrupadas  suelo agrupadas

suelo agrupadas  suelo agrupadas ~ suelo agrupadas ~ suelo agrupadas  suelo agrupadas

Submuestra1  Submuestra 2 Submuestra 3 Submuestra 1

20 muestras de 20 muestras de

Submuestra 2 Submuestra 3 Submuestra1  Submuestra 2 Submuestra 3

Anexo T Muestreo de suelo: Obtencién de las muestras de suelos (n=3, Tabasco, Morelos y Veracruz) y submuestras (n=9) utilizadas en la experimentacion
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Anexo 2

S IG MA'A LD RI C H sigma-aldrich.com
FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

Version 5.9
Fecha de revision 05072018
Fecha de impresion 08M14/2018

1. IDENTIFICACION DEL PRODUCTO Y DE LA COMPAHNIA

1.1 Identificadores del producto
Nombre del producto - Benzo[alantraceno
Referencia o 48563
Marca :  Supelco
Mo. Indice - B01-033-00-9
MNo. CAS o 5B-55-3

1.2 Uzos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos desaconsejados

Usos identificados ©  Reactivos para laboratorio, Sintesis de sustancias

1.3 Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad

Compafiia :  Sigma-Aldrich
3050 Spruce Street
SAINT LOUIS MO 83103

Usa
Teléfono - +1800-325-5832
Fax - +1800-325-5052
1.4 Teléfono de emergencia
Teléfono de Urgencia o #1-TD3-527-3887 (CHEMTREC)

2. IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS
21 Clasificacion de la sustancia o de la mezcla

Clasificacion $GA de acuerdo con 29 CFR 1910 (OSHA HCS).
Carcinogenicidad (Categoria 1B8), H350

Toxicidad acuatica aguda (Categoria 1), H400

Toxicidad acuatica crénica (Categoria 1), H410

Para el texto integro de las Declaraciones-H mencionadas en esta seccion, véase la Seccion 16.

2.2 Elementos de las etiquetas del SGA, incluidos los consejos de prudencia

Pictograma

Palabra de advertencia Peligro
Indicacion({es) de peligro

H350 Puede provocar cancer.

H410 Muy toxico para los organismos acuaticos, con efectos nocivos
duraderos.

Declaracion{es) de prudencia

P201 Pedir instrucciones especiales antes del uso.

P202 Ho manipular la sustancia antes de haber leido y comprendido todas las
instrucciones de seguridad.

P273 Evitar su liberacion al medio ambiente.

P281 Utilizar el equipo de proteccion individual obligatorio.

P208 + P313 EM CASO DE exposicidn manifiesta o presunta: Consultar a un médico.

P391 Recoger el vertido.

Supelco - 43553 Pagna i of &

Anexo 2 Hoja de Datos de Seguridad (HDS) del Bezno(a)antraceno (BA)
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Continuacion Anexo 2. HDS-BA

P405 Guardar bajo llave.
PS01 Eliminar el contenidof el recipiente en una planta de eliminacion de
residucs autorizada.

2.3 Peligros no clasificados de otra manera - ninguno(a)

3. COMPOSICION/INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES

31 Sustancias

Sindnimos . 1,2-Benzanthracene
Tetraphene
Formula : CqgHy2
Peso molecular o 228.29 g/mol
Mo. CAS - 5B-55-3
Mo. CE : 200-280-6
Mo. Indice : B801-033-00-9
Componentes peligrosos
Components [ Clasificacion [ Concentracién
Benz[a]anthracene
Carc. 18; Aquatic Acute 1; 90 - 100 %
Aquatic Chronic 1; H350,
H410

Para el texto integro de las Declaraciones-H mencionadas en esta seccion, véase la Seccion 16.

4, PRIMEROS AUXILIOS
41 Descripcion de los primeros auxilios

Recomendaciones generales

Consultar a un médico. Mostrar esta ficha de seguridad al doctor que esté de servicio.Retire a la persona de la zona
peligrosa.

Si ez inhalado

Si aspird, mueva la persona al aire fresco. 5i ha parado de respirar, hacer la respiracion arificial. Consultar a un médico.

En caso de contacto con la piel
Eliminar lavando con jabon y mucha agua. Consultar a un médico.

En caso de contacto con los ojos
Lavarse abundantemente los ojos con agua como medida de precaucion.

Por ingestion
Munca debe administrarse nada por la boca a una persona inconsciente. Enjuague la boca con agua. Consultar a un
medico.

4,2  Principales sintomas y efectos, agudos y retardados
Los sintomas y efectos mas importantes conocidos se describen en la etiqueta (ver seccion 2.2) v / o en la seccion 11

4.3  Indicacién de toda atencién médica y de los tratamientos especiales que deban dispensarse inmediatamente
Sin datos disponibles

5. MEDIDAS DE LUCHA CONTRA INCENDIOS
51  Medios de extincion

Medios de extincion apropiados
Usar agua pulverizada, espuma resistente al alcohol, polvo seco o didxido de carbono.

5.2 Peligros especificos derivados de la sustancia o la mezcla
Sin datos disponibles
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Recomendaciones para el personal de lucha contra incendios
Si es necesario, usar equipo de respiracion auténomo para la lucha contra el fuego.

Otros datos
Sin datos disponibles

6. MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL

6.1

6.2

6.3

6.4

Precauciones personales, equipo de proteccion y procedimientos de emergencia

Utilicese equipo de proteccion individual. Evite la formacion de polvo. Evitar respirar los vapores, la neblina o el gas.
Aseglrese una ventilacion apropiada. Evacuar el personal a zonas seguras. Evitar respirar el polvo.

Equipo de proteccion individual, ver seccion 3.

Precauciones relativas al medio ambiente
Impedir nuevos escapes ¢ derrames i puede hacerse sin riesgos. No dejar que el producto entre en el sistema de
alcantarillado. La descarga en el ambiente debe ser evitada.

Métodos y material de contencion y de limpieza
Recoger y preparar la eliminacion sin originar polvo. Limpiar y traspalar. Guardar en contenedores apropiados y
cerrados para su eliminacion.

Referencia a otras secciones
Para eliminacion de desechos ver seccion 13.

7. MANIPULACION ¥ ALMACENAMIENTO

71

T.2

7.3

Precauciones para una manipulacion segura

Evitese la formacion de polvo y aerosoles. La manipulacidn de materiales sdlidos pusde resultar en la formacién de
polvos combustibles, dicho potencial debera ser considerado

Debe disponer de extraccion adecuada en aguellos lugares en los que se forma polvo.

Wer precauciones en la seccion 2.2

Condiciones de almacenamiento seguro, incluidas posibles incompatibilidades
Conservar el envase herméticaments cerrado en un lugar seco y bien ventilado.

Almacene a temperatura ambiente.
Clase de almacenamiento (TRGS 510): 6.10: Materiales toxicos peligrozos o materiales peligrosos gue causan efectos
cronicos/Mo combustibles, txicos agudos Cat.3

Usos especificos finales
Aparte de los usos mencionados en la seccion 1.2 no se estipulan ofros usos especificos

8. CONTROLES DE EXPOSICION/ PROTECCION INDIVIDUAL

8.1 Parametros de control
Componentes con valores limite ambientales de exposicion profesional.
Mo contiene sustancias con valores limites de exposicion profesional.
8.2 Controles de la exposicion
Controles técnicos apropiados
Manipular con las precauciones de higiene industrial adecuadas, y respetar las practicas de seguridad. Lavense las
manos antes de los descansos y despues de terminar la jornada laboral.
Proteccion personal
Proteccion de los ojos! la cara
Gafas de seguridad con protecciones laterales conformes con la EM166 Use equipo de proteccion para los
ojos probado y aprobado segdn las normas gubernamentales correspondientes, tales comao MIOSH (EE.UU.)
o EN 166 {UE).
Proteccion de la piel
Manipular con guantes. Los guantes deben ser inspeccionados antes de su uso. Utilice la técnica correcta de
quitarse los guantes (sin tocar la superficie exterior del guante) para evitar el contacto de la piel con este
producto. Deseche los guantes contaminades después de su uso, de conformidad con las leyes aplicables y
buenas practicas de laboratorio. Lavar y secar las manos.
Sumercion
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Continuacion Anexo 2. HDS-BA

Material: Caucho nitrilo

espesura minima de capa: 0.11 mm

Tiempo de penetracion: 480 min

Material probado:Dermatril® (KCL 740 ! Aldrich ZETFT7272, Talla M)

Salpicaduras

Material: Caucho nitrilo

espesura minima de capa: 0.11 mm

Tiempo de penetracion: 480 min

Material probado:Dermatrl® (KCL 740 !/ Aldrich ZET7272, Talla M)

origen de datos: KCL GmbH, D-36124 Eichenzell, Teléfono +49 (0)6659 87300, e-mail sales@kcl.de, Método
de prueba: EN374

Si es utilizado en solucion, o mezclado con otras sustancias, y bajo condiciones diferentes de la EM 374,
pomerse en contacto con el proveedor de los guantes aprobados CE. Esta recomendacion es meramente
aconsejable v debera ser evaluada por un responsable de seguridad e higiene industrial familiarizado con la
situacion especifica de uso previsto por nuestros clientes. Mo debe interpretarse como una aprobacion de
oferta para cualguier escenario de uso especifico.

Proteccion Corporal
Indumentaria impermeable, El tipo de equipamiento de proteccion debe ser elegido segln la concentracion y
la cantidad de sustancia peligrosa al lugar especifico de trabajo.

Proteccion respiratoria

Donde el asesoramiento de riesgo muestre que los respiradores purificadore toda la cara tipo N100 (EEUU) o
tipo P3 (EM 143) y cartichos de respuest unica proteccion, usar un respirador suministrado que cubra toda la
cara Usar respiradores y componenetes testados y aprobados bajo los estandards gubernamentales
apropiados como NIOSH (EEUU) o CEN (UE)

Control de exposicidn ambiental
Impedir nuevos escapes o derames si puede hacerse sin riesgos. No dejar que el producto enfre en el
sistema de alcantarillado. La descarga en el ambiente debe ser evitada.

9. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

9.1  Informacion sobre propiedades fisicas y quimicas basicas

a) Aspecto Forma: solido
by Olor 5in datos disponibles
¢} Umbral clfativo Sin datos disponibles
d) pH 5in datos disponibles
e) Punto de fusion/ punto  Puntofintervalo de fusion: 157 - 159 °C (315 - 318 °F)
de congelacion
f)  Puntoinicial de 4376 °C (819.7T °F)
ebullicion & intervalo de
ebullicion
g) Punto de inflamacion Sin datos disponibles
h) Tasa de evaporacion Sin datos disponibles
iy Inflamabilidad (sdlido, Sin datos disponibles
gas)
il Inflamabilidad Sin datos disponibles
supenorinferior o
limites explosivos
k) Presion de vapor Sin datos disponibles
) Densidad de vapor Sin datos disponibles
m) Densidad relativa Sin datos disponibles
n) Solubilidad en agua Sin datos dizponibles
o) Coeficiente de repario Sin datos disponibles
Supelco - 43562 Pagina4 of &
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n-octanollagua

p} Temperatura de auto- Sin datos disponibles
inflamacion
q) Temperatura de Sin datos disponibles

descomposicidn
ry Viscosidad Sin datos disponibles
5) Propiedades explosivas 5in datos disponibles

t} Propiedades Sin datos dispenibles
comburentes

9.2 Otra informacion de seguridad
Sin datos disponibles

10. ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD

10.1  Reactividad
Sin datos disponibles

10.2 Estabilidad quimica
Estable bajo las condiciones de almacenamiento recomendadas.

10.3 Posibilidad de reacciones peligrosas
Sin datos disponibles

10.4 Condiciones que deben evitarse
Sin datos disponibles

10.5 Materiales incompatibles
Agentes oxidantes fuertes

10.6 Productos de descomposicion peligrosos .
Productos de descompaosicion peligrosos formados en condiciones de incendio. - Oxidos de carbono
Otros productos de descomposicion peligrosos - Sin datos disponibles
En caso de incendio: véasze seccidn 5

11. INFORMACION TOXICOLOGICA
114  Informacion sobre los efectos toxicologicos

Toxicidad aguda
Sin datos disponibles

Inhalacion: Sin datos disponibles
Cutaneo: Sin datos dizponibles
DLS0 Intravenoso - Rata - = 200 mg'kg

Corrosion o irritacion cutaneas
Sin datos disponibles

Lesiones o irritacion ocular graves
Sin datos disponibles

Sensibilizacion respiratoria o cutanea
Sin datos disponibles

Mutagenicidad en células germinales
Sin datos disponibles

Carcinogenicidad

E=te producto 2 o contiene un componente prabablemente cancerigeno en humanos, segun determinado basado en su
clasificacion por IARC {Intemational Agency for Research on Cancer; Agencia Internacional de Investigacion sobre el
Cancer), 05HA [(Occupational Safety and Health Agency; Agencia de Seguridad e Higiene del Trabajo) de los Estados
Unidos, ACGIH (American Conference of Governmental Industrial Hygienists; Conferencia de Higienistas Industriales
Gubernamentales de los Estados Unidos), NTP (National Toxicology Program; Programa Nacional de Toxicologia) de
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Continuacion Anexo 2. HDS-BA

los Estados Unidos y EPA (Environmental Protection Agency; Agencia para la Proteccion del Medio Ambiente) de los
Estados Unidos.

Fosible agente carcindgeno para el humano

IARC: 2B - Group 2B: Possibly carcinogenic to humans (Benz[alanthracene)

IARC: 2B - Group 2B: Possibly carcinogenic to humans (Benz[a]anthracene)

NTP: RAHC - Razonablements previsto como cancerigeno humano (Benz[alanthracens)

MTP: RAHC - Razonablemente previsto como cancerigeno humano (Benz[alanthracene)

OSHA: Mingln componente de este producto esta presente en niveles superiores o iguales al 0.1 %

por lo gque no 2e encuentra en la lista de O5HA de carcindgenos regulados.

Mingln componente de este producto esta presente en niveles superiores o iguales al 0,1 %
por lo gue no se encuentra en la lista de 0SHA de carcindgenos regulados.

Toxicidad para la reproduccion
Sin datos disponibles

Sin datos disponibles

Toxicidad especifica en determinados organos - exposicion Unica
Sin datos disponibles

Toxicidad especifica en determinados drganos - exposiciones repetidas
Sin datos disponibles

Peligro de aspiracion
Sin datos disponibles

Informacion Adicional
RTECS: sin datos disponibles

Segun nuestras informaciones, creemos que no se han investigado adecuadamente las propiedades quimicas, fisicas y
toxicologicas.

12. INFORMACION ECOLOGICA

121  Toxicidad
Sin datos disponibles
12.2 Persistencia y degradabilidad
Sin datos disponibles
12.3 Potencial de bioacumulacion
Sin datos disponibles
12.4 Movilidad en el suelo
Sin datos disponibles
12.5 Resultados de la valoracion PBT y mPmB
La valoracion de PET / mPmB no esta disponible ya que la evaluacion de la seguridad quimica no es necesaria / no se
ha realizado
12.6 Otros efectos adversos
Mo se puede excluir un peligro para el medio ambiente en el caso de una manipulacion o eliminacion no profesional.
Muy toxico para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.
Supeleo - 43583 Pagna b of 8
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13. CONSIDERACIONES RELATIVAS A LA ELIMINACION
13.1  Métodos para el tratamiento de residuos

Producto

Ofertar el sobrante y las soluciones no-aprovechables a una compafiia de vertidos acreditada. Para la eliminacion de
este producto, dirigirse a un servicio profesional autorizado. Disclver o mezcelar el producto con un solvente
combustible y qguemario en un incinerador apto para productos quimicos provisto de postquemadeor y lavador.

Envases contaminados
Eliminar como producto no usado.

14. INFORMACION RELATIVA AL TRANSPORTE

DOT (US)
Mercancia no peligrosa

IMDG

Mumero OMU: 3077 Clase: 9 Grupo de embalaje: [l EMS5-No: F-A, 5-F

Designacion oficial de transporte de las Maciones Unidas: ENVIROMMENTALLY HAZARDOUS SUBSTAMCE, SOLID,
M.0.5. (Benz{alanthracene)

Contaminante marino:no

IATA

Mumero OMU: 3077 Clase: 9 Grupo de embalaje: [1l

Designacion oficial de transporte de las Maciones Unidas: Sustancia salida peligrosa para el medio ambiente, n.e p.
(Benz[alanthracene)

Otros datos
Marca-EHS requerida (codigos ADR 2.2.9.1.10 & IMDG 2.10.3) para embalajes Unicos y embalajes combinados que
contengan embalajes interiores con Mercancias Peligrosas = 5L para liguidos o = 5Kg para solidos.

15. INFORMACION REGLAMENTARIA

SARA 302 Componentes
Este materal no contiene productos quimicos sujetos a los requisitos reportados por SARA Titulo |Il, seccion 302,

SARA 313 Componentes
Este materal no contiene ningln componente guimico con los conocidos numeros CAS que exceden el umbral de los
niveles reportados (De Minimis) establecidos por SARA titulo 111, seccidén 313.

SARA 311/312 Peligros
Peligro para la Salud Cronico

Massachusetts Right To Know Componentes

Mo. CAS Fecha de revision
Benz[a]anthracene 56-55-3 1993-02-16
Pennsylvania Right To Know Componentes
Mo. CAS Fecha de revision
Benz[a]anthracene 56-55-3 1993-02-16
No. CAS Fecha de revision
Benz[a]anthracene 56-55-3 1993-02-16
New Jersey Right To Know Componentes
No. CAS Fecha de revision
Benz[a]anthracene 56-55-3 1993-02-16
Prop. 65 de California Componentes
iADVERTEMNCIA! Este producto contiene un producto gquimico Mo. CAS Fecha de revision
conocido en el estado de California por provocar cancer. 56-55-3 2007-09-28
Benz[a]anthracene
Supelco - 43563 Pagna 7 of &
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jADVERTEMNCIA! Este producto contiene un producto quimico Mo, CAS Fecha de revision
conocido en el estado de California por provocar cancer. 56-55-3 2007-09-28
Benz[alanthracene

16. OTRA INFORMACION

Texto integro de las Declaraciones-H referidas en las secciones 2 y 3.

Aquatic Acute Toxicidad acuatica aguda

Aguatic Chronic Toxicidad acuatica cronica

Carc. Carcinogenicidad

H350 Puede provocar cancer.

H400 Muy toxico para los organismos acuaficos.

H410 Muy taxico para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.

Clasificacion HMIS/NFPA
Peligro para la salud:
Peligro Cronico para la *

ra

Salud:
Inflamabilidad: 0
Peligro Fisico 0

Clasificacion NFPA
Peligro para la salud:
Peligro de Incendio:
Peligro de Reactividad: 0

L= R N ]

Otros datos

Copyright 2016 Sigma-Aldrich Co. LLC. Se autoriza |a reproduccion en nimero ilimitado de copias para uso
exclusivamente intemo.

La informacion indicada arriba se considera correcta pero no pretende ser exhaustiva y debera utilizarse
unicamente como orientacion. La informacion contenida en este documento esta basada en el presente estado de
nuestro conocimiento y es aplicable a las precauciones de seguridad apropiadas para el producto. Mo representa
ninguna garantia de las propiedades del producto. La Corporacion Sigma-Aldrich y sus Compaiias Afiliadas, no
responderan por ningun dafio resultante de la manipulacion o contacto con el producto indicado armriba. Dirijase a
www_sigma-aldrich.com yio a los términos y condiciones de venta en el reverso de la factura o de la nota de

entrega.
Informacion suministrada por
Corporacion Sigma-Aldrich

Product Safety — Americas Regicn
1-800-521-B956

Yersion: 5.9 Fecha de revision: Fecha de impresion:
05/072018 06/14/2018
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S IG MA'A LD RI C H sigma-aldrich.com
FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

Version 5.11
Fecha de revision 11/07/2017
Fecha de impresian 08/14/2018

1. IDENTIFICACION DEL PRODUCTO Y DE LA COMPANIA

1.1 Identificadores del producto

Nombre del producto * Dibenz[a hlanthracene
Referencia : 48574

Marca . Supelco

Me. Indice o 601-041-00-2

No. CAS o 53-T0-3

1.2 Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos desaconsejados

Usos identificados . Reactivos para laboratorio, Sintesis de sustancias

1.3 Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad

Compafiia : Sigma-aldrich
3050 Spruce Street
SAINT LOUIS MO 63103

uUsa
Teléfono o +1800-325-5832
Fax o +1800-325-5052
1.4 Teléfono de emergencia
Teléfono de Urgencia o +1-703-527-3887 (CHEMTREC)

2. IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS
21 Clasificacion de la sustancia o de la mezcla

Clasificacion SGA de acuerdo con 29 CFR 1910 {(OSHA HCS).
Carcinogenicidad (Categoria 18), H350

Toxicidad acuatica aguda (Categoria 1), H400

Toxicidad acudtica cronica (Categoria 1), H410

Para el texto integro de las Declaraciones-H mencionadas en esta seccidn, véase la Seccidn 16.

2.2 Elementos de las etiquetas del SGA, incluidos los consejos de prudencia

Pictograma

Palabra de advertencia Peligro
Indicacion{es) de peligro
H350 Puede provocar cancer.
H410 Muy toxico para los organismos acuaticos, con efectos nocivos
duraderos.

Declaracion{es) de prudencia

P201 Pedir instrucciones especiales antes del uso.
P202 Mo manipular la sustancia antes de haber leido y comprendido todas las
ingtruccicnes de seguridad.
P273 Evitar su liberacion al medio ambients.
P280 Llevar guantes! prendas/ gafas/ mascara de proteccion.
P30& + P313 EM CASO DE exposicion manifiesta o presunta: Consultar a un médico.
P391 Recoger el vertido.
Supelco - 43574 Pagina 1 of &
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Continuacion Anexo 2... HDS-DBA

F405 Guardar bajo llave.
P301 Eliminar el contenido/ el recipiente en una planta de eliminacion de
residucs autorizada.

2.3 Peligros no clasificados de otra manera - ninguno(a)

3. COMPOSICION/INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES

31 Sustancias

Sinonimos o 1,2:5 6-Dibenzanthracene
Formula : CooHyg

Peso molecular : 278.35 g/mol

Mo. CAS o 53-70-3

Mo. CE o 200-181-8

Mo. Indice : 601-041-00-2

Componentes peligrosos
Componente | Clasificacian | Concentracidn
Dibenz[a,h]anthracene

Carc. 1B; Aquatic Acute 1, 90 - 100 %
Aquatic Chronic 1; H350,
H410

Para el texto integro de las Declaraciones-H mencionadas en esta seccion, véase la Seccion 16.

4, PRIMERDS AUXILIOS
41 Descripcion de los primeros auxilios

Recomendaciones generales

Consultar a un médico. Mostrar esta ficha de seguridad al doctor que esté de servicio.Retire a la persona de la zona
peligrosa.

Sies inhalado

Si aspird, mueva la persona al aire fresco. Siha parado de respirar, hacer |a respiracion artificial. Consultar a un médico.

En caso de contacto con la piel
Eliminar lavando con jabon y mucha agua. Consultar a un médico.

En cazo de contacto con los ojos
Lavarze abundantemente los ojos con agua como medida de precaucion.
Por ingestion
Munca debe administrarse nada por la boca a una persona inconsciente. Enjuague la boca con agua. Consultar a un
médico.
4.2  Principales sintomas y efectos, agudos y retardados
Los sintomas y efectos mas importantes conocidos se describen en la etiqueta (ver seccion 2.2) v / o en la seccion 11

4.3  Indicacion de toda atencion médica y de los tratamientos especiales que deban dispensarse inmediatamente
Sin datos disponibles

5. MEDIDAS DE LUCHA CONTRA INCENDIOS
81  Medios de extincion

Medios de extincion apropiados
Usar agua pulverizada, espuma resistente al alcohol, polvo seco o didxido de carbono.

5.2 Peligros especificos derivados de la sustancia o la mezcla
3in datos disponibles
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Recomendaciones para el personal de lucha contra incendios
Si es necesario, usar equipo de respiracion auténomo para la lucha contra el fusgo.

Otros datos
Sin datos disponibles

6. MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL

6.1

6.2

6.3

6.4

Precauciones personales, equipo de proteccion y procedimientos de emergencia

Utilicese equipo de proteccion individual. Evite la formacion de polvo. Evitar respirar los vapores, la neblina o el gas.
Aseglrese una ventilacion apropiada. Evacuar el personal a zonas seguras. Evitar respirar el polvo.

Equipo de proteccion individual, ver seccion 8.

Precauciones relativas al medio ambiente
Impedir nuevos escapes ¢ derrames si pusde hacerse sin riesgos. No dejar que el producto entre en el sistema de
alcantarillado. La descarga en el ambiente debe ser evitada.

Metodos y material de contencion y de limpieza
Recoger y preparar |a eliminacion sin originar polvo. Limpiar y traspalar. Guardar en contenedores apropiados vy
cerrados para su eliminacion.

Referencia a otras secciones
Para eliminacion de desechos ver seccion 13.

7. MANIPULACION ¥ ALMACENAMIENTO

71

7.2

7.3

Precauciones para una manipulacion segura

Evitese la formacidn de polvo y asrosoles. La manipulacion de materiales solidos puede resultar en la formacion de
polvos combustibles, dicho potencial debera ser considerado

Debe dizponer de extraccion adecuada en aguellos lugares en los gue se forma polvo.

Yer precauciones en la seccion 2.2

Condiciones de almacenamignto seguro, incluidas posibles incompatibilidades
Conservar el envase herméticamente cerrado en un lugar seco y bien ventilado.

Almacene a temperatura ambiente.
Clase de almacenamiento (TRGS 510): 6.10: Materiales toxicos peligrosos o materiales peligrosos que causan efectos
cranicos/Mo combustibles, toxicos agudos Cat.3

Usos especificos finales
Aparte de los usos mencionados en la seccion 1.2 no se estipulan otros usos especificos

8. CONTROLES DE EXPOSICION! PROTECCION INDIVIDUAL

8.1 Parametros de control
Componentes con valores limite ambientales de exposicion profesional.
Componente No. CAS Valor Parametros de | Base
control
Dibenz[a hlanthrace |53-70-3 PEL 0.2 ma/m3 "Limites de exposicion de
ne contaminantes quimicos permitidos
en California (Titulo 8, articulo
107)".
Limites bioldgicos de exposicion profesional
Componente Mo. CAS Parametros Valor Muestras Base
biclogicas
Dibenz[a,hlanthrace | 53-70-3 1- Orina ACGIH - Indices
ne hidroxipireno Bioldgicos de
(1 HP) Exposicion (BEI)
Observacion [ Al final del turno del ditimo dia de la semana de trabajo
es
8.2 Controles de la exposicion
Controles técnicos apropiados
Manipular con las precauciones de higiene industrial adecuadas, y respetar las précticas de seguridad. Lavense las
manos antes de los descansos y después de terminar la jornada laboral.
Supelco - 48574 Pagna 3 of &
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Proteccion personal

Proteccion de los ojos/ la cara

Gafas de seguridad con protecciones laterales conformes con la EN166 Use equipo de proteccion para los
ojos probado y aprobado segan las normas gubernamentales correspondientes, tales como MIOSH (EE.UU.)
o EN 166 (UE).

Proteccion de la piel

Manipular con guantes. Los guantes deben ser inspeccionados antes de su uso. Utilice la técnica correcta de
quitarse los guantes (sin tocar la superficie exterior del guante) para evitar el contacto de la piel con este
producto. Deseche los guantes contaminados después de su uso, de conformidad con las leyes aplicables y
buenas practicas de laboratorio. Lavar y secar las manos.

Sumercion

Material: Caucho nitrilo

espesura minima de capa: 0.11 mm

tiempo de penetracion: 480 min

Material probado:Dermatnl® (KCL 740 / Aldrich Z67T7272, Talla M)

Salpicaduras

Material: Caucho nitrilo

espesura minima de capa: 0.11 mm

tiempo de penetracion: 480 min

Material probado:Dermatnl® (KCL 740 / Aldrich Z677272, Talla M)

origen de datos: KCL GmbH, D-36124 Eichenzell, Teléfono +4% (0)6659 87300, e-mail sales@kcl.de, Método
de prusha: EM374

Si es ufilizado en solucion, o mezclado con otras sustancias, y bajo condiciones diferentes de la EM 374,
pomerse en contacto con el proveedor de los guantes aprobados CE. Esta recomendacion es meramente
aconsejable y deberd ser evaluada por un responsable de seguridad € higiene industrial familiarizado con la
situacion especifica de uso previsto por nuestros clientes. No debe interpretarse como una aprobacion de
oferta para cualquier escenario de uso especifico.

Proteccion Corporal
Indumentaria impermeable, El tipo de equipamiento de proteccion debe ser elegido segin la concentracion y
la cantidad de sustancia peligrosa al lugar especifico de trabajo.

Proteccion respiratoria

Donde el asescramiento de riesgo muesire que los respiradores purificadore toda la cara tipo N100 (EEUU) o
tipo P3 (EN 143) y cartichos de respuest unica proteccion, usar un respirador suministrado gue cubra toda la
cara Usar respiradores y componenetes testados y aprobados bajo los estandards gubemamentales
apropiados como NIOSH (EEUU) o CEN {UE)

Control de exposicion ambiental
Impedir nuevos escapes o derrames si puede hacerse sin riezgos. No dejar que el producto entre en el
sistema de alcantarillado. La descarga en el ambiente debe ser evitada.

9. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

9.1  Informacion sobre propiedades fisicas y quimicas basicas

a) Aspecto Forma: sdlido

by Olor Sin datos dizponibles
¢} Umbral olfativo Sin datos disponibles
dy pH Sin datos disponibles

e) Punto de fusion/ punto  Puntofintervalo de fusion: 262 - 265 °C (504 - 509 °F) - lit.
de congelacion

f)  Puntoinicial de 524 *C (975 °F) - lit.

ebullicidn e intervalo de
ebullicion

g) Punto de inflamacion Sin datos disponibles

h) Tasa de evaporacion Sin datos dizponibles

iy Inflamabilidad (solido, Sin datos disponibles

Supeleo - 48574
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9.2

gas)

Inflamabilidad
supenorfinferior o
limites explosivos

k) Presién de vapor

I} Densidad de vapor

m) Densidad relativa

n}) Solubilidad en agua

o) Coeficiente de reparto
n-octanollagua

p) Temperatura de auto-

inflamacion

q) Temperatura de
descomposicidn

r) Viscosidad

5) Propiedades explosivas

t) Propiedades
comburentes

5in datos disponibles

Sin datos disponibles
Sin datos disponibles
Sin datos disponibles
Sin datos disponibles

Sin datos disponibles

5in datos disponibles

S5in datos disponibles

Sin datos disponibles
Sin datos disponibles
Sin datos disponibles

Otra informacidn de seguridad

Sin datos disponibles

Continuacion Anexo 2... HDS-DBA

10. ESTABILIDAD ¥ REACTIVIDAD

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

Reactividad
Sin datos disponibles

Estabilidad quimica

Estable bajo las condiciones de almacenamiento recomendadas.

Posibilidad de reacciones peligrosas

Sin datos disponibles

Condiciones que deben evitarse

Sin datos disponibles

Materiales incompatibles
Agentes oxidantes fuertes

Productos de descomposicion peligrosos
Productos de descomposicion peligrosos formados en condiciones de incendio. - Oxidos de carbono

Otros productos de descompaosicion peligrosos - Sin datos disponibles

En caso de incendio: véase seccion 5

11. INFORMACION TOXICOLOGICA

111

Informacion sobre los efectos toxicologicos

Toxicidad aguda
Sin datos disponibles

Inhalacién: Sin datos disponibles

Cutaneo: Sin datos disponibles

Sin datos disponibles

Corrosion o irritacion cutaneas

Sin datos disponibles

Lesiones o irritacion ocular graves

Sin datos disponibles

Supelco - 48574
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Continuacion Anexo 2... HDS-DBA

Sensibilizacion respiratoria o cutanea
Sin datos disponibles

Mutagenicidad en células germinales
Se han observado efectos mutagénicos en experimentos de laboratorio.

Carcinogenicidad

Este producto es o contiene un componente probablemente cancerigeno en humanos, segin determinado basado en su
clasificacion por IARC (Intemational Agency for Research on Cancer; Agencia Internacional de Investigacion sobre el
Cancer), 0SHA (Occupational Safety and Health Agency; Agencia de Seguridad e Higiene del Trabajo) de los Estados
Unidos, ACGIH (American Conference of Governmental Industrial Hygienists; Conferencia de Higienistas Industriales
Gubernamentales de los Estados Unidos), NTP {National Toxicology Program; Programa Macional de Toxicologia) de
los Estados Unidos y EPA (Environmental Protection Agency; Agencia para la Proteccion del Medio Ambiente) de los
Estados Unidos.

Posible agente carcindgeno para el humano

IARC: 24 - Group 2A: Probably carcinogenic to humans (Dibenz[a,hlanthracens)
NTP: RAHC - Razonablemente previsto como cancerigeno humano (Dibenz[a hlanthracene)
OSHA: Mo se identifica ningln componente de este producto, que presente niveles mayores que o el

igual a 0,1% como cancerigeno o como carcindgeno potencial por la (OSHA) Administracion
de Salud y Seguridad Ocupacional.

Toxicidad para la reproduccion
5in datos disponibles

Sin datos disponibles

Toxicidad especifica en determinados organos - exposicion dnica
Sin datos disponibles

Toxicidad especifica en determinados drganos - exposiciones repetidas
Sin datos disponibles

Peligro de aspiracion
Sin datos disponibles

Informacion Adicional
RTECS: HN2625000

Segun nuestras informaciones, creemos gue no se han investigado adecuadamente las propiedades guimicas, fisicas y
toxicologicas.

Pulmones -

12. INFORMACION ECOLOGICA

124

Toxicidad
Toxicidad para las Imabilizacion CES0 - Daphnia magna (Pulga de mar grande) - 0.496 ma/l - 24
dafnias y ofros h

invertebrados acuaticos

12.2 Persistencia y degradabilidad

12.3

12.4

12.5

Sin datos disponibles

Potencial de bioacumulacion
Sin datos disponibles

Maovilidad en el suele
Sin datos disponibles

Resultadoes de la valoracion PBET y mPmB
La valoracion de PBT / mPmB no esta disponible ya gue la evaluacion de la seguridad quimica no es necesaria / no se
ha realizado

Supelco - 43574 Pagina 6 of &
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Continuacion Anexo 2... HDS-DBA

12.6 Otros efectos adversos
Mo se puede excluir un peligro para el medio ambients en el caso de una manipulacion o eliminacion no profesional.
Muy tdxico para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.

13. CONSIDERACIONES RELATIVAS A LA ELIMINACION
131 Métodos para el tratamiento de residuos

Producto

Ofertar el sobrante y las soluciones no-aprovechables a una compafiia de vertidos acreditada. Para la eliminacion de
este producto, dirigirse a un servicio profesional autorizado. Disolver o mezclar el producto con un sclvente
combustible y quemario en un incinerador apto para productos quimicos provisto de postquemador y lavador.

Envases contaminados
Eliminar comeo producto no usado.

14. INFORMACION RELATIVA AL TRANSPORTE

DOT (US)
Mercancia no peligrosa

IMDG

Mamero OMU: 3077 Clase: 9 Grupo de embalaje: Il EMS-No: F-A, 5-F

Designacion oficial de transporte de las Maciones Unidas: ENVIRONMENTALLY HAZARDOUS SUBSTAMCE, SOLID,
N0 5. (Dibenz[a hlanthracene)

Contaminante marino:no

IATA

MNamero OMU: 3077 Clase: 9 Grupo de embalaje: Il

Designacion oficial de transporte de las Maciones Unidas: Sustancia sdlida peligrosa para el medio ambiente, n.e.p.
(Dibenz{a hlanthracene)

Otros datos
Marca-EHS requerida (codigos ADR 2.2.9.1.10 e IMDG 2.10.3) para embalajes Unicos y embalajes combinados que
contengan embalajes interiores con Mercancias Peligrosas = 5L para liquidos o = SKg para sdlidos.

15. INFORMACION REGLAMENTARIA

SARA 302 Componentes
Este material no contiene productos quimicos sujetos a los requisitos reportados por SARA Titulo 11, seccidn 302.

SARA 313 Componentes
Este material no contiene ningdn compoenente quimico con log conocidos nimeros CAS que exceden el umbral de los
niveles reportados (De Minimis) establecidos por SARA titulo 111, seccion 313.

SARA 311/312 Peligros
Peligro para la Salud Cronico

Massachusetts Right To Know Componentes

Mo. CAS Fecha de revision
Dibenz[a,hlanthracene 53.70-3 1993-04-24
Pennsylvania Right To Know Componentes
Mo. CAS Fecha de revision
Dibenz[a,hlanthracene 53-T0-3 1993-04-24
Mo. CAS Fecha de revision
Dibenz[a,hlanthracene 53.70-3 1993-04-24
New Jersey Right To Know Componentes
Mo. CAS Fecha de revisidn
Dibenz[a,hlanthracene 53-T0-3 1993-04-24
Prop. 65 de California Componentes
jADWVERTEMCIA! Este producto contiene un producto guimico No. CAS Fecha de revisidn
Supelco - 48574 Pagna7 of B
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Continuacion Anexo 2... HDS-DBA

conocido en el estado de California por provocar cancer. 53-70-3 2007-09-28
Dibenz[a hlanthracene

16. OTRA INFORMACION

Texto integro de las Declaraciones-H referidas en las secciones 2 v 3.

Aquatic Acute Toxicidad acuatica aguda

Agquatic Chronic Toxicidad acuatica cronica

Carc. Carcinogenicidad

H350 Puede provocar cancer.

H400 Muy tdxico para los organismos acuaticos.

H410 Muy tdxico para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.
Clasificacion HMIS/NFPA

Peligro para la salud: 0

Peligro Cronico para la *

Salud:

Inflamabilidad: 0

Peligro Fisico ]
Clasificacion NFPA

Peligro para la salud: 0

[=)

Peligro de Incendio:
Peligro de Reactividad: 0

Otros datos

Copyright 2016 Sigma-Aldrich Co. LLC. Se autoriza la reproduccion en ndmero ilimitado de copias para uso
exclusivaments intemo.

La informacion indicada amiba se considera correcta pero no pretende ser exhaustiva y debera utilizarse
lnicamente como orientacion. La informacion contenida en este documento esta basada en el presente estado de
nuestro conocimiento y es aplicable a las precauciones de seguridad apropiadas para el producto. No representa
ninguna garantia de las propiedades del producto. La Corporacion Sigma-Aldrich y sus Compaiiias Afiliadas, no
responderan por ningun dafio resultante de la manipulacion o contacto con el producto indicado arriba. Dirijase a
www_sigma-aldrich.com y/o a los términos v condiciones de venta en el reverso de |a factura o de |a nota de

entrega.

Informacion suministrada por
Corporacion Sigma-Aldrich
Product Safety — Americas Region
1-800-521-89586

Version: 5.11 Fecha de revision: Fecha de impresion:
11072017 06/14/2018
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Anexo 3

PMMRRC K

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

de acuerdo al Reglamento (CE) Mo. 1907/2006
Fecha de revision 08.08.2017 Version 12.14

SEGﬂﬁNtwénduhMuhnderdahmuhm

1.1 ldentificador dal producto
Articulo ndmerno 104419
Denominacion Mercurio{ll) cloruro p.a. EMSUREER Reag. Ph Eur,ACS

Nimero de registro REACH Mo hay disponible un nimero de registro para esta sustancia, va qua
la s ustancia o su uso estan exentos del registro; segin el articulo 2
del Re glamento REACH (CE) nam. 1087/2006, el tonelaje anual no
requiera regist ro o dicho registro esta previsto para una fecha
postarior.

No. CAS T4BT-94-T

1.2 Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la meacia v usos desaconsajados

Usos identificados Andlisis quimico
Para informaciones adicionales a usos refiérase al portal Merck
Chemicals (www.merckgroup.com; for USA/Canada
woww_ emdgroup.com).

1.3 Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad

Compafiia Merck KGaA * 64271 Darmstadt * Alemania * Tal: +49 6151 72-0
Departamento Responsable LS-QHC * e-mail: prodsafe@merckgroup.com

1.4 Teléfono de emengencia Instituto Naclonal de Toadcologla * Madrid * Ted: 91 562 04 20

smﬁuawanmmm
2.1 Clasificacion de la sustancia o de la mezcla
Clasificacion (REGLAMENTO (CE) No 12T72/2008)

Las Fichas de Dalos de Segundad para articulos del caldlogs ambidn se obBEMEn &n Wwamenckgnoup.com
Pagina 1 de 20
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Continuacion Anexo 3... HDS-HgCl,
FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) No. 1907/2006

Articulo nimero 104419
MNombre del producto Mercuriofll) cloruro p.a. EMSURE® Reag. Ph Eur ACS

Mutagenicidad en células germinales, Categoria 2, H341

Toxicidad para la reproduccion, Categoria 2, H361f

Toxicidad aguda, Categoria 2, Oral, H300

Toxicidad especifica en determinados drganos - exposicionas repetidas, Categaria 1, Rifion, H372
Corrosion cutdneas, Categoria 1B, H314

Toxicidad acudtica aguda, Categoria 1, H400

Toxicidad acudtica cronica, Categoria 1, H410

Para el taxto integro de las Declaraciones-H mencionadas en esta seccion, véase la Seccidn 16.

2.2 Elamentos de la stiqueta
Efiquetado (REGLAMENTO (CE) No 1272/2008)

Pictogramas de peligre

SOP®

Falabra de advertencia
Pealigro

Indicaciones de pelgro

H300 Mortal &n caso de ingestion.

H314 Proveca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.

H341 Se sospecha que provoca defectos genéticos.

H361f Se sospacha que perjudica a la fertilidad.

H372 Perjudica a determinados organos (Rifion) por exposicion prolongada o repetida.

H410 Muy toxico para los organismos acuaticos, con efectos nocives duradernos.

Consajos de prudencia

Prevencion

P273 Evitar su liberacidn al medio ambiente.

P280 Lievar guantes/ prendas! gafas/ mascara de proteccidn.

Intervencion

P30 + P330 + P331 EN CASO DE INGESTION: Enjuagarse la boca. NO provocar el vomito.

P305 + P351 + P338 EN CASD DE CONTACTO CON LOS QJOS: Aclarar cuidadosamante con agua

Las Fichas de Datos de Segundad para articulos del catiloge tambidn se oblienen en winw menckgroup.com
Pagina 2 de 20
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Continuacion Anexo 3... HDS-HgCl,

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) Mo. 1907/2006

Articuls ndmero 104419
Nombre del producto Mercurio{ll) cloruro p.a. EMSURE® Reagq. Ph Eur ACS

durante varios minutos. Cuitar las lentes de contacto, =i lleva y resulta facil. Seguir aclarando.
P308 + P310 EN CAS0 DE exposicidn manifiesta o presunta: Llamar inmediatamente a un CENTRO
DE TOXICOLOGIA o a un médico.

Etiquatado rsducido (<125 mi)
Pietogramas de pelign

SOP®

Palatva de advertencia
Peligre

Indicaciznes de pelgio

H3I00 Mortal en caso de ngesticn.

H314 Provoca quemaduras graves en la pesl y lesiones oculanss graves.

H341 Se sospecha que provoca defectos pendlicos.

H3E11 Se sespacha que perudica a la ferlilidad.

H372 Perjudica a determinados drganas (Rafidn) por exposicsdn prolongada o repetida

Consains de pruoencia

F280 Lisvar guanes’ prendas) galas’ mascara de prolecoin.

P301 + P330 + P331 EN CASO DE INGESTION: Enjuagarse la boca. MO provosas & vamilo,

P30S + P351 + F338 EM CAS0 DE CONTACTO COM LOS QJOS: Aclarar cusdadosamenbe con agua duranle wasios
minutos. Ouitar las lenes de conlacto, si leva y resulla facl. Seguir aclarando.

F30E + P310 EM CAS0 DE expasicidn manifiesta o presunia: Llamar inmedialamente a un CENTRO DE
TOXMCOLOGIA 0 a un médico.

No. indice 080-010-00-X

2.3 Otros peligros

Ninguno conocido.

SECCION 3. Composiclén/informacion sobre los componentes

3.1 Sustancia
Formula HgCls ClsHg (Hill)
Na. Indice 080-010-00-X

Las Fichas de Datos de Seguridad para articulos del cataloge también se obbenen en wsw merckproup.com
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Continuacion Anexo 3... HDS-HgCl,

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) Mo. 1907/2006

Articule ndmarno 104419

Mombre del producto Mercuriofll) cloruro p.a. EMSUREE Reag. Ph Eur ACS
Mo. CE 231-200-8
Masza molar 271,5 g'mol

Componentes peligroscs (REGLAMENTO (CE) No 1272/2008)

Nombre quimico (Concaniracicn)

Mo. CAS Mimero da registro Clasificacion
Dicloruro de mercuno == 7100 % )
T4B7-04-T ) Mutagenicidad en células germinales, Categoria 2, H341

Toxicidad para la reproduccion, Categoria 2, H3G61f
Toxicidad aguda, Categoria 2, H300
Toxicidad especifica an determinados organos - exposiciones
repetidas, Categoria 1, H372
Corrosion cutaneas, Categoria 1B, H314
Toxicidad acuatica aguda, Categoria 1, H400
Toxicidad acuatica cronica, Categoria 1, H410
Factor-M: 100

*} Mo hay disponible un rdmeno de regisiio para esta sustancia, ya que k8 S UStBncia o su uso esldn exentos del registo; segln &l
articuln 2 ded Re glaments REACH (CE) ridm. 10872006, &l tonelspe anual no requiens regist ro o dicho regising eatd previshd para uns
fecha posterior.

Para el texto integro de las Declaraciones-H mancionadas en esta seccion, véase [a Seccidn 16.

3.2 Mazcla
Mo aplicabla

SECCION 4. Primeros awcdlios

4.1 Descripcion de los primeroa awdlios
Recomendacionas genarales
El socorrista necesita prolegerse a sl mismo.

Tras inhalacion: aire fresco. Liamar inmediatamente al médico.

En caso de contacto con la plel: Quitar inmediatamente toedas las prendas contaminadas.

Aclararse la piel con agualducharse. Llame inmediatamente al médico.

Las Fichas de Datos de Segundad para articulos del caldlogo lambidn se oblienen en www menckproup.cam
Pagina 4 de 20
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Continuacion Anexo 3... HDS-HgCl,

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) Mo. 1907/2006

Articulo nimaro 104419
Nombre del producto Mercurio(ll) cloruro p.a. EMSURE® Reagq. Ph Eur ACS

Tras contacto con los ojos: aclarar con abundante agua. Llamar inmediatamenta al oftalmologo.

Retirar las lentillas.

Tras ingestion: hacar beber agua (maximo 2 vasos). Consultar inmadiatamente al médico.
Solamente en casos excepcionales, si no es posible la asistencia médica dentro de una hora,
provacar el vomito (solamente en personas plenamente despiertas y conscientes), administrar
carbon activo (20 - 40 g en suspension al 10%) v consultar al médico lo mas rapdamente

posibla. Mo proceder a pruabas de neutralizacion.

4.2 Principales sintomas y efectos, agudos y retardados
Iritacion v comrosion, Tos. Insuficiencia respiratoria
jRiesgo de cegueral
Los compuestos de Hg actlan como toxicos celulares v protoplasmaticos. Sintomas
de intoxicacidn aguda: Graves lesionas tras contacto con los ojos. Tras ingestion e
inhalacion de polvo se lesionan las mucosas gastrointesti- nales v respiratorias (gusto
meldlico, nduseas, vomito, dolor de astdmago, descomposiciones sanguineas,
guemaduras intestinales, edema de la glotis, neumonia de aspiracion). Descenso de la
tensidn sanguinea, arilmias, colapso circulatorio v disfuncidn renal. Intoxicacion cronica:
Infecciones bucales con pérdida de piezas dentales v halo de mercurio. Los efectos
principales =e manifiestan en el sistema nenvioso central (trastornos de diccidn, visidn y

oido, sensibilizacion, pérdida de memonia, irtabilidad, halucinaciones e.o.).

4.3 Indicacion de toda atencion médica y da los tratamiantos especiales que deban dispensarse
Inmediatamente
Mo hay informacion disponible.

SECCION 5. Medidas de lucha contra Incendioa

5.1 Medios de extincion
Meadios de extineion aproplados
Usar medidas de extincion que sean apropiadas a las circunstancias del local y a sus

alradedores.
Madios de extineion no apropiacos

Na existen limitacionas de agentes extinguidores para esta sustancia/mez cla.

5.2 Peligros eapecificos derivados de la sustancla o la mezcla

Las Fichas de Dalos de Segunidad para articulos del calflogo lambién se obBENen En Www.menckgnoup.com
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Continuacién Anexo 3... HDS-HgCl,

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) No. 1907/2006

Articulo nimero 104419
Nombre del producto Mercuriofll) claruro p.a. EMSUREE Reag. Ph Eur ACS

Mo combustible.
Posibilidad de formacion de vapores peligrosos por incendio en al entomo.
El fuego puede provocar emanaciones de:

vapores de mercurio, Gas cloruro de hidrogano

5.3 Recomendaciones para al parscnal de lucha contra incendios
Equipo de profeccion aspacial para ol parsonal de lucha contra incendios
Permanencia en el drea de riesgo solo con sistemas de respiracion artificiales e independientes
del ambiente. Proleccion de la piel mediante obsarvacion de una distancia de seguridad v uso

de ropa protectora adecuada .

Otros datos
Reprimir los gases/vapores/neblinas con agua pulverizada. Impedir la contaminacion de las

aguas superficiales o subterraneas por el agua que ha servido a la extincion de incendios.

SECCION 8. Medidas en caso de vertido accidental
6.1 Precauciones parsonales, equipo de proteccion y procedimientos de emergencia

Indicaciones para al parsonal gue no foma parte de o2 servicios de amergencia: Indiepensable
evitar la formacion y la inhalacion de polvo. Evitar el contacto con la sustancia. Aseglrese una
ventilacion apropiada. Evacie el area de peligro, respete los procedimientos de emergencia, con
sulle con axpanos.

Consejos para el parsonal de emeargancia:

Equipo protector véase seccion 8.

6.2 Precauciones relativas al medic amblents
Mo tirar los residuos por @l desagie.

6.3 Métodos y material de contenclon y de limplaza
Cubra las alcantarillas. Recoja, una y aspire los darrames.
Observe posibles restricciones de materiales (véanse indicaciones en las seccidnes T o 10).

Recoger en seco y procader a la eliminacion de residucs. Aclarar. Evitar la formacion de polva.

6.4 Referencla a otras secciones:
Para indicaciones sobre el tratamiento de residucs, véase seccion 13,

Las Fichas de Dabos de Sequidad para articulos del calalops lambién s oblensn &n www merckgroup.com
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Continuacion Anexo 3... HDS-HgCl,

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) No. 1907/2006

Articulo nimero 104419
Nombre del producto Mercurio(ll) cloruro p.a. EMSURE® Reag. Ph Eur, ACS

SECCION 7. Manipulacion y almacenamiento
7.1 Precauciones para una manipulacién segura

Consejos para una manipulacion segura
Trabajar bajo campana extractora. No inhalar la sustancia/la mezcla.

Observar las indicaciones de la etiqueta.
Medidas de higiene
Sustituir inmediatamente la ropa contaminada. Proteccion preventiva de la piel. Lavar cara y

manos al término del trabajo.

7.2 Condiciones de almacenamiento seguro, incluidas posibles incompatibliidades
Condiciones de almacenamiento
Bien cerrado. Seco. Protejido de la luz. Manténgase el recipiente en un lugar bien ventilado.
Mantenerio encerrado en una zona unicamente accesible por las personas autorizadas o

calificadas.

Temperatura de aimacenaje recomendada indicada en la etiqueta del producto.

7.3 Usos especificos finales

Fuera de los usos indicados en la seccion 1.2 no se previenen aplicacion es finales adicionales.

SECCION 8. Controles de exposicion/proteccion individual
8.1 Parametros de control

Las Fichas de Datos de Segundad para articulos del catdlogo también se oblienen en www.merckgroup.com
Pagina 7 de 20

-13 -



Continuacion Anexo 3... HDS-HgCl,

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) Mo. 1907/2006

Articulo nimearo 104419
Nombre del producto Mercuriofll) cloruro p.a. EMSURE® Reag. Ph Eur, ACS

Componentss con valores limite amblentales de axposicion profesional,

Compornenies

Base Valor Limites Observacionas

umbrales

Diclorure de mercurio (T487-84-7)

VLA (ES} Valor Limite Ambiental- 0,02 mg/m3
Exposicitn Diaria (VLA
ED)

EU ELY Limite mdxima 0,02 mg/m3 Indicativa
perisible de exposicion Expresado coma: coma Hg
prormedio ponderado en
tiempo

Procadimientos de control recomendados
Los métodos para la medicion de la atmosfera del puesto de trabajo deben cumplir con los requisitos de las
normas DIN EN 482 y DIN EN 689.

8.2 Controles de la exposicion

Madidas da Ingenleria

Medidas técnicas v observacion de métodos adecuades de trabajo tienen pr ioridad ante el uso
de aquipos de proteccion personal.

Véaze seccidn 7.1.

Medidas de protecclon Individual

Los tipos de auxiliares para proteccion del cuerpo deben elegirse especificamente  segln el
puesto de trabajo en funcidn de la concenfracion v cantidad de la sustancia peligrosa.
Daberia aclararse con el suministrador la estabilidad de los medios protectores frente a los

productos quimicos.

Profeceion de los ofos /13 cara
Gafas de seguridad ajustadas al contorno del rostro

FProfececion de las manos

Sumercion:
Material del guante: Caucho nitrila
Espesor del guante: 0,11 mm

tiempo de penetracidn: = 480 min

Las Fichas de Datos de Segunidad para articulos del caldlogo lambidn se oblienen £n wivw.mEenckgroup.com
Pagira B de 20
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Continuacién Anexo 3... HDS-HgCl,

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) Mo. 1907/2006

Articubo ndmern 104419
MNombre del producta Mercuriofll) clorure p.a. EMSURE® Reag. Ph Eur ACS
Salpicaduras:
Material del guante: Caucho nitrilo
Espasor del guante: 0,11 mm

tiempo de penelracion: = 480 min

Los guantes de proteccion indicados deben cumplir con las especificaciones de la Directiva
BOGEG/EEC v con su norma resultante EN374, por ejemplo KCL 741 Dermatril® L (Sumercion),
KCL 741 Dermatril® L (Salpicaduras).

Los tiempos de ruptura mencicnados anbteriormenta han sido determinados con
muestras de material de los lipos de guantes recomendados en mediciones de laboratonio de
KCL seglin EN374.

Esta recomendacidn solo es valida para el producto mencionado en la ficha de datos de
seguridad, suministrado por nosolros y para el fin indicado. Al disolver o mezclar en otras
sustancias y cuando las condiciones difieran de las indicadas en EN3T4, debe dirigirse al
suministrador de guantes con distintivo CE (por ejem. KCL GmbH, D-36124 Eichenzell,
Intermet: waww kel de)

Ofras medidas de profeceion
prendas de proleccion

Profeccidn respiratona

necesaria en presancia de polvo.

Tipo de Filiro recomendado: filtro combinado Hg-P3

El emprasario dabe garantizar que el mantenimiento, la limpieza y la prueba 1écnica de los
proteciores respiralorios se hagan segin las instrucciones del preductor de las mismas. Estas
medidas deben ser documentadas debidamente.

Controles de exposiclon medicamblental
Na tirar los residuos por el desaglie.

SECCION 9. Propledades fisicas y quimicas
9.1 Informaciin sobre propledades fisicas y quimicas basicas

Farma sdlido

Color blanco

Las Fichas de Datos de Sequridad para articulos del catilops también se obbenen &n www merckgroup.com
Pagina B de 20
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FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) No. 1907/2006

Articulo nlmara
Mombre del producto

104418

Mercuriofll) cloruro p.a. EMSUREE Reag. Ph Eur ACS

Continuacién Anexo 3... HDS-HgCl,

Olor

Umbral alfative

pH

Punto de fusion

Punto fintervalo de ebullicion

Punto de inflamacion

Tasa da avaporacion

Inflamabilidad (sdlido, gas)

Limite de explosion, infarior

Limite superior de explosividad

Presion de vapor

Densidad relativa del vapor

Densidad

Densidad relativa

inodoro

No aplicable

32
a 15 g/

2B0.7°C
ap2eC
a 1.013 hPa

(sublimada)

No aplicable

Mo hay informacion disponible.

Mo hay infarmacion disponible.

Mo aplicable

No aplicable

0.0001 hPa
a 20°C

aprox.0,1 hPa
a 100 °C

Mo hay informacion disponible.

5.44 g/ema3
a20°c

Mo hay informacion disponible.

Las Fichas de Datos de Segunidad para articulos del catalogo lambién & obBENEn &N W mEeckgioUp.com

Pagina 10 de 20
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Continuacién Anexo 3... HDS-HgCl,

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) No. 1907/2006

Articulo nlmaro 104419
Nombre del producto Mercuriofll) cloruro p.a. EMSUREE Reag. Ph Eur ACS
Solubilidad en agua T4 gil
az20-C
550 gl
a 100 °C
Coaficiente de reparto n- Mo hay informacion disponible.

octanol/agua
Temperatura de aulo- Mo hay informacion disponible.
inflamacion

Temperatura de descomposicion Mo hay informacion disponible.

\Viscosidad, dinamica Mo hay informacion disponible.
Propiedades explosivas Mo clasificadofa como explosivo/a.
Propiedades comburantes ningun

9.2 Otros datos
Temperatura de ignicion Mo aplicable
Densidad aparente aprox.2.000 kg/m3

SECCION 10. Establlidad y reactividad
10.1 Reactividad
Véase seccidn 10.3

10.2 Establlidad quimica
Sensibilidad a la luz

10.3 Posibllidad de reaccionss peligrosas

Riesgo de explosion con:

Fllor, Metales alcalinos, hidracina y derivados

Las Fichas de Datos de Seguridad para articulos del catiloge lambién se oblenen en www menskgroup.com
Pagina 11 de 20
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Continuacién Anexo 3... HDS-HgCl,

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) Mo. 1907/2008

Articulo nimero 104418
Mombre del producto Mercuriofll) clorure p.a. EMSURE® Reag. Ph Eur ACS

Reaccion exolérmica con:

Bases fuertes, Agentes oxidantas fuartes

10.4 Condiclones que deben evitaree

infarmacion no disponible

10.5 Materiales Incompatibles

Plomo, Cobre, Metales ligeros, plata, Cine, Estano

10.6 Producios de descomposiclén peligrosos

an caso de incendio: véase seccidn 5.

SECCION 11. Informacion toxdcologica
11.1 Informaciin sobre los efectos tosdcoldglcos
Toxicidad oral aguda
Sintomas: Si s ingerido, provoca quamaduras severas de la boca v la garganta, asi como
peligro de perforacion del esdfago v del estdmano.
Toxicidad aguda por inhalacidn

Simtomas: irritacion de las mucosas, Tos, Insuficiencia respiratoria, Consecuencias posibles:,
perjudica las vias respiratorias

Toxicidad cutdnea aguda

Esta informacion no esta disponible.

Irritacion de 3 piel

Conejo

Resultado: Provoca quamaduras.

(RTECS)
Provoca quemaduras.

Las Fichas de Datos de Segundad para articulos del calalogs Ambisn se olbiemen &n wisw.menckgnoup.com
Pagina 12 de 20
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Continuacién Anexo 3... HDS-HgCl,

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) Mo. 1907/2006

Articulo nimero 104419
Nombre del products Mercuriofll) clorure p.a. EMSURE® Reag. Ph Eur ACS

Irritacide oewlar
Conejo
Resultade: Provoca quamaduras.

(RTECS)

Provoca lesiones oculares graves.

|Riesgo de cagueral

Sansibilzacion

Esta informacion no esta disponible.

Mirtagenicidad en células germinales

Ganotoxicicad in wiro

Mutagenicidad (ensayo de células de mamifero): test micronucleus.
Resultado: positivo

(RTECS)

Prueba de Ames
Salmonella typhirmurium
Resultado: positivo

(RTECS)

Carcinogenicidad

Esta informacion no esta disponible.
Toxicidad para i3 reproduccion

Esta informacion no esta disponible.
Teratogenicidad

Es=ta informacion no esta disponible.

Efectos CMR

Mutagenicidad:

Se sospecha que provoca defectos genéticos.
Toxicidad para la reproduccion:

Se sospecha que perjudica a la fertilidad.

Las Fichas de Datos de Segundad para articulos del calalogo lambidn se oblensen &n www menskgroup.cam
Pagina 13 de 20
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Continuacién Anexo 3... HDS-HgCl,

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) No. 1907/2006

Articulo nimero 104419
MNombre del preducto Mereuriafll) cloruro p.a. EMSURE® Reag. Ph Eur ACS

Toxicidad especifica en detarminados drganos - exposicion dnica
Esta informacion no esta disponible.

Toxfcidad especifica an determinades organas - axposiciones rapelidas
Provoca dafios en los Grganos tras exposiciones prolongadas o repetidas.

Organas diana: Rifidn

Pealigro de aspiracidn
Esta informacion no esta disponible.

11.2 Otros datos
Tras absorcidn:
Los compuestos de Hg actlan como toxicos celulares vy protoplasmaticos. Sintomas
de intoxicacion aguda: Graves lesiones tras contacto con los ojos. Tras ingestion e
inhalacion de polvo se lesionan las mucosas gastrointesti- nales y respiratorias (gusto
maldlico, nduseas, vomilo, dolor de estdmago, descomposiciones sanguineas,
guamaduras intestinales, edema de la glotis, neumonia de aspiracion). Descenso de la
tension sanguinea, amritmias, colapso circulatorio v disfuncion renal. Intoxicacion cronica:
Infecciones bucales con pérdida de piezas dentales v halo de mercurio. Los efectos
principales se manifiestan en el sistema nervioso central (trastornos de diccion, visidn y
oido, sensibilizacion, pérdida de memaoria, iritabilidad, halucinaciones e.n.).
Las otras propledades peligiosas no pueden ser excluidas.

El producto debe manejarse con especial cuidade.

SECCION 12. Informacién acologica
12.1 Toxdcidad
Toxicidad para fas dafmias y otros imvertebrados acudlicos
CES0 Daphnia magna {Pulga de mar grande): 0,003 mg/l; 48 h
(H3DB)

Toxicidad para fas bacienas
ECS5 Pseudomonas putida: 0,01 mg/l; 16 h
(Litaratura)

12.2 Persistencia y degradabillidad

Mo hay informacion disponible.

Las Fichas de Datos de Sequidad para articulos del calilogo lambién se oblenen n W menskgioup.com
Pagina 14 de 20
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Continuacion Anexo 3... HDS-HgCl,

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) Mo. 1907/2006

Articulo nimero 104419
Nombre del producto Mercuriofll) cloruro p.a. EMSURE® Reag. Ph Eur ACS
12.3 Potencial de bloacumulacion

Mo hay informacion disponible.

12.4 Movilidad en el suelo
Mo hay informacion disponible.

12.5 Resultados de la valoraclon PBT y mPmB
Una valoracion PBT y MPMB no =e hizo, debido al echo de que una avaluac idn de paligro
quimico no es nacesaria o No axiste.

12.6 Otros efectos adversos
La descarga en el ambienta debe ser avitada.

Las Fichas de Datos de Sequnidad para articulos del caliloge lambién se obBensn en www_menkgnoup.com
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Continuacién Anexo 3... HDS-HgCl,

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) No. 1907/2006

Articule nimara 104419
Mombre del producto Mercuriofll) cloruro p.a. EMSUREE Reag. Ph Eur ACS

SECCION 13. Conslderaciones relativas a la ellminacidn

Métodos para af fratamianto de residuos

Loz residuos deben eliminarse de acuerdo con normativas locales y nacion ales. Daje los
productos quimicos en sus recipientes orginales. No los mezcle con otros residuos. Manaje los
recipientes sucios como al propio producto.

Consulte en www. retrologistik.com sobre procasos ralativos a la devalucion de producios
quimicos o recipientes, o contaclenos si tiene mas praguntas.

Diractiva sobre residucs 2008/98 nota / CE.

SECCION 14. Informacion retativa al transporte

Tranaporte por cametera (ADR/RID)

14.1 Ndmaro ONU UN 1624

14.2 Designacion oficlal de Claruro mercurio 11
franaporte de las Naclones

Unidas

14.3 Clase 6.1

14.4 Grupo de embalaje I

14.5 Paligrosas amblentalmente =i

14.6 Precauciones particulares =i
para los usuarios

Caodigo de restricciones an VE
tineles

Transporte filndal (ADM)

No relevante

Transporte adreo (IATA)

Las Fichas de Dabos de Seguidad para articulos del calalope lambién se obenen &n wWww merckgroUp.com
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Continuacién Anexo 3... HDS-HgCl,

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) Mo. 1907/2006

Articule ndmero 104419
Nombre del producto Mercuriofll) cloruro p.a. EMSUREE Reag. Ph Eur ACS
14.1 Niumero ONU UM 1624
14.2 Designacion oficlal de MERCURIC CHLORIDE
transporte de las Naclones
Unidas.
14.3 Clase .1
14.4 Grupo de embalaje Il

14.5 Peligrosas amblentalmente i

14.6 Precauciones particulares no
para los usuarios

Tranaporte maritimo (IMDG)
14.1 Numero ONU UN 1624
14.2 Designacion oficlal de MERCURIC CHLORIDE

fransporte de las Naclones
Unidas:

14.3 Clase 6.1
14.4 Grupo de ambalaje I
14.5 Peligrosas amblentalmente =i

14.8 Precauciones particulares =i
para los usuarios
EmS F-A S-A

14.7 Tranaporte a granel con ameglo al anexo [l del Convenlo Marpal T3/78 y del Codigo IBC

No relevanta

SECCION 15. Informacin reglamentaria
15.1 Reglamentacion y legislacion en materia de saguridad, salud y medic amblents especificas para la
sustancia o la mezcia
Disposiciones legales de b CF
Legislacion de Peligro de SEVESO NI

Accidente Importanta TOXICIDAD AGUDA
Alerman H2
Cantidad 1: 50t

Cantidad 2: 200 t
Las Fichas de Datos de Segundad para articulos del catlogs ambién se obenen &n wikns_mefckQnoup.com
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Continuacién Anexo 3... HDS-HgCl,

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) Mo. 1907/2006

Articule ndmar 104419
Mombre del producto Mercuriofll) cloruro p.a. EMSUREE Reag. Ph Eur ACS

SEVESO I

PELIGROS PARA EL MEDIOAMBIENTE
E1

Cantidad 1: 100t

Cantidad 2: 200 t

Restricciones profesionales  Tomar nota de ka Directiva 94/33/CEE sobre la proteccion laboral
de los jovenes. Tomar nota de la Directiva 82/85/CEE sobre |a
saguridad v la salud de las mujeres embarazadas en el trabajo.

Reglamento 1005/2009/CE relativo a sustancias no regulado

que agotan [a capa de azono

Reglamenta (CE) n® 8502004 del Parlamanto no regulado
Europeo y del Consejo de 29 d e abril de 2004

sobre contaminantes organicos persistentes que

modifica la Directiva 791 17/CEE

Sustanclas extremadamente preocupantes (SWVHC) Este producto no contiene suslancias
extremadamente preocupantes por enc
ima del limite legal de concentracion
correspondiente (2 0,1 % p/p) seal n la
normativa CE n.® 1907/2006 (REACH),
articula 57.

Lapislacion nacional
Clase de almacenamianto 6.1B

15.2 Evaluacion de la seguridad quimica

Para éste producto no s realize una valoracion de la seguridad quimica.

Las Fichas de Dabos de Seguidad para articulos dal caldlops lambidn se oblBanan & www merckproup.com
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Continuacion Anexo 3... HDS-HgCl,

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) Mo. 1907/2006

Articulo nimearo 104419
Nombre del producto Mercuriofll) clarure p.a. EMSUREE Reag. Ph Eur ACS

SECCION 16. Otra Informacion

Teotto integro de las Declaraciones-H referidas en las secciones 2 y 3.

H300 Moral an caso de ingestidn.

H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares
graves.

H341 Se sospacha que provoca defectos genélicos.

H3&1f Se sospeacha que perjudica a la fertilidad.

H37T2 Provoca dafios en los drganos tras exposiciones prolongadas o
repatidas.

H400 hMuy toxico para los organismos acuaticos.

H410 Muy toxico para los organismos acuaticos, con efectos nocivos
duraderos.

Consejos relativos a la formacion

Dabe disponer a los rabajadores la informacidn v la formacion practica suficientes.

Efiquetado
Pictogramas de padigro

SOP®

Falabra de advertencia
Peligro

Indicacionas de pealigro

H300 Mortal en caso de ingestidn.

H314 Provoca quemaduras graves an ka piel vy lesiones oculares graves.

H341 Se sospecha que provoca defectos genéticos.

H361 Se sospecha que perjudica la fertilidad o dana al feto.

H372 Perjudica a determinados drganos {Rifion) por exposicion prolongada o repetida.
H410 Muy téxico para los organismos acuaticos, con efectos nocives duraderos.

Las Fichas de Datos de Segurndad para articulos del catdlogo lambién se obBenan &n www. merckgroup.com
Pagina 10 da 20
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Continuacion Anexo 3... HDS-HgCl,

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
de acuerdo al Reglamento (CE) Mo. 1907/2006

Anticulo nimearo 104419

MNombre del producto Mercuriofll) cloruro p.a. EMSURE® Reag. Ph Eur ACS
Consefos de prudencia
Prevencion

P273 Evitar su liberacion al medio ambienta.

P280 Llevar guantes/ prendas/ gafas/ mascara da proteccion.

Intervencion

P301 + P330 + P331 EN CASO DE INGESTION: Enjuagarse la boca. NO provocar el vomito.

P305 + P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente con agua
durante varos minutos. Quitar las lentes de contacto, =i lleva y resulla facil. Seguir aclarando.

P308 + P310 EN CASO DE exposicidn manifiesta o presunta: Liamar inmediatamente a un CENTRO
DE TOXICOLOGIA o a un médico.

Una explicacion de las abreviaturas ¥ los acronimos utiiizados en la ficha de datos de seguridad

Puede consultar las abreviaturas y acronimaos utilizados en www. wikipedia.ong.

Representants reglonal
Merck Chemical and Life Science, S.A |

C/ Maria de Molina, 4028006 Madrid - Espaifia |
Tal: +34 935655500 | Fax: +34 935440000 | email: SCM.Chemicals ES@mearckgroup.com |
WEW.MEarck.es

Log dates suminisirados & Ssis fleha de seguided s Basan 8 nuesine sciual conocimienta. Descaiben tan sdio a2
medices de seguitad & &f mande o8 dsle producte 0 repesantan una garanti sobve (as propledaces desentas
el s

Las Fichas de Datos de Segundad para articulos del caldlopo lambidn se oblienen en www menkgroup.com
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Anexo 4

Tabasco - Veracruz

Selecciéon de 3 de suelos

A 4

Caracterizacion de los suelos J

\ 4

Adicién de inhibidor (HgClL,)

n_/

A

[ Contaminacion artificial de los suelos ]

A 4

Preparacion de tubos (n=24)

(resina de Tenax-TA + agua ultrapura)

I

Agitacion orbital J

|

Muestreo de los suelos

'SR

[ Centrifugacién J

[ Anélisis en los suelos J

Remocién HAP

Extraccion-Cuantificacion

(fi- (@gua) y f. .- Tenax-TA, suelo)

Anexo 4 Experimento 1 (E1): Biodisponibilidad de HAP. Concentracion obtenida mediante la resina Tenax-TA, en

2 g de suelo (Tabasco, Morelos y Veracruz) inhibido de crecimiento bacteriano
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Anexo 5

Tabasco - Veracruz

Seleccién de 3 de suelos

\ 4

[ Caracterizacion de los suelos }‘—

-
- Contaminacion artificial v
Experimento 2 (E2) de los suelos Control 2 (C2)
(n=216; sin inhibicior) (mezcla de HAP: BA-DBA) (n= 216; sin inhibicion)
N |
Experimento 3, experimento con N
- o e3 \ EBC ( Adicion de inhibidor Control 3 (C3)
ajas concentraciones (E3 y EBC) L ) (n=135; suelo inhibido HgCl,)
(n,=n.,-=135; suelo inhibido, HgCl.)
_ J
<
[ Muestreo de los suelos [«
A
v
[ Andlisis de las muestras ]
Control y monitoreo: Remocién HAP (E2, E3, EBC)
Contenido de agua (30%, 50% y 90%CC) Extraccién-Cuantificacién

Presencia de bacterias (UFC/g)
Actividad microbiana (CO,)

Anexo 5 Experimentos 2, 3y con bajas concentraciones de HAP (E2, E3 y EBC): Remocidon de HAP en 30 g de
suelo (Tabasco, Morelos y Veracruz), en incubacion aerobia durante 39 dias, con el 30%, 50% y 90% CC, sin

inhibidor de crecimiento bacteriano (E2) y con inhibidor (E3 y EBC)
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Anexo 6

Anexo 6 Experimento 2 (E2): Remocién de HAP en 30 g de suelo (Tabasco, Morelos y Veracruz) sin inhibidor de crecimiento bacteriano, en

incubacion aerobia durante 39 dias, con el 30%, 50% y 90% CC

Benzo(a)antraceno, BA (mg/kg)

' Tabasco Morelos Veracruz
tiempo
(dias) Capacidad de campo (%)

30 50 90 30 50 90 30 50 90

6591 095 6591 +0.95 6591 095 6188 +123 6188 123 6188 +£123 6292 +028 6292 +028 6292 +0.28
4 5448 +102 5201 071 6790 +194 4235 305 3510 +141 2854 +257 5218 +212 3505 +0.69 2882 +0.81

1399 +3.64 2008 517 1944 +0.09 19.56 +231 1134 169 17.87 +4.05 2621 159 1874 +£107 1995 +1.90
13 13.01 +0.88 1878 +104 1117 +1.01 1698 +0.34 8.046 =086 11.71 091 1931 +244 1382 +217 5.31 +0.35
18 1265 +544 1469 +295 918 160 16.67 +4.54 853 124 1142 +275 1640 048 1333 107 479 +2.36
25 7.21 +243 880 +0.70 6.57 184 1340 +232 1054 119 874 +284 1315 079 687 +0.08 4.07 £187
32 3.13 +127 3.05 +060 216 055 140 +047 216  +0.53 431 +0.96 827 +045 423 +203 262 108
39 1.61 +040 114 +0.77 022  +0.07 081 +0.28 090 +038 0.66 023 120  +0.52 181 +0.09 2.61 +0.32

Dibenzo(a,h)antraceno, DBA (mg/kg)
Tabasco Morelos Veracruz

tiempo Capacidad de campo (%)
(dfas) 30 50 90 30 50 90 30 50 90
0 7199 +178 7199 178 7199 178 7167 089 7167 +0.89 7167 2089 6766 +147 67.66 =147 6766 +147
4 7571 +.090 7493 139 7289 +260 4060 +2.84 2354 +233 1868 +3.58 5991 +548 50.67 +0.84 3502 +1.58
8 939 0.4 2041 +3.67 1826 +161 1547 279 7.04 +006 11.64 025 2390 192 1182 213 1439 +0.68
13 616  +0.57 1343 085 668 +108 219  +024 418  +0.06 449 103 1341 1041 666 +216 373  +0.75
18 6.86  +2.09 544 006 646 +113 274 £139 452 +018 4.08 t044 1056 132 3.81 +013 3,57  0.29
25 403  +0.79 398 +0.53 425 +083 212 +015 223  +057 430 +£106 385 +0.03 3.5 144 3.09  +0.85
32 106 +000 118 +0.00 385 +024 218  +0.99 243 +032 205 092 388 +046 333 £117 233 096
39 368  £0.57 345 +056 370 +1.00 134  +0.07 181 +046 125 +058 366  +0.65 310 +071 134  £0.15
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Anexo 7

Anexo 7 Experimento 3 (E3): Remocién de HAP en 30 g de suelo (Tabasco, Morelos y Veracruz) con inhibidor de crecimiento bacteriano en
incubacion aerobia durante 39 dias, con el 30%, 50% y 90% CC

Benzo(a)antraceno, BA (mg/kg)

Tabasco Morelos Veracruz

Tiempo N
, Capacidad de campo (%)
(dias)

30 50 90 30 50 90 30 50 90
0 6591 +095 6591 +095 6591 +095 6188 +123 6188 +123 6188 123 6292 +028 6292 +028 6292 +0.28
4 6343 +0.75 5434 +£128 4124 £195 5402 +049 2343 216 2966 +122 3461 +141 4024 +026 3250 107
13 1459 128 19.77 +0.87 16.03 +207 1750 +151 2018 133 784 193 917 +039 436 +£124 548 112
25 6.15 +0.74 396  +152 456 063 1883 +149 1486 +0.12 858 066 7.09 +034 512 +0.38 1.01 +0.47
39 177 +036 386 014 397 +0.08 107 +0.27 6.19 +0.55 0.71 +031 142 +0.52 266 +016 119 +0.22

Dibenzo(a,h)antraceno, DBA (mg/kg)
Tabasco Morelos Veracruz
Tiempo
, Capacidad de campo (%)

(dias)

30 50 90 30 50 90 30 50 90

7199 178 7199 178 7199 178 7167 +0.89 7167 +0.89 7167 +0.89 6766 =+147 6766 =+147 6766 +147
4 69.40 +.016 7022 047 5727 123 4547 +038 43.07 089 2672 +086 3928 +1.84 4341 +0.05 4097 =017
13 948 +035 1590 +108 953 +0.09 213 +027 808 +094 293 +042 1758 +0.03 887 +130 840 049
25 438 +101 476  £128 411 +1.96 116 +026 005 051 163 +1.59 3.81 +0.07 825 +144 822 110
39 485 +113 474  +055 377 +0.02 050 +014 037 +016 043 +0.20 158 +0.88 065 +023 185 +0.59

-130 -



Anexo 8

Anexo 8 Experimento con bajas concentraciones (EBC): Remocién de HAP en 30 g de suelo (Tabasco, Morelos y Veracruz) con inhibidor de

crecimiento bacteriano, en incubacion aerobia durante 39 dias, con el 30%, 50% y 90% CC

Benzo(a)antraceno, BA (mg/kg)

Tabasco Morelos Veracruz
Tiempo
i Capacidad de campo (%)
(dias)
30 50 90 30 50 90 30 50 90
39.85 +099 39.85 +0.99 39.85 +0.99 5645 +283 5645 +283 5645 +283 4784 +1.00 4784 +1.00 47.84 +1.00
4 2919 116 4215 +082 2344 132 3857 +0.07 4274 +033 4883 118 4468 +212 4182 +0.61 36.53 =+0.65
13 1769 067 1738 126 1782 +096 1675 105 16.64 +0.27 17.82 +0.94 17.47 232 1514 201 1407 =+0.28
25 1095 +141 938 +063 884 #1116 946 +247 1M +049 127 +£159 1047 +0.09 10.07 +017 9.41 +0.47
39 9.05 +038 942 +006 843 +0.04 9.05 +045 1012 +036 1027 +051 996  +043 993 +0.09 9.71 +0.26
Dibenzo(a,h)antraceno, DBA (mg/kg)
Tabasco Morelos Veracruz
Tiempo Capacidad de campo (%)
(dias)
30 50 90 30 50 90 30 50 90
16.42 +0.47 16.42 +047 1642 178 1857 +1.04 1857 +104 1857 +1.04 1432 210 1432 +210 1432 210
4 957 +.022 1389 +062 868 +260 1022 +0.09 10.52 +0.84 1272 +190 1359 +291 1295 +0.84 1192 +0.02
13 6.95 +0.62 696 +021 7.04 +1.08 6.41 +1.97 6.21 +1.85 5.70 +0.06 6.66 +1.09 682 +216 647 134
25 588  +0.98 5.37 +116 536 083 5.51 +2.08 512 +098 5.63 +134 539 #1223 6.05 +144 587 +2.22

39 524  £0.29 530 #1417 522 +100 522 003 522 039 517 +165 523 +093 635 071 535 +0.04
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PETROGRAFIA

Muestra: Arena

1. Descripcion macroscopica:

Material pétreo suelto que presenta una coloracion parda, constituido por fragmentos pétreos
en tamafio de arena fina a muy fina, se identifican fragmentos monominerales y escasos fragmentos
liticos, los cuales presentan variabilidad en la composicién, con rocas aparentemente de composicién

basica a intermedia y otros de composicion acida.

2. Descripciéon microscopica:

Material pétreo suelto constituido por fragmentos de cristales de feldespatos, plagioclasas,
cuarzo, piroxenos, anfiboles, fragmentos liticos y fragmentos vitreos, también hay fragmentos
esferuliticos de feldespato, finos y escasos cristales de epidota, los fragmentos vitreos presentan
predominantemente un color marrdn, algunos cristales de feldespato y plagioclasa presentan alteracién
a muscovita-sericita, los piroxenos y los anfiboles pueden presentar cloritizacién y escasos fragmentos
liticos se encuentran epidotizados. Dentro de los fragmentos liticos, se observan diversas rocas, como
basalto, andesita, cuarcita, toba vitrea y pedernal. Se puede apreciar que los fragmentos cristalinos y
los fragmentos liticos de cuarcita, presentan bordes subangulosos, en tanto que el resto de fragmentos
liticos y vitreos presentan bordes de subredondeados a redondeados. Se observan pocos fragmentos

de minerales opacos. Se identifican fragmentos de piroxenos y anfiboles totalmente cloritizados.

-133 -



3. Mineralogjia:

Constituyente

Feldespatos 17

Plagioclasas

Cuarcita
Vidrio
Cuarzo

Pedernal

Piroxeno

Toba vitrea

Anfiboles

Basalto

Minerales opacos

Epidota

Clorita

Muscovita-sericit

Andesita

15

15

2

Se presentan en cristales de bordes subangulosos, algunos de
forma tabular y con malcado, que ocasionalmente se encuentran
parcialmente reemplazados por sericita-muscovita.

Se presentan en cristales de bordes subangulosos, algunos de
forma tabular y con malcado, que ocasionalmente se encuentran
parcialmente reemplazados por sericita-muscovita.

Se aprecia como un mosaico de cuarzo en el que los cristales
presentan bordes suturados e incluso llegan a mostrarse
deformados en una direccion preferencial.

Se aprecia en particulas redondeadas, de color marrén, que
ocasionalmente presenta inclusiones de minerales opacos y de
oxidos e hidroxidos de Fe.

Se parecia en particulas tanto monocristalinas como
policristalinas, de bordes subangulosos.

Se aprecian en particulas redondeadas, ocasionelmente con
Oxidos e hidréxidos asociados.

Se aprecian en cristales de bordes subangulosos a angulosos,
ocasionalmente reemplazados por clorita.

Se observa una roca de matriz vitrea con abundantes 6xidos e
hidréxidos de Fe asociados, en la que se diseminan cristales de
feldespatos y ferromagnesianos.

Se identifican en cristales anhedrales de bordes subangulosos a
angulosos, ocasionalmente alterados a clorita.

Se observa en finas particulas subredondeadas a redondeadas,
ocasionalmente con abundantes o6xidos e hidréxidos de Fe
asociadosen la matriz.

Se observan como finas particulas de bordes sunagulosos a
subredondeados.

Se aprecia tanto en finas particulas monominerales como en los
fragmentos liticos en parches de reemplazamiento.

Se presenta como particula monomineral de bordes
subangulosos a sunredondeados.

Se aprecia solamente como finos parches de reemplazamiento
en los feldespatos y las plagioclasas.

Se observa en finas particulas subredondeadas a redondeadas.
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1%
M Feldespatos

1% —| 1%1%

M Plagioclasas

B Cuarcita

M Vidrio

B Cuarzo

B Pedernal

B Piroxeno

B Toba vitrea
Anfiboles

B Basalto

B Minerales opacos
Epidota
Clorita
Muscovita-sericita

Andesita

4. Fotomicrografias:

1500 pm

Escala gréfica:

Fotomicrografias: Campo de la muestra Arena, donde se observan los fragmentos
cristalinos de feldespatos, plagioclasas y cuarzo predominantemente, con escasos
fragmentos liticos y vitreos. Fotomicrografia izquierda tomada con luz paralela y derecha

tomada con nicoles cruzados.
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Anexo 10

Anexo 10 Tabla comparativa de porcentajes de remocién de los HAP en 30 g de suelo (Tabasco, Morelos y Veracruz) en los

experimentos 2, 3 y con bajas concentraciones (E2, E3 y EBC), en incubacién aerobia durante 39 dias, con el 30%, 50% y 90% CC

Capacidad de Remocion de HAP (%)

campo (CC) Tabasco Morelos Veracruz
(%) E1* E2**  EBC*** E1 E2 EBC E1 E2 EBC
Benz(a)antraceno 30 9755 9731 7728 9869 9827 8396 9809 9774 7918
(BA) 50 9827 9414 7636 9854 8999 8207 9712 9577 79.24
90 9966 9397 7884 9893 9885 8180 9585 9826 79.70
Dibenz(a,h)antraceno 30 9488 9326 6808 9813 9930 7189 9459 9766 6347
(DBA) 50 9520 9341 6772 9747 9948 7189 9541 9903 5565
90 9486 9476 6820 9825 9940 7215 9801 9726 6263

* Experimento 2 (E2): Suelos sin inhibidor de crecimiento bacteriano, concentracién inicial promedio de 64 mg/kg de BA y 68
mg/kg de DBA

** Experimento 3 (E3): Suelos con inhibidor de crecimiento bacteriano, concentracién inicial promedio de 64 mg/kg de BA 'y 68
mg/kg de DBA

*** Experimento con bajas concentraciones (EBC): Suelos con inhibidor de crecimiento bacteriano, concentracién inicial
promedio de 48 mg/kg de BA y 16 mg/kg de DBA
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