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1. Presentacion

1 presente manual fue elaborado con la finalidad de compilar algunas
Etécnicas de andlisis de suelos, necesarias para el seguimiento de la
remediacién y caracterizacion de sitios contaminados. Algunas han sido
modificadas, para adaptarlas a suelos contaminados y optimizar recursos
y tiempos de andlisis. Esta compilacién permitir a personal técnico, estu-
diantes e investigadores contar con las metodologias descritas de mane-
ra sencilla para su realizacién.

El contenido se encuentra dividido en cuatro secciones: 1) Pruebas fisicas
y quimicas de suelos, que incluyen pardmetros importantes por conside-
rar en la remediacién de suelos contaminados como pH, humedad, salini-
dad, conductividad eléctrica, fésforo, nitr6geno, sulfatos, potencial de
oxido-reduccion e intercambio catidnico, entre otros; 2) Analisis de hidro-
carburos del petréleo, principalmente hidrocarburos totales de petroleo; 3)
Andlisis microbioldgicos que incluyen hongos y bacterias aerabias y anae-
robias; y 4) Ensayos toxicol6gicos para suelos contaminados, que incluyen
pruebas de germinacién, crecimiento de plantas y toxicidad aguda con
lombrices de tierra.

Cada una de esas secciones contiene una breve introduccién, fundamen-
tos, materiales, equipo y reactivos necesarios, procedimiento y forma de
analizar los resultados de la técnica, asi como los criterios para su inter-
pretacion,



2. Introduccién

En Meéxico, las actividades industriales han provocado serios dafios
al medio ambiente afectando casi a la totalidad de los ecosistemas.
El suelo representa un ecosisterna donde, actualmente, se puede encon-
trar una gran variedad de compuestos toxicos, entre los cuales se inclu-
yen los hidrocarburos derivados de las actividades petroleras.

El suelo es un cuerpo natural que conforma el habitat de bacterias, hon-
gos, levaduras, virus y plantas superiores, entre otros, que sirve para la
alimentacién de los animales y del hombre a través de los ciclos tréfi-
cos. El suelo y los microorganismos mantienen los sistemas ecolbgicos,
ya que le aportan componentes quimicos y minerales (como resultado
de la biodegradacién); y complejos organicos como acidos himicos y
falvicos, enzimas, vitaminas, hormonas y antibiéticos; ademas, alber-
gan una rica reserva genética.

Por la gran importancia que representa el suelo para la vida del hombre y
de todos los seres vivos, este recurso se debe conservar. Sin embargo, en
la actualidad estd seriamente amenazado por la prictica de sistemas
de produccién inadecuados o mal aplicados, que incluso han acelerado los
procesos de erosién y desertificacion de grandes zonas. De igual forma, la
industrializacion y urbanizacién han generado una gran cantidad de dese-
chos que son incorporados al suelo, lo cual ocasiona tanto la reduccién de
su fertilidad como la modificacion de sus procesos naturales. Por lo ante-
rior, es necesario estudiar las caracteristicas particulares del suelo para
determinar su grado de contaminacién y, consecuentemente, aplicar algu-
na de las tecnologias de remediacién existentes.

Para elegir la tecnologia adecuada es necesario considerar una serie
de procesos y fenémenos fisicoquimicos y microbiolégicos que ocu-
rren en el suelo. Por esta razén, la evaluacién o determinacién de las
propiedades fisicas, quimicas y microbiolégicas de un suelo contami-
nado contribuye al seguimiento del proceso de remediacion; ademas
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de ser Gtil para tomar acciones pertinentes en el mejoramiento de
dichos procesos.

En este manual se recopilan técnicas para determinar los principales
pardmetros de caracterizacion de suelos, y para dar seguimiento a un
proceso de remediacién de suelos contaminados. Se realizaron modifi-
caciones en algunas técnicas, con el fin de mejorar su efectividad, opti-
mizacién de tiempos y recursos.



| 3. Manejo y
almacenamiento del suelo

Las muestras de suelo por analizar deben ser recolectadas del sitio
contaminado, mediante el disefic de muestreo de las gufas y méto-
dos estandares de la ASTM (D5730-95a, 1995; E1219-98, 1998; E1391-94,
1994) y US EPA (1994a; 1994b; 540/ R-95/141PB96-963207, 1995; 600/R-
92/128, 1992; 625/4-91/026, 1991; 160014-891034, 1991) orientados a
suelos contaminados con hidrecarburcs (Profepa, 2000; API, 1996), y
conforme a la norma ambiental vigente.

Para tomar una muestra representativa de suelos de un sitio contami-
nado, el proyecto de norma NOM-138-SEMARNAT/S5-2003 propone
una caracterizacion que debe considerar por lo menos los siguientes
elementos:

* Descripcién del sitio.

+ Estrategia de muestreo,
+ Plan de muestreo.

¢+ Informe.

Para lo cual se deben determinar las caracteristicas minimas del sitio que
permitan evaluar la distribucién del contaminante. En el caso de derra-
mes o fugas recientes, en los que el contaminante sea visible en superfi-
cie, se podra realizar un muestreo dirigido tomando como minimo el
ntimero de puntos de muestreo ya establecidos en dicha norma, de acuer-
do con la superficie contaminada. Si'la contaminacién no es visible,
homogénea y reciente, se debe aplicar una estrategia de muestreo que
considere métodos estadisticos. Cabe mencionar que la seleccion de pun-
tos de muestree debe abarcar vertical y horizontalmente la distribucion
del contaminante en el suelo; asimismo, se debe considerar la topografia
y direccién del fluje del manto fretico.
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Como parte de la experiencia adquirida en 10 afios de trabajo, se han
adaptado técnicas basadas en métodos geoestadisticos utilizados y
aprobados por la EPA. Para ubicar los puntos de muestreo se llevan a
cabo sondeos de gases del subsuelo, por medio de una reticula, que
variard su arreglo en distancia dependiendo de la textura del suelo. Los
resultados de gases se analizan mediante un programa geoestadistico,
de preferencia con modalidad de Krigging; a partir de este analisis de
datos se obtienen mapas de isovalores, los cuales de una manera rapida
y econémica permiten de forma preliminar establecer los niicleos de con-
taminacién y los gradientes de concentracién del contaminante.

Con base en esta informacitn se seleccionan los mejores puntos de mues-
treo o perforacién, asi como las profundidades en las que se tomardn mues-
tras, dependiendo de los cambios en los horizontes del suelo. 5in embargo,
muchas veces estos cambios no est4n relacionados con las diferentes con-
centraciones del contaminante, por lo que con el fin de hacer un muestreo
representativo se toman muestras de los primeros 30 cm de suelo, que
representan el estrato superficial; otra muestra se toma a una profundi-
dad media entre el manto freatico y la superficie, v la dltima muestra se
toma inmediatarmente antes del manto fredtico. Este arreglo de muestreo
permite delimitar la contaminacién en superficie, los lixiviados y/o perco- -
lacién a profundidad media y las condiciones del subsuelo directamente
relacionado con el manto fredtico, el cual pudiera provocar el transpor-
te del contaminante,

Material y equipo

+ Frascos de vidrio color dambar de 40, 450 y 990 ml.

*+ Jeringas de plastico de 20 ml acondicionadas: recortadas en la punta
hasta la parte volumétrica de la jeringa, dejando libre el émbolo.

+ Espétulas.

+ Hielera. ‘

+ Tapas con una contratapa de teflén del mismo didmetro que la tapa
del frasco.

¢ Tapdn de hule estéril del diAmetro de la abertura de la jeringa.

+ Parafilm.

+ Hielo.
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Procedimiento

1} Una vez colectado el suelo, se homogeneiza; posteriormente, las
muestras se transfieren a dos tipos de frascos, uno de vidrio color
ambar, limpio y con tapa cubierta de teflén (450 v 990 ml), para la
determinacién de hidrocarburos totales del petréleo (HTPs) e hidro-
carburos policiclicos arométicos (HPAs), y.otro de vidrio color 4mbar,
estéril {40 ml) para las muestras microbiologicas. Las muestras de
microbiologia anaerobia se toman con jeringas acondicionadas pues
la punta es recortada, de tal manera que cuando se tornan las mues-
tras el émbolo se empuja hacia arriba y posteriormente es sellada con
un tapon de hule para vial estéril del mismo diametro que la abertu-
ra de la jeringa, con el fin de conservar la anaerobiosis o, en su defec-
to, en frasco dmbar estéril, llenando el frasco al méaximo para evitar la
presencia de aire.
Las muestras se conservan dentro de una hielera durante el transpor-
te al laboratorio. 5i la muestra no va a ser procesada de inmediato
debera almacenarse a 4°C hasta la realizacién del analisis. El tiempo
méximo de almacenamiento en funcién del andlisis por realizar se
establece en la NOM-138-SEMARNAT /S5-2003.

2) Segtin se indica en cada una de las técnicas. descritas en el manual,
algunos anélisis se llevan a cabo con muestras hitmedas, tal y como
provienen del sitio, y otras requieren de una muestra seca, lo cual se
puede realizar colocando la muestra de suelo a temperatura de 30°C
durante 48 horas, considerando el peso inicial y el peso final de la
muestra para determinar por diferencia el contenido de humedad.
Después de 48 horas, a la muestra seca también se le'debe realizar el
andlisis de humedad.
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4. Analisis fisicos
y quimicos en suelo

41 pH

Introduccion
El pH es una propiedad quimica del suelo que tiene un efecto impor-
tante en el desarrollo de los seres vivos {incluidos microorganismos
y plantas). La lectura de pH se refiere a la concentracién de iones hidré-
geno activos (H*) que se da en la interfase liquida del suelo, por la inter-
accién de los componentes sélidos y liquidos. La concentracién de iones
hidrégeno es fundamental en los procesos fisicos, quimicos y biolégicos
del suele. El grado de acidez o alcalinidad de un suelo es determinado
por medio de un electrodo de vidrie en un contenido de humedad espe-
cifico o relacion de suelo-agua, y expresado en términos de la escala de
pH. El valor de pH es el logaritmo del reciproco de la concentracién
de iones hidrégeno, que se expresa por niimeros positivos del 0 al 14.
Tres son las condiciones posibles del pH en el suelo: la acidez, la neutra-
lidad y la alcalinidad. :

Método
Para la determinacion del pH se utiliza el método potenciométrico (Willard
et al., 1974; Bates, 1983).

Fundamento

El método potenciométrico o electroquimico para medir pH de un suelo
es el més utilizade. Con este método se mide el potencial de un electrodo
sensitivo a los iones H* {electrodo de vidrio) presentes en una solucién
problema; se usa como referencia un electrodo cuya solucién problema
no se modifica cuando cambia la concentracion de los iones por medir,
que es generalmente un electrodo de calomelano o de Ag/AgCl. El elec-
trodo, a través de sus paredes, desarrolla un potencial eléctrico. En la
préctica se utilizan soluciones amortiguadoras, de pH conocido, para
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calibrar el instrumento y luego comparar, ya sea el potencial eléctrico o
el pH directamente de la solucién por evaluar.

Interferencias

Debido a que el pH del suelo es medido en una matriz acuosa como agua
o una solucién de sales diluidas, es dependiente del grado de dilucién
(relaci6n sueto-dilucion). Cuando se mide en agua es importante controlar
el agua adicionada, ya que un aumento causara un incremento en pH; por
ello es necesario mantener la relacion constante y tan baja como sea posi-
ble. Sin embargpo, la solucién sobrenadante puede no ser suficiente para
sumergir el electrodo apropiadamente, sin causar mucho estrés cuando se
inserta dentro del suelo. Los suelos con alta cantidad de materia organica
tienden a formar una gruesa pasta seca, por lo que una relacién menor de
muestra en agua puede ser aceptable {1:5 o0 1:10) (Karma A, 1993). En sue-
los contarninados con hidrocarburos la intetferencia va a depender de la
concentracidn y tipo de hidrocarburo, se puede producir desde una sim-
ple iridiscencia sin afectar la determinaci6n, hasta un impedifierito de ia
determinacidn por la alta concentracién y viscosidad del contaminante.

Material y equipo

* Muestra de suielo.

¢+ Balanza analitica,

*+ Vasos de precipitado de 25 ml.

* Pipeta de 10 ml.

* Piceta con agua destilada.

+ Potencidmetro.

+ Agua destilada.

* Solucion amortiguadora de pH 7 y 4.
+ Agitadores magnéticos.

Procedimiento :

1) Pesar 1 g de suelo y colocarlo en un vaso de precipitado de 25 ml.
2) Agregar 10 ml de agua destilada.

3) Agitar y dejar reposar 10 minutos.

4) Ajustar el potenciémetro con las soluciones amortiguadoras.

5) Pasados los 10 minutos, medir el pH con el potenciémetro.
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Criterios de evaluacién
Tabla 4.1 Criterios de evaluacion de un suelo con respecto a su pH (NOM-021-REC-
NAT-2000).

Categoria Valor de pH
Fuertemente acido <50
Moderadamente gcido 51-6.5
Neutro 6.6-73
Medianamente alcalino 74-85
Fuertemente alcalino 8.5

4.2 Humedad

Introduccién

El'agua es esencial para todos los seres vivos porque en forma molecu-
lar participa en varias reacciones metabolicas celulares, actda como un
solvente y portador de nutrimentos desde el suelo hasta las plantas y
dentro de ellas. Ademds, intemperiza las rocas y los minerales, ioniza
los macro y micronutrientes que las plantas toman del suelo, y permite
que la materia organica sea facilmente biodegradable. Fl contenido de
agua en el suelo puede ser benéfico, pero en algunos casos también per-
judicial. El exceso de agua en los suelos favorece la lixiviacién de sales
y de algunos otros compuestos; por lo tanto, el agua es un regulador
importante de las actividades fisicas, quimicas y biolégicas en el suelo
(Topp. 1993).

Aunque es recomendable determinar la humedad a la capacidad de
campo de los suelos, es decir, la cantidad de humedad que un suelo
retiene contra la gravedad, cuando se deja drenar libremente; en algunas
ocasiones, cuando se trata de suelos contaminados, por ejemplo con hi-
drocarburos del petréleo, es dificil llevar a cabo esta medicién por la difi-
cultad de rehidratar suelos secos con estas caracteristicas. Por lo que la
medicién de humedad se realiza s6lo en funcién del porcenta]e de agua
que retiene este tipo de suelos.
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Método
El método utilizado para esta medicion es el gravimétrico, para deter-
minar unicamente la cantidad de agua de los suelos.

Fundamento

La humedad del suelo se calcula por la diferencia de peso entre una
misma muestra hiimeda, y después de haberse secado en la estufa hasta
obtener un peso constante,

Material y equipo

¢ Muestras de suelo.

+ Balanza analitica.

+ Espitula.
.* Charolas o papel aluminio a peso constante. Lo
+ Estufa.

Procedimiento

1) Pesar 1 g de muestra sobre un papel o charola de aluminio a peso
constante.

2) Colocar la muestra dentro de la estufa a 80'C de 12 a 24 horas.

3) Sacar la muestra de la estufa y colocarla dentro de un desecador para
que se enfrie.

4) Pesar la muestra con todo y papel.

5) Calcular los porcentajes de humedad en el suelo por la diferencia de
pesos.

% Humedad del suelo = {Peso inicial - Peso final)/ Peso inicial * 100
4.3 Conductividad eléctrica

Introduccién

La conductividad eléctrica es la capacidad de una solucién acuosa para
transportar una corriente eléctrica, que generalmente se expresa en
mimthos/cm o en mSiemens/m; l[a NOM-021-RECNAT-2000 establece
dSiemens/m a 25°C. Es una propiedad de las soluciones que se encuen-
tra muy relacionada con el tipo y valencia de los iones presentes, sus
concentraciones total y relativa, su movilidad, la temperatura del liqui-
do y su contenido de solidos disueltos. La determinacién de la conduc-
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tividad eléctrica es por Io tanto una forma inditecta de medir la salini-
dad del agua o extractos de suelo.

De acuerdo con los valores de conductividad eléctrica, pH y porcentaje
de sodio intercambiable, los suelos se pueden clasificar en las siguien-
tes categorias:

a) Suelos salinos. Se caracterizan porque su extracto de saturacion tiene
un valor de conductividad eléctrica igual o supetior que 4 mmhos/cm
a 25°C y la cantidad de sodio intercambiable es menor de 15%. Por lo
general tienen una costra de sales blancas, que pueden ser cloruros, sul-
fatos y carbonatos de calcio, magnesio y sodio.

b) Suelos sddicos. Presentan un color negro debido a su contenido ele-
vado de sedio. Su porcentaje de sodio intercambiable es mayor que 15,
el pH se encuentra entre 8.5 y 10.0, v la conductividad eléctrica esta por
debajo de 4 mmhos/cm a 25°C.

¢) Suelos salino-sodicos, Poseen una conductividad eléctrica de 4 mmhos/cm
a 25°C, una concentracién de sodio intercambiable de 15% y el pH es varia-
ble, comunmente superior a 8.5 (Mufioz et al., 2000).

La conductividad eléctrica se puede complementar con la determina-
cion de Na® o bases intercambiables (K*¥, Ca*™*, Mg**, Na™).
Principalmente si los suelos fueron contaminados con aguas congénitas.

Método
El método de la conductividad eléctrica se realiza por medio de un con-
ductimetro sobre una muestra de agua o extracto de suelo.

Fundamento

Este método se basa en la teoria de la disociacién electrolitica. Es
aplicablé a aguas o extractos de suelo. El cquipo para medir la con-
ductividad eléctrica es un conductimetro, que consiste en dos electrodos
colocados a una distancia fija y con liquido entre ellos. Los electro-
dos son de platino y en ocasiones pueden llevar un recubrimiento de
platino negro o grafito; estos se encuentran sellados dentro de un
tubo de plastico o vidrio (celda), de tal manera que este aparato



24 Munual de técnicas de andlisis de suelos

puede ser sumergido en el liquido por medir. La resistencia eléctrica
a través de los electrodos se registra a una temperatura estandar,
generalmente 25°C.

Interferencias ‘
La temperatura afecta la conductividad y varfa alrededor de 2% por
cada grado Celsius. Para esta determinacién no se permite la preserva-
cién quimica de las muestras.

Material y equipo

+ Muestra de suelo seco y molida en un mortero.

¢+ Balanza analitica.

+ Frascos de pldstico de boca ancha de 250 ml.

* Vaso de precipitado de 100 ml.- : i
+ Bureta.

*+ Espétula.

¢ Papel filtro.

+ Embudo Buchner.

*+ Pipeta de 10 ml.

¢+ Matraz Kitazato. - -
¢ Piceta con agua destilada. ¢
+ Bomba de vacio.

+ Probeta.

¢+ Conductimetro.

¢ Frascos.

¢+ Agua destilada.

+ Matraz aforado de 100 ml.

Soluciones

* Solucién estandar de cloruro de potasio (KCI) 0.1 N. Disolver (.7455 g
de KCl en agua destilada y aforar a 100 ml.

+ Solucién esténdar de cloruro de potasio (KCl) 0.01 N. Tomar una ali-
cuota de 10 ml de la solucion estandar de KC10.1 N y aforar a 100 ml.

Procedimiento

A. Preparacidn de la pasta de saturacion.

1) Pesar 40 g de suelo seco y colocarlo en un recipiente de plastico, si el
suelo es arenoso o areno-migajoso pesar 600 g.
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2) Agregar agua destilada con la bureta y mezclar con la espdtula hasta
saturacién.

3) Golpear el recipiente con cuidado sobre la mesa de trabajo para asen-
tar el suelo.

4) La pasta estara lista cuando se observe un brillo en su superficie (for-
macién de un espejo), esto no sucede en el caso de suelos con alto con-
tenido de arcilla.

5) Anotar el volumen de agua gastado {ml).

6) Dejar reposar la pasta durante una hora y comprobar a criterio su
saturacion.

7) Tapar el recipiente y dejarlo reposar por tres horas, excepto suelos
arcillosos que deben dejarse reposar 24 horas.

B. Obtencidn del extracto del suelo.

1) Colocar papel filtro sobre el embudo, humedecerlo con agua destila-
da, dejando drenar el exceso. Conectar el sistema de filtracién al vacio.

2) Mezclar nuevamente la pasta y colocarla en el embudo y aplicar vacie.

3) Obtener un extracto de aproximadamente 50 ml.

C. Determinacion de la conductividad eléctrica.

1) Calibrar el conductimetro. Antes de usar el medidor de conductivi-
dad debe calibrarse con una solucién estdndar. Para esto se requiere
de dos soluciones de KCl, 0.1 N y 0.01 N, con cada una se ajusta el
equipo a la conductividad indicada en la tabla 4.2,

N )
Tabla 4.2 Ajuste de conductividad en funcién de la solucién de KCL

Sol. estandar de KC! Conductividad eléctrica a 25°C
01N 12.9dS/m
001N 1412 dS/m

Cuando no se sabe la conductividad de la muestra se recomienda calibrar
primero con una de las dos soluciones y tomar la lectura de la muestra,
después volver a calibrar con la segunda solucién y tomar nuevamente la
lectura. Para calibrar finalmente el equipo, se debe elegir la solucién con
la que se aproxime mas la conductividad de la muestra.



26 Maunual de técnicas de andlisis de suelos

2) Leer la conductividad eléctrica y la ternperatura del extracto. Si la lec-
tura se toma en umhos, transformar los resultados a mmhos o dS divi-
diendo entre 1 000.

3) St es necesarto, hacer correccién consultando la tabla de factores de
correccién para diferentes temperaturas {tabla 4.3), se multiplica el
resultado de conductividad eléctrica por el valor correspondiente. .

Tabla 4.3 Factores de correccion de la conductividad eléctrica en funcion de latempe-
ratura del extracto de saturacién,

Temperatura Factor de Temperatura Fact/or de
(") correccion (°C) correccitn
8 1.499 22 1.067
10 1421 23 1.044
12 1.350 24 1.021
14 1.284 25 1.000
16 1.224 26 0.979
18 1.168 28 0.941
19 1.142 30 0.906
20 1.128 32 0.873
21 1.092 34 0.843

Calculos

La unidad estdndar de conductividad eléctrica es el siemens/metro
(5/m = Ohm/m], pero para evitar la expresion de resultados en peque-
fias fracciones decimales se usa generalmente una unidad mas pequefia:
el miliSiemens/metro (mS/m). Aunque la conductividad generalmente
es reportada en umhos/cm.

1mS/m = 10 pmhos/cm.
Para convertir la conductividad eléctrica en unidades de salinidad (tabla
44), se toma el valor de referencia de una solucién de NaCl 0.05 N con

una conductancia de 604 umhos/cm a 25°C como el factor, que al mul-
tiplicarle por la conductividad expresa la salinidad.

Salinidad = mhos / em X 604.
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En la tabla 4.4 se muestran los criterios para evaluar la salinidad de un
suelo, con base en su conductividad.

Tabla 4.4 Criterios para evaluar Ja salinidad de un suelo, con base en su conductividad.

Categoria del suelo Valor (mmhosfem o dS/m)
No salino 0-20
Poco salino 21-40
Moderadamente salino 4.1-80
Muy salino 81-16.0
Extremmadamente salino >16.0

Vazquez y Bautista {1993).

4.4 Carbono organico total

El carbono organico es une de los principales componentes de los seres
vivos: aproximadamente 50% del peso seco de la materia orgénica (m.o.)
es carbono. En el medio ambiente su ciclo esta estrechamente ligado al
flujo de energfa, debido a que las principales reservas de energia de los
organismos son compuestos de carbono reducidos que han derivado de
la fijacién del CO; atmosférico, ya sea por medio de la fotosintesis o, con
menor frecuencia de la quimiosintesis (Tiessen y Moir, 1993). Las plan-
tas y los animales que mueren son desintegrados per los microorganis-
- 'mos, en particular bacterias y hongos, los cuales regresan el carbono al
medio en forma de bioxido de carbono (Baker y Herson, 1994).

La m.o. del suelo es la fraccién organica que incluye residuos vegetales y
animales en diferentes estados de descomposicion; tejidos y células de
organismos que viven en el suelo; y sustancias producidas y vertidas por
esos organismos. Esta definicion es muy amplia pues incluye tanto a los
materiales poco alterados como a aquellos que si han experimentado
cambios de descomposicion, transformacién y resintesis dentro del suelo.
Ademds se pueden incluir compuestos organicos toxicos, provenientes
de las actividades industriales del hombre, como la contaminacién de
suelos por hidrocarburos del petrélec, que también constituye parte de la
materia orgénica del suelo (Etchevers, 1988).
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Método
Para la cuantificacién de carbono organico total se utiliza un analizador
de carbono con una cdmara de combustién y un detector de infrarrojo.

Fundamento

La muestra de suelo es colocada dentro de la camara de combustion a
una temperatura de 900°C, proceso que provoca la liberacion de CO,
proveniente de todo el carbono presente en el suelo. El COy es cuantifi-
cado con un detector de infrarrojo.

El limite de deteccién de la técnica va de 0 a 25 mg de C. Considerando
que no todo el suelo es m.o., se recomienda utilizar muestras de 0.1 a 0.3 &
pero mientras mas m.o. se tenga, se debe tomar menor cantidad de
suelo para realizar esta técnica.

Material y equipo

+ Muestra de suelo seco y molido en mortero.

+ Capsulas de porcelana especiales para el equipo de carbono total.

+ Espatulas.

* Analizador de carbono con detector de infrarrojo y accesorio para
muestras solidas.

+ Balanza analitica.

+ Pinzas.

Reactivos
+ Biftalato de potasio (CgHy(COOK)).

Procedimiento

Esta técnica puede realizarse con muestras de suelo himedo, pero se
recomienda utilizar suelo seco y molido para homogeneizar la muestra,
ya que se utilizan cantidades muy pequefias {menores que (.3 g).

1) Pesar suelo seco {0.1 a 0.3g} dentro de una capsula de porcelana.

2) Encender el analizador de carbono y esperar a que la temperatura del
horno llegue a 900°C. Una vez que el equipo esté estabilizado a esta
temperatura, se procede a analizar las muestras.

3) El método utilizado para hacer los analisis en este equipo debe indi-
car que se esta utilizando el accesorio para muestras solidas; y en caso



Andlisis fisicos y quimicos en suelo 29

de contar con un software para la integracion de los datos se debe
incluir la curva patrén, para que el resultado de la medicién se pro-
porcione con base en ésta. - -

4y Colocar la muestra dentro de la camara de solidos y proceder a la
medicién.

5) El tiempo de corrida de cada muestra es aproximadamente de cinco
minutos. Al final el software presenta la cantidad de carbono (mg kg™
suelo o en porcentaje) contenido en el suelo.

6) El resultado debe ser ajustado por la humedad de la muestra, para
indicarlo en mg de C/kg suelo completamente seco.

Curva patron. Se realiza con biftalato de potasio (CgH4(COOK)) en un
rango de concentraciones de 0 a 25 mg (0 a 0.025 g) de carbono contenido
en este compuesto. El biftalato debe secarse en la estufa durante 12 horas
a 60°C antes de ser analizado. Pesar la cantidad necesaria del reactivo para
obtener la concentracion deseada (de 0 a 25 mg de carbono en lamuestra),
como se indica en la tabla 4.5, y hacer la medicién de carbono orggnico
total en el analizador, como se indict para las muestras.

Tabla 4.5 Concentracion de biftalato para la curva patrén de carbén organico.

Biftalato de potasio (mg)' mg C contenidos en biftalato

0 0
12.15 5
24.31 10
36.46 _ 15
48.62 20
60.77 25

Nata: en caso de que el equipo s6lo proporcione el drea de pice obtenido, proce-
der al calculo del carbono orgdnico total como se indica en el apartado corres-

pondiente,

Cadlculos
Calcular la cantidad de carbono organico total (COT) contenido en el
suelo con la ecuacion lineal de la curva estandar.

COmg)=(A-b}/ m)
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Donde:

CO = carbono orgdnico (mg) contenido en el suelo.
A = drea del pico obtenido.
b = ordenada al origen.
m = pendiente.

Calcular la concentracion final de COT de la muestra de suelo median-
te la siguiente ecuacién:

COT (mg / kg de suelo seco) = CO (mg) * 1000 / P * FH

COT = carbono orgénico total (ing / kg de suelo seco).
co carbono orgdnico (mg). .
P = cantidad de suelo (01ga05g).
1000 = factor de correccién de concentracién (1 000 g =1 kg).
FH = factor de correccién de humedad = (1-(%humedad/100)).

A partir del contenido total de carbono orgénico se puede estimar el ¢on-
tenido de materia organica (tabla 4.6); supeniendo de forma convencio-
nal que la materia organica contiene 58% de carbono. Asi, el contenido de
carbono orgénico se multiplica por el factor 1.724 para obtener el conte-
nido de materia organica (Ledn y Aguilar, 1987).

Tabla 4.6 Interpretacion del contenido de materia orgdnica en suelo.

Materia orgénica (%)

Clase Suelos volcanicos Suelos no volcanicos
Muy bajo <4.0 <05
Bajo 41 -6.0 06-15
Medio 6.1-109 16-35
Alto 11.0 -16.0 36-60
Muy alto > 161 >6.0

4.5 Fosforo soluble

El fosforo elemental (P} no se encuentra en estado libre en la naturaleza
porque se oxida muy facilmente; sin embargo, son muy comunes los
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compuestos organicos y principalmente minerales que contienen fésfo-
ro. En términos generales, el fosforo del suelo se clasifica en fosforo
orgdnico e inorganico, dependiendo de la naturaleza de los compuestos
que forme. La forma organica se encuentra en el humus y la materia
organica, y sus niveles en el suelo pueden variar desde 0 hasta mayores
que 0.2%. La fraccién inorgénica estd constituida por compuestos de
hierro, aluminio, calcio y flaor, entre otros, y normalmente son mas
abundantes que los compuestos organicos. Solo una pequefia parte del
P aparece en solucién en suelo (< 0.01-1 mg 1.1).

El P es un macronuatrimento esencial para las plantas y los microorga-
nismos, junto con el nitrégeno v el potasio. Puede ser un nutrimento
limitante, ya que es un componente de los dcidos nucleicos y de los fos-
folipidos. Los analisis de P sirven fundamentalmente para el control de
la dosificacién de productos quimicos en tratamientos de agua o suelos,
0 como un medio para determinar que un sistema presenta contamina-
cién por excese de este compuesto (Muhoz et al., 2000).

Método

Para la medicién del P soluble se utiliza el método de Bray (desarrollado
por Bray y Kurtz, 1945), el cual fue modificade en la parte de extraccién
del P. La cuantificacion se lleva a cabo por colorimetria. Este método se
emplea como indice del P aprovechable en suelos con pH neutro v 4cido
(NOM-021-RECNAT-2000). Para suelos neutros y alcalinos se utiliza el
métodoe Olsen,

Fundamento

Este método se basa en la extraccion de las formas de fésforo facilmen-
te solubles, principalmente fosfatos de calcio y una fraccion de los fos-
fatos de aluminio y fierro, con la combinacion de dcido clorhidrico v
fluoruro de amonio. El fluoruro de amonio disuelve los fosfatos debido
a la formacion de un ién complejo con estos compuestos, cuando se
encuentran en solucidén acida. Este método ha dado buenos resultados
en suelos dcidos y aceptables en suelos con pH neutros.

El limite de deteccién de la técnica va de 1 a 10 ppm de P y en caso de
tener extractos mas concentrados se recomienda hacer las diluciones
necesarias para obtener mediciones de absorbancia entre 0.02 y 0.5.
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Interferencias . T

Los detergentes que contienen fosfatos pueden interferir en la cuanti-
ficacion del P, por lo que se recomienda no utilizarlos para lavar el
material.

Material y equipo

*+ Muestra de suelo (1 g) seco y molido en un mortero.
*+ Vasos de precipitado.

* Pipetas de 1, 5 y 10 mlL

*+ Matraces aforados de 0.5y 1 L.

+ Espectrofotémetro visible,

+ Probeta de 250 ml,

+ Botellas de polipropileno 1 L.

+ Tubos de ensayo de 10 ml

+ Tubos de plastico para centrifuga de 15 ml.

+ Gradillas.

* Vortex.

+ Centrifuga.

+ Matraz Erlenmeyer de 1y 2 L.

* Frascos de vidrio &mbar con tapa esmerilada.

Nota: Para llevar a cabo esta determinacion debera utilizarse material de vidrio
Pirex, y guardar el agua y los reactivos en frascos neutros o de Nalgene. El agua
empleada deberd ser libre de fésforo, ya sea bidestilada o desmineralizada. Es
recomendable vaciar el agua del garrafén a envases de Nalgene neutros.
Previamente a la realizacion de esta técnica, todo el material que se utilice para
preparar los reactivos y realizar fos analisis debera dejarse por lo menos cinco
minutos en mezcla cromica y después enjuagar con agua bidestilada. No usar nin-
gin tipo de detergente para el lavado del material de cristaleria o bien utilizar
jabén libre de fosfatos. En caso de usar esie iiltimo ya no es necesario lavar el mate-

rial con mezcla crémica.

Soluciones y reactivos

1) Mezcla crémica: Pesar 100 g de dicromato de potasio (2Cr,O7) v
disolver en 1 L de agua destilada. Calentar hasta la completa disolu-
cién del reactivo. Dejar enfriar la solucion y agregar gota a gota 100 ml
de Acido sulfarico concentrado (H,S50,).

2) Solucién madre de fluoruro de amonio (NH,4F) 1 N: Pesar 37 g de
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fluoruro de amonio, disolver en agua destilada y aforar a 1 L. Guardar
en un recipiente de polipropileno.

3) Acido clorhidrico (HCI) 0.5 N: Diluir 20.2 ml HCI concentrado hasta
completar un volumen de 500 ml con agua destilada.

4) Solucidn extractora: Agregar 460 ml de agua destilada a 15 ml de solu-
ci6n madre de fluoruro de amonio y 25 ml de solucién de 4cido clorhi-
drico 0.5 N. Esto nos da una solucion (.03 N de fluoruro de amonio y
0.025 N de 4cido clorhidrico. La solucién final debe ser almacenada en
un recipiente de polipropileno perfectamente tapado, de esta forma se
conserva hasta un afio.

5) Solucion de acido clorhidrico (HCI) 10 N: En un matraz aforado de
500 ml colocar 80 ml de agua destilada y adicionar lentamente y por
las paredes del matraz 404 ml de acido clorhidrico concentrado (HCI),
al final completar un volumen de 500 ml con agua destilada.

Neta: tener mucho cuidado al preparar esta soiucidn, se debe hacer en una cam-
pana de extraccion y sobre un baiio de hielo.

6) Solucién de molibdato de amonio-acido clorhidrico: Pesar 15 g de molib-
dato de amonio tetrahidratado ((NH4}6Mo7O,44H,0) y disolver en 350
ml de agua destilada. Afiadir lentamente y con agitacién constante
300 mi de acido clorhidrico 10 N. Enfriar a temperatura de laborato-
rio y aforar a 1 L con agua destilada. Mezclar bien y guardar en fras-
co’ ambar con tapdén esmerilado. Esta solucién debe ser preparada
cada dos meses.

7} Solucion madre de cloruro estafioso: Pesar 5 g de cloruro estaiioso dihi-
dratado (SnCly- 2H0) y disolver en 12.5 ml de acido clorhidrico concen-
trado (HCI). Calentar a bafio Maria hasta que se disuelva bien. Guardar
en el refrigerador en frasco ambar con tapdn esmerilado, pues de esta
forma se conserva seis semanas maximo.

8) Solucion de cloruro estafioso diluida: Agregar 33 ml de agua destila-
da a 0.1 ml de solucién madre de cloruro estafioso o 0.3 por 99 ml de
agua. Esta solucién debe ser preparada cuatre horas antes de su uso,

9) Solucidn tipo de fosfato (100 mg/ml): Pesar 0.4389 g de fosfato de
potasio monobdasico (KH,PO,), disolver en agua destilada y aforar a
1 L. Un mililitro de esta solucién contiene 100 ppm de fésforo.

10) Agua bidestilada o desmineralizada.



34 Manual de técnicas de andlisis de suelos

Procedimiento

1) Pesar 1 g de suelo previamente seco y molido, y colocarlo en un tubo
para centrifuga de 15 ml.

2) Agregar 7 ml de solucion extractora, agitar con vértex de tal manera
que se mezcle bien el suelo y la solucién extractora.

3) Centrifugar las muestras durante 10 minutos a 6 000 rpm.

4) Del sobrenadante tomar 1 ml y colecarlo en un tubo de vidrio, agre-
gar 6 ml de agua destilada y 2 ml de la solucién de molibdato y mez-
clar bien.

5) Agregar 1 ml de solucién de cloruro estafioso diluido (que debe pre-
pararse al momento) y nuevamente mezclar.

6) Pasados 10 minutos leer la absorbancia en el espectrofotémetro a una
longitud de onda de 640 nm. Todas las lecturas deberan terminarse
antes de 20 minutos.

Nota: En caso de que las muestras tengan un alto contenido de fésforo deben
hacerse las diluciones apropiadas con el extracto (sobrenadante), de tal manera
que los valores de absorbancia estén dentro de la curva de calibracién. O bien se
puede iniciar la extraccién con 0.5 g de suelo.

7} Cada vez que se lea un lote de muestras realizar un blanco de la
siguiente manera: Poner 1 ml de HyO destilada y 1 ml de solucién
extractora, agregar 5 ml de agua destilada y 2 ml de solucién de molib-
dato de amonio, mezclar bien y agregar 1 ml de la solucién de cloru-
ro estafioso, finalmente mezclar otra vez.

8) Para construir la curva pairén hacer las diluciones correspondientes
de la solucién tipo de fosfato, llevando el volumen a 100 ml, y consi-
derar las proporciones de la tabla 4.7.

Curva patrin. Colocar 1 ml de cada una de las diluciones {(ppm) de la
solucién tipo de fosfato en los tubos. Agregar 1 ml de la solucién
extractora, 5 ml de agua destilada y 2 ml de solucién de molibdato de
amonio. Posteriormente 1 ml de solucién de cloruro estafioso diluido y
mezclar bien.

Finalmente hacer las lecturas y terminarlas antes de 20 minutos.
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Tabla 4.7 Concentraciéon de fosfato para realizar la curva patrén de f6sforo.

Concentracién (ppm) ml de solucién tipo de fosfatos
10 10
9 9
8 8
7 7
6 6
5 5
4 4
3 3
2 2
1 1

En la tabla 4.8 se¢ muestran valores de fosforo que determinan la calidad
de un suelo.

Tabla 4.8 Criterios para determinar la calidad de un suele en cuanto a su contenido
de fésforo. (NOM-021-RECNAT-2000).

Categoria Valor (mg kg-1)
Bajo <55
Medio 55-11
Alto >11
4.6 Nitrdgeno total

Introduccién

El nitroégeno es un elemento indispensable para la vida, forma parte de
las principales biomoléculas de todos los seres vivos. Es también uno de los
elementos mas abundantes de la Tierra, pues en su forma gaseosa (Np)
constituye 78% de la atmésfera. Sin embargo, la cantidad de nitrégeno
presente en muchos suelos es escasa, debido a su propia dindmica y a
su ciclo biogeoquimico. El nitrégeno puede llegar al suelo gracias a los
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aportes de materia orgénica y a la fijacién bacteriana a partir del aire.
Dentro del suelo es aprovechado por las plantas, animales y microorga-
nismos que lo incorporan a sus tejidos. Cuando dichos organismos se
mueren, el nitrégeno reingresa al suelo completando el ciclo. Este ciclo es
complejo e involucra una serie de reacciones y organismos con diferentes
metabolismos. Siempre comienza con compuestos organicos sencillos
(NH4*, NO;~, NO3", Ny, NH;) y termina con compuestos orgénicos com-
plejos; que a través de la descomposicion regresan a la etapa de compues-
tos sencillos.

En los microorganismos la carencia de nitrégeno puede afectar el creci-
miento, por lo que la poblacién microbiana no tendrd un desarrollo 6pti-
mo. En contraste, demasiado nitrégeno permite el crecimiento microbiano
répido y acelera la descomposicién; pero puede crear problemas de olor
en condiciones anaerobias. Ademas, el exceso de nitrégeno puede ser libe-
rado como amoniaco; en tanto que el nitrogeno aprovechable escapara en
forma de gas. Para la mayoria de los materiales una relacién C/N cer-
cana a 10:1 mantendra estos elementos en equilibrio aproximado. En los
suelos normalmente el contenido de nitrogeno varia de 0.05 a 2% en sus
diferentes formas.

Método
La determinacién de nitrogeno total se realiza con el método Micro-
Kjeldahl (Modificado por Bremner, 1965).

Fundomento

El método Kjeldahl comprende tres fases fundamentales:

1) Digestion de la muestra. La muestra de suelo se somete a una diges-
tién por calentamiento con acido sulféirico y por una mezcla de sales
que aceleran y facilitan tanto la oxidacion de la materia organica como
la conversién de todas las formas de nitrogeno en N*3, que en medio
acido se encuentran en forma de radical amonio (NHy*); es decir, se
llevan las formas organicas a formas minerales de nitrégeno.

2) Destilaci6én. Una vez transformado el nitrégeno en NH,*, se expone
a una base fuerte como el hidréxido de sodio para formar hidréxido
de amonio, que por la accién del calor se descompone en amoniaco
(NH,) y agua. : ‘

3) Valoracién. El amoniaco desprendido por la reaccién se recoge en un
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volumen conocido de solucién valorada de dcido bérice y por compa-
racion con un blanco se determina la cantidad de acido que reaccioné
con el NHj.

Material y equipo .
+ Muestra de suelo seco y molido con un mortero.
+ Balanza analitica.

+ Matraces Kjeldahl.

* Vasos de precipitados.

*+ Probetas.

* Digestor.

+ Matraz aforado de 1 L.,

+ Matraces Erlenmeyer de 1 L.

+ Perlas de ebullicion.

+ Pipeta.

+ Destilador.

*+ Bureta.

* Soporte universal con pinza.

Soluciones y reactivos

1) Solucién de 4cido bérico con indicador. Pesar 20 g de écido bérico
{H3BOy) y disolver en 750 ml de agua destilada. Calentar para la com-
pleta disolucién del acido. Dejar enfriar y agregar 20 ml de la siguien-
te mezcla de indicadores: 0.099 g de verde de bromocresol y 0.066 g
de rojo de metilo disueltos en 100 ml de alcohol etilico al 96%. El pH
de la mezcla debe de ser de 5.0, si es mas acido agregar algunas gotas
de solucién de hidréxido de sodio 0.1 N, hasta que la solucién adquie-
ra una coloracidon purpura o alcance el pH indicado. Completar el
volumen a 1 L con agua destilada y mezclar.

2) Solucion de hidréxido de sodio 0.1 N: Pesar 4 g de hidréxido de sodio
{NaOH), disolver en agua destilada y aforar a1 L.

3) Mezcla de catalizadores: pesar 62.5 g de sulfato de potasio (KSO,) y
6.25 g de-sulfato de cobre pentahidratado (CuSOy5H,0). Homo-
geneizar la mezcla.

4) Solucién de hidréxido de sodio 10 N: Pesar 200 g de hidréxido de
sodio (NaOH), disolver en agua destilada y aforar a 500 ml. El agua
para preparar la solucién debe ser hervida previamente para eliminar
el CO,, dejandola enfriar antes de agregarla.
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5) Solucién de 4cido sulfurico 0.01 N: Diluir .28 ml de 4cido sulftrico
concentrado (HpS0,) hasta completar un volumen de 1 1. con agua
destilada. La concentracién del 4cido debe ser estandarizada con la
solucién valorada de carbonato de sodio.

6) Solucién valorada de carbonato de sodio: Pesar 0.25 g de carbonato
de sodio (NaCO3), previamente secado en la estufa durante 2 horas a
105°C, disolver en agua destilada y aforar a 50 ml.

7} Soluci6n de anaranjado de metilo: Pesar 0.1 g de anaranjado de meti-
lo, disolver en agua destilada y aforar a 100 ml. !

Valoracién de la normalidad del acido sulfirico 0.01 N:

* Tomar 3 alicuotas de 10 ml de la solucién de NaCO;.

* Agregar 5 0 6 gotas de anaranjado de metilo como indicador.

¢ Titular con la sclucién de acido sulftrico 0.01 N.

+ Calcular la normalidad real sustituyendo en la siguiente férmula:

Normalidad del H,50, = {0.050 g/ 53) X (1/ Promedio de ml gasta-
dos en las tres alicuotas).

8) Acido sulftrico concentrado (H,S0y).
9) Granallas de zinc.

Procedimiento

A, Digestion. '

1) Pesar una muestra de suelo de 0.25 a 1 g, que dépendera de la mate-
ria organica contenida en el suelo, entre mas materia orgénica tenga
un suelo menos seran los gramos de muestra, -

2} Colocar la muestra de suelo en un matraz Kjeldahl seco.

3) Adicionar 2 g de mezcla de catalizadores;

4) Agregar 5 ml de 4acido sulfiirico concentrado.

5) Poner a calentar en el digestor a una temperatura media, hasta que la
muestra se torne clara. La temperatura debe ser regulada de modo que
los vapores de é4cido suifiirico se condensen en el tercio inferior del
cuello del matraz Kjeldahl. )

6) Hervir la muestra por una hora a partir de ese momento.

7) Una vez terminada la digestion, apagar el digestor y tapar con un
frasco los matraces para dejar enfriar.



Andéiisis fisicos y quimicos en suelo 39

B. Destilacion.

1) Afiadir al matraz Kjeldah! frio 25 ml de agua destilada y mezclar
vigorosamente hasta una disolucién completa.

2) Transferir el liquido a un matraz Erlenmeyer de 500 ml. Colocar de 5
a 6 perlas de ebuilicion.

3) Adicionar 3 granallas de zinc. Afadir 15 ml de la solucién de hidré-
xido de sodio 10 N, sosteniendo el matraz inclinado de modo que se
deposite en ¢l fondo.

4) Colocar en la salida del aparato de destilacién un vaso de precipita-
dos de 50 ml, que contenga 10 ml de 1a solucién de dcido bérico mas
indicador.

5) Conectar ¢l flujo de agua e iniciar la destilacién. Destilar hasta que el
volumen alcance la marca de 20 ml en el vaso de precipitados de 50 ml.
Una vez alcanzado dicho volumen, retirar el matraz y apagar el aparato.

6) Titular el nitrégeno amoniacal con la solucién de dcido sulfarico 0.01 N
hasta que vire de verde a rosado fuerte.

7) Realizar un blanco siguiendo los pasos del 3 ai 15,

Célculos
Calcular la concentracién de nitrégeno, sustituyendo en la siguiente
férmula:

(T-B)XNX14
S

Nitrégeno (%) =

Donde:

T = ml de acido sulfarico valorado gastados en la muestra.
B =ml de acido sulfirico valorado gastados en el blanco.
N = normalidad exacta del dcido sulfiirico.

S = peso de la muestra de suelo.
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En la tabla 4.9 se presentan valores de nitrégeno que sirven para eva-
luar la calidad de un suelo. ‘

Tabla 4.9 Criterios para evaluar un suelo con base en su contenido de nitrégeno total
(Moreno, 1978).

Categoria ' . Valor (%) de nitrogeno en suelo

~ Extremadamente pobre < 0.032

Pobre 0.032 - 0.063

Medianamente pobre ‘ 0.064 - 0.095

Medio 0.0% - 0.126

Medianamente rico 0.127 - 0.158

Rico 0.159 -0.221

Extremadamente rico > (1.221

4,7 Amonio intercambiable

Introduccion

Los microorganismos participan de forma importante en el ciclo del
nitrogeno en el suelo, debido a que realizan la fijacién del nitrégeno,
nitrificacidn y desnitrificacién, asi como su inmovilizacidn. Se reportan
como fracciones predominantes al amonio y nitratos (Foster, 1995;
Maynard y Kalra, 1993).

En el caso de los derrames de hidrocarburos, 1a relacién C/N aumenta sig-
nificativamente; la adicién de nitrégeno inorgéanico permite balancearla y
estimular la biodegradacion al satisfacer los requerimientos de sintesis de
aminodcidos, proteinas, purinas, cidos nucleicos, aminoazticares y vita-
minas que en conjunto representan el contenido de nitrégeno en alrede-
dor de 10% del peso celular seco de los microorganismos (Graham et al.,
1999; Smith et al., 1998). Sin embargo, en la literatura existen discrepancias
sobre el efecto de la estimulacién, que se pueden atribuir a la variabilidad
y compleja composicion de los suelos v a otros factores como altas reser-
vas de nitrégeno o adiciones excesivas (Bossert y Bartha, 1984; Leahy y
Colwell, 1990; Walworth et al., 1997}, Comiinmente se evaliia al amonio
intercambiable por representar la fuente de nitrogeno mas directamente
disponible para su incorporacién en aminodcidos, sin requerir ser oxida-
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deo o reducido (Gaudy y Gaudy, 1981). Adicionalmente, se recomienda
cuantificar nitratos para complementar la fraccién de nitrégeno inorgani-
co susceptible de ser empleado por los microorganismos.

El amonio intercambiable se define como el amonio que puede extraerse
con una solucién neutra de ién potasio a temperatura ambiente. Las sales
de potasio utilizadas cominmente son K;50, 0.05 My KCl de 0.1 a 2 M;
la capacidad de extraccién depende del tipo de sal y su concentracién.
Posteriormente se cuantifica el amonio en el extracto, para lo cual se
emplea una gran variedad de métodos: técnicas colorimétricas manuales,
microdifusién, destilacidn con arrastre de vapor, analisis de inyeccion de
flujo y electrodo de ién selectivo (Maynard y Kalra, 1993).

Método
Determinacién de amonio intercambiable en suelo por extraccién con clo-
ruro de potasio (KCi 1M) y determinacién por electrodo de i6n selectiva.

Fundamento

Se recupera el amonio extrafble con KCl 1 M y se cuantifica por medio
de un electrodo de i6n selectivo, que consta de una membrana hidrofé-
bica permeable al gas, permitiendo separar la solucién de la muestra de
la solucién interna del electrodo (el liquido no penetra la membrana). El
amoniaco de la muestra en solucidn se difunde a través de la membra-
na, hasta que la presi6n parcial del amoniaco es la misma en ambos
lados de la membrana. Asi, para las muestras la presién parcial del amo-
niaco es proporcional a su concentracién v ésta a su vez se encuentra en
equilibrio con el ién amonio.

Matericl y equipo

+ Estufa.

+ Mortero.

+ Balanza.

*+ Centrifuga.

+ Potenciémetro con electrodo ion selectivo.

* Tubos Falcon para centrifuga o equivalente,
+ Vortex.

* Pipetas. .

+ Matraces volumétricos.
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Reactivos y soluciones

+ Cloruro de potasio (KC1) 1M. Solucién extractora. Pesar 74.56 g de KCI
disolver en agua destilada y aforar a volumen de 1 L.

* Hidréxido de sodio (NaOH) 10N. Disolver 400 g de NaOH en agua.
Enfriar y diluira 1 L.

* Solucién patrén. 1 000 mg NHy/L. Secar NH4Cl por una hora a
100°C. Pesar 3.027 g, disolver en agua y diluira 1 L.

Procedimiento

A, Extraccion.

1) Secar el suelo a temperatura ambiente (25-30°C) y moler en un mor-
tero.

2) Pesar 10 g del suelo molido, colocarles en un tubo (Falcén para cen-
trifuga o equivalente); posteriormente, agregar gradualmente 30 ml
de KCl 1M, mezclando intensamente en vértex durante un minuto.
Centrifugar a 8 000 rpm por 10 minutos y recuperar el sobrenadan-
te. Aproximadamente 25 m] seran utilizados para el analisis del
amonio.

Nota: La determinacién de amonio intercambiable en el presente método permi-
te también extraer con la solucién extractora {(KCE 1M) a los iones nitrito y nitra-
to. Con la diferencia que el amonio se cuantifica por electrodo de i6n selectivo y
los iones nitrito y nitrato por electroforesis capilar {EIC).

B. Cuantificacion. .

1) Totnar 25 ml del sobrenadante de la extraccién, adicionar (.45 ml de
NaOH 10N; bajo agitacién llevar a cabo la medicion de mV mediante
electrodo de i6n selectivo para amonio. Calcular de la curva estandar
{de elaboracién reciente) la concentracion mg NH,/ L.

Curva patron. Preparar por lo menos tres estdndares segiin rango de con-
centracion esperada en muestras. Es importante preparar siempre estin-
dares nuevos. Deberan prepararse estandares entre 0.1 a 100 mg NH,/L
en un volumen de por lo menos 25 ml, usando la solucién patrén
1000 mg NHy/L y como medio de disolucién KCl 1M. Para estindares
de 1,10 y 100 mg NH,/L medir 0.05, 0.5 y 5 ml de solucién patrén y afo-
rar a 50 ml con KC11M. Al igual que las muestras, medir la diferencia de
potencial en milivolts (mV), Construir grafica semilogaritmica. Poner en
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el eje (x} logaritmico la concentracién NHy/L y en el eje lineal (y) el
potencial de] electrodo.

Caleulos
Para convertir el resultado a concentracién en peso (mg NHy/ kg suelo),
en este caso se utiliza la siguiente relacion. Ademads es necesario corre-
gir con la humedad.

mg NHy/ kg o alo = mg NH, /L * 3,

Interpretacion

En la tabla 4.10 se proporciona la clasificacion de fertilidad de suelos
por el contenido de nitrégeno inorgéanico (nitrato y amonio).

Tabla 410 Clasificacién de fertilidad de suelos en funcion del nitrogeno inorgnico
(NOM-021-RECNAT-2000).

Clase N inorgédnico en el
suelo {mg kg'1)

Muy bajo 0-10

Bajo 10- 20

Medio 20 - 40

Alio 40 - 60

Muy alto > 60

Nota: La solucion extractora propuesta, asi como las otras definidas para fertili-
dad de sueles, son representativas de la fraccion de amonio biodisponible para
plantas. Esta misma metodologia, en cuanto a extraceién y cuantificacidn, se
aplica en la remediacion de suelo. Sin embargo, no se ha establecido la solucion
extractora que sca la mas adecuada de la fraccion biedisponible a los microorga-
nismos, tampoco se ha generalizado un rango de concentraciones 6ptimas para
la remediacién de suelos.



44 Manual de técnicas de andlisis de suelos

4.8 Nitritos y nitratos intercambiables. .

Introduccion

Las fracciones minerales de nitrégeno son predominantemente amonio
y nitratos, mientras que los nitritos son rara vez delectados en el suelo;
incluso su determinacién es normalmente injustificada excepto en sue-
los neutros y alcalinos que reciben amonio o fertilizanles liberadores de
amonio (Fosler, 1995; Maynard y Kalra, 1993).

Al igual que el amenio, los nitritos se pueden emplear para estimular fa
biodegradacion de hidrocarburos contaminantes al balancear la relacion
C/N (Brock et al,, 2001; Walworth y Reynolds, 1995). Diferenciandose
por lixiviarse mas facilmente por su carga negaliva, especialmente en
suelos arcilloses. Los nitralos, ademas de ser una fuente de nutrientes,
son aceptores de electrones en condiciones limitadas de oxigeno.

En la determinacion analilica de nitratos en suelos, varias soluctones
extractoras se han empleado para su separacion del suelo. Entre éstas se
encuentra el agua; KCl de 1'a2 M; CaCl, 0.01 M; NaHCO; 0.5 M; solu-
cién de CaS04.2H,0 al 0.35% con 0.03 M de NH,F y 0.015 M H,S0
CuSQO, 0.01 M; y CuSC, 0. 01 M con Ag-S0y. De lodas éstas la solucidén
méas comun es el KCl. Para la determinacion de las concentraciones de
nitritos y nitratos en el extracto se utilizan diferentes métodos que inclu-
yon téenicas colorimétricas, microdifusion, vapor de destilacion, analisis
de inyeccién de flujo, cromatografia de iones y electrodo de i6m selecti-
vo (Maynard y Kalra, 1993).

Método

Determinacion de nitritos y nitratos intercambiables en suclo por ex-
traccion con clorure de potasio (KCl 1M) y delerminacion por electrofo-
resis ion capilar (EIC).

Fundamento

Los nitritos y nitratos solubles se extraen del suelo con una solucién de
KCl1 M y se cuantifican por electroforesis capilar, previa filtracién del
extracto a través de una membrana de 0.45 nm, para proteger el equipo
de precipitados y material solido. La mayoria de los instrumentos (EIC)
emplean como detector primario al UV, pero la mayoria de aniones y
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todos los cationes no son activos al UV. En el analizador ion capilar se
emplea un electrolito a base de cromato de sodio y la deteccién es por
absorcién UV indirecta (ASTM D1498-00, 2000; Krol et al., 2000; US EPA
6500, 1998; US EPA 4140, 1998).

Material y equipo

+ Estufa.

+ Mortero.

+ Balanza.

+ Centrifuga.

* Analizador ién capilar.

* Tubos Falcon para centrifuga o equivalente.
*+ Vortex.

+ Pipetas.

+ Matraces volumétricos.

+ Filtro con membrana de 0.45 pm.

Reactivos y soluciones

* Solucion extractora. Cloruro de potasio (KCI) TM. Pesar 74.56 g de KCl
disolver en agua destilada y aforar a volumen de 1 L.

*+ Medio de dilucién de estandares. Cloruro de potasio (KCIy 0.0037M.
Medir 0.915 ml de la solucién KCI 1M y aforar a 0.25 L.
* Solucién para lavado de columna. Hidréxido de sodio (NaOH} 0.1N.
Pesar 0.4 g de NaOH disolver en agua desionizada y diluir a 100 ml.
* Solucion patrdn de nitrato (NO3) 1000 mg L1 Pesar 1.37 g de NaNO;,
disolver en agua desionizada en un volumen de 1 L.

* Solucién patron de nitrito (NO) 1 000 mg L1, Pesar 1.5 g de NaNO,,
disolver en agua desionizada en un volumen de 1 L.

+ Electrolito. Base de cromato de sodio 0.1 M. 4.6 ml de solucién OFM
anion-BT (Water CIA-pak), 9.2 ml de cromato de sodic 0.1 M en 200 ml
de agua desionizada grado MiliQQ.

Procedimiento

A. Extraccidn.

1) Secar el suelo a temperatura ambiente (25-30°C) y moler en un mortero.

2) Pesar 10 g del suelo molido, colocarlos en un tubo (Falcon para centrifuga
o equivalente), posteriormente agregar gradualmente 30 ml de XC1 1M,
mezclando intensamente en vértex durante un minuto. Centrifugar a
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8000 rpm por 10 minutos y recuperar el sobrenadante. Aproximadamente
1 ml sera utilizado para el analisis de nitrato y nitrito.

Nota: Este procedimiento de extraccién permite la obtencién de sobrenadante
para la determinacion de amonio intercambiable, con la diferencia de requerirse
25 ml para la determinacién del amonio con otro protocolo de cuantificacion (ver
seccion 4.7).

B. Cuantificacién.

1) Realizar una dilucion inicial 0.5/5 (0.5 ml de sobrenadante en 4.5 ml
de agua desionizada); a partir de ésta hacer una segunda dilucién
0.2/5 {0.2 ml de la primera en 4.8 ml de agua desionizada). Esta tltima
se debe filirar a través de una membrana de 0.45 pm y, posteriormen-
te, colocar 0.5 ml del filtrado en viales para el an4lisis por electrofore-
sis capilar.

2) Condiciones del equipo (CIA).

Temperatura: 25°C.

Voltaje: 15kV con fuente de poder negativa.

Deteccién: UV indirecta a 254 nm.

Columna;: Capilar de 75 pm {di) x 375 pm {de) x 60 cm {largo).

Curva patrdn. Elaboraciéon de la curva estandar para nitrato (NQOj).
Deberé preparar estindares entre 5 a 80 mg NO;/L a partir de la solu-
cién patréon 1 000 mg NO3 /L y como medio de disolucién KCI 0.0037M.,
El tiempo-de corrida durante el analisis debe ajustarse a 4.5 minutos.

Elaboracién de la curva estdndar para nitrito {NO,). Debera preparar
estindares entre 5 y 80 mg NO,/L, a partir de la solucién patrén
1000 mg NO,/L y como medio de disolucién KCl 0.0037M. El tiempo
de corrida durante el andlisis debe ajustarse a 4.5 minutos.

Caleulos

Para calcular la concentracion final en mg L1 debera tomarse en cuen-
ta la relacién de diluciones. Finalmente, para convertir el resultado
mg L7 a concentracién en peso {mg kg™), se utiliza la siguiente rela-
cion, Ademds es necesario corregir con la humedad.

mg anion/kg ..., = mg anién /L * 3.
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Interpretacion
La clasificacién de fertilidad de suelos por el contenido de nitrégeno

inorganico (nitrato y amonio) se muestra en la tabla 4.11.

Tabla 4,11 Clasificacién de fertilidad de suelos por el contenido de nitrégeno inorganico.

Clase N inorganico en el
suelo mg kg1
Muy bajo 0-10
Bajo i0-20
Medio 20 - 40
Alto 40 - 60
Muy alto > 60

Nota: Los valores de la tabla 411 corresponden a fertilidad de suelos del nitrége-
no biodisponible para plantas; por lo que junto al amonio se debe interpretar el
contenido de nitrégeno inorganico en funcién a la capacidad extractiva de la
solucién empleada; y evaluar si es un pardmetro que permita definir los reque-
rimientos nutricionales de los microorganismos en los procesos de biodegrada-
cidn de hidrocarburos.

4.9 Sulfato

Introduccién

El sulfato es la principal forma inorganica de azufre en la mayoria de
los suelos, aunque pueden estar presentes las formas elementales y en
sulfuro bajo condiciones predominantemente anaerobias. Otras formas
oxidadas como tiosulfatos, tetrationato o sulfito también pueden estar
presentes en el suelo, pero sélo como intermediarios durante la oxida-
cion o reduccién del sulfuro. Los sulfatos pueden estar presentes en
formas solubles, adsorbidos en la superficie del suelo o como sales
insolubles (yeso o asociados con carbonato de calcio). Teéricamente el
sulfato biodisponible en fertilidad de suelos es el adsorbido y el solu-
ble, mientras que el insoluble no se considera directamente disponible
(Kowalenko, 1993).
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Diferentes soluciones extractoras se han empleado en las determina-
cicnes de sulfato en suelo, entre ellos se reportan el agua, acetatos, car-
bonatos, cloruros, fosfatos, citratos y oxalatos. Para cuantificar sélo el
sulfato soluble, la eleccion tedrica es el agua; sin embargo, comtinmen-
te se emplea una solucion salina débil en bajas concentraciones, como
el cloruro de calcio para flocular el suelo y para poder disminuir mate-
ria orgénica coloreada; o el cloruro de litio que presenta el efecto bené-
fico adicional de inhibir la actividad microbiana. Para recuperar todo
el sulfato adsorbide se recomienda una alta relacién extractante:
suelo, e incrementar el pH por arriba de 6.5 para neutralizarlas cargas
positivas que establecen la adsorcion del sulfato al suelo, y a su vez
evitar una extraccién dcida de porciones de yeso o sulfato asociado a
carbonatos. Sin embargo, a pH altos también se extrae materia organi-
ca coloreada (Kowalenko, 1993).

Se han desarrollade varios métodos para la cuantificacién de iones:
turbidimétricos, volumétricos, gravimétricos o colorimétricos después
de precipitar al sulfato como sulfato de bario o después de la reduccién
dcida a sulfuro. Otros métodos emplean cromatografia de iones, plas-
ma inductivamente acoplado y flourescencia de rayos X,

El método que se describe a continuacién emplea la electroforesis ion
capilar (EIC), que es una tecnologia de separacién relativamente nueva
(1990) para el analisis de iones inorgénicos y organicos en solucién
acuosa (ASTM D6508, 2000; Krol et al., 2000; US EPA 6500, 1998; US EFPA
4140, 1998b).

Método

Determinacién de sulfatos extraibles en suelo con bicarbonato de
sodio (NaHCO3) 0.5 M y determinacion por electroforesis ién capi-
lar (EIC).

Fundamento

Se extrae al sulfato que se encuentra en suelo en forma soluble y adsor-
bido con NaHCO; 0.5 M y se cuantifica por electroforesis capilar. La
mayoria de los instrumentos (E1C} emplean al detector UV como prima-
rio, pero la mayoria de aniones y todos los cationes no son activos al
UV. En el analizador i6n capilar se emplea un electrolito a base de cro-
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mato de sodio, y la deteccién por absorcion UV indirecta (ASTM D6508,
2000; Krol et al., 2000; US EPA 6500, 1998; US EPA 4140, 1998).

Matericl y equipo

+ Estufa.

+ Mortero.

+ Balanza.

+ Centrifuga.

+ Analizador i6n capilar.

* Tubos Falcon para centrifuga o equivalente.
*+ Vortex.

+ Pipetas.

+ Matraces volumétricos.

+ Filtros de membrana de 0.45 um.

Reactivos y soluciones

1} Sclucién extractora. Bicarbonato de sodio {(NaHCO4) 0.5 M. Secar
NaHCO; por una hora a 100°C, Pesar 42 g, disolver en agua y diluir
allL.

2) Medio de dilucién de estindares. Bicarbonato de sodio (NaHCO3)
0.004 M. Medir 8 ml de la solucién NaHCO; 0.5 M y diluir en 1 L.

3) Solucién para lavado de columna (CIA). Hidréxido de sodio {NaOH)
0.1N. Pesar 0.4 g de NaOH disolver en agua desionizada y diluir a
100 ml,

4) Solucién patrén de sulfato (SO,) 1 000 mg L1 Sulfato de sodio
{Nay50;). Pesar 1.479 g de NayS0y,, disolver en agua desionizada en
im volumen de 1 L.

5) Electrolito. Base de cromato de sodio 0.1 M. 4.6 ml de solucion OFM
anion-BT (Water CIA-pak), 9.2 ml de cromato de sodio 0.1 M en 200 ml
de agua desionizada grade MiliQ.

Procedimiento

A. Extraccién.

1) Secar el suelo a temperatura ambiente (25-30°C) y moler en un mortero.

2) Pesar 1g del suelo, colocarlo en un tubo (Falcon para centrifuga o equi-
valente), agregar gradualmente 3 ml de NaHCO; 0.5M, mezclando
intensamente en vortex durante un minuto. Centrifugar a 8 000 rpm
por 10 minutos y recuperar el sobrenadante.
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B. Cuantificacion.

1) Realizar una diluci6n inicial 2:5 (2 mI de sobrenadante y 3 ml de agua
desionizada), a partir de ésta hacer una segunda dilucién 0.2:5 (0.2 ml
de la primera dilucion y 4.8 ml de agua desionizada). Esta tltima se
filtra a través de una membrana 0.45. Transferir 0.5 ml en viales para
el analisis por electroforesis capilar (MeEC).

2) Condiciones del equipo (CIA).

Temperatura: 25°C,

Voltaje: 15kV con fuente de poder negativa.

Deteccién: UV indirecta a 254 nm.

Columna: Capilar de 75 mm (di) x 375 mm (de) x 60 cm (largo).

Curva patrén. Debera preparar estandares entre 5 a 80 mg SO,/ a partir
de una solucién patrén de 1 000 mg SO,/ L de HCO; 0.004 M. Los estdn-
dares deben de filtrarse a través de una membrana 0.45 pm, agua de
purga y electrolito. El iempo de corrida durante el anélisis debe ajustar-
se a 4.5 minutos.

Calculos

Para calcular la concentracion final en mg L1 se debe considerar la rela-
cién de diluciones. Finalmente, para convertir el resultado mg SO4/L a
concentracion en peso (mg SO,/ kg suelo), en este caso, se utiliza la
siguiente relacion:

mg S04/ kg cyelo = Mg S0,/L*3.

Interpretacién.

Las concentraciones de sulfato en suelos no contaminados comitnmen-
te no son altas, se cuenta s6lo con una referencia de umbral tentativo del
Reino Unido de 100 a 200 mg kg™ (ASTM DS64, 1996). Se debe tener
cuidado especial en la interpretacién de suelos contaminados con resi-
duos y recortes de lodos de perforacion impregnados con hidrocarbu-
ros, por la presencia de barita (BaS50,).

Los métodos de cuantificacion del sulfato, asf como otros aniones, por
lo general estdn aseciados a estudios de fertilidad de suelos, relacionan-
do a los aniones como biodisponibles para el crecimiento de plantas
(sulfato soluble y adsorbido) (Kowalenko, 1993). Aunque es razonable
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considerar que la fraccién soluble en agua esta biodisponible para los
microorganismos, poco se puede intuir sobre la fraccién adsorbida y la
insoluble, para poder establecer qué fuerza extractante es la adecuada
para la extraccién del sulfato disponible. Algunos estudios realizados
en laboratorios del IMP (datos no proporcionados) muestran una
mayor cuantificacion en la extraccion de sulfato con NaHCO; 0.5 M que
con KC1 1M y agua destilada durante cinéticas de biodegradacion.

4,10 Fe*? y Fe*3

Introduccién

El hierro estd presente en la biosfera en dos estados de oxidacién,
Fe*2 y Fe*3, los cuales son termodinamicamente estables bajo condi-
ciones andxicas y éxicas, respectivamente. El Fe*3 se encuentra en
una amplia variedad de formas quimicas, como minerales altamente
cristalinos: magnetita (Fe30y), geatita (FeOOH), hematita (Fe,Oy),
vivianita (Fe3(POy),°8H;0) o ferrihidrita (Fe(OH),), y minerales con
poca o ninguna estructura cristalina: oxihidroxidos amorfos (Hacher
et al., 2001}

Las bacterias reducen preferentemente los oxihidréxidos amorfos de
Fe*3 (Lovley y Phillips, 1987). El método mds comiinmente utilizado
para medir la concentraciéon de estos compuestos amorfos de Fet? en
suelos y sedimentos es la técnica de extraccion con oxalato &cido de amo-
nio. Sin embargo este método puede catalizar la disolucion de las formas
cristalinas que no son biodisponibles para las bacterias reductoras de Fe,
¥ no distingue entre la fraccién cristalina y la amorfa. Un método més
selectivo para la extraccion de los oxihidroxidos amorfos de Fe*3 es la
técnica de extraccion con hidroxilamina hidroclorada (Lovley y Phillips,
1987; Byong-Hun et al., 2001}.

Método
Este método es aplicable para extraer Fe*2 y Fe*® de muestras de suelo
con una solucién dcida y su cuantificacién por colorimetria.

Fundamento
La prueba se basa en la extraccién de Fe*? y Fe*? en muestras de suelo
con una solucién acida, y la medicién indirecta de los iones Fe*?,
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mediante la cuantificacién del complejo colorido formado por Fe*2 con
o-fenantrolina, que absorbe a 510 nm.

Fe (Il) + 3 [(o-fenantrolina)H+]  [Fe(o-fenantrolina);]2% + 3H*,

Para determinar la concentracion de Fe*3, inicialmente el Fet3 extraido
debe ser reducido a Fe*2 con hidroxilamina hidroclorada, que puede ser
cuantificado como Fe*2 con o-fenantrolina.

El limite de deteccién de la técnica va de 1 a 50 ppm de Fe*?, y en caso
de tener extractos mas concentrados se recomienda hacer las diluciones
necesarias para obtener mediciones de absorbancia entre 0.1 y 0.8.

Interferencias .

Valores de pH> de 6, provocan una recuperacion ineficiente de Fe*2.
La presencia de NaNO; a concentraciones mayores de 0.01M provoca
una recuperacién variable y a pH 7 el Fe*? puede ser oxidado de
forma abidtica por nitratos o nitritos. La presencia de sulfato provoca
que solo sea extraible aproximadamente 15% del Fe*? total entre un
pHde4dy?5.

Material y equipo

+ Probetas de 100 ml.

+ Matraces volumétricos de 1L.

+ Tubos de ensayo de vidrio con tapa de rosca de 20 ml.
* Pipetas graduadas de 1y 10 mlL

*+ Vasos de precipitados de 25, 50 y 100 ml.

+ Vortex.

+ Tubos de centrifuga de 15 ml.

+ Centrifuga.

+ Espectrofotdmetro visible,

Reactivos y soluciones

1) Acido clorhidrico (HCI) 0.5 M. Bn un matraz volumétrice de 1L con
100 ml de agua destilada, adicionar lentamente 41.82 ml de HCl v
finalmente aforar con agua destilada.

2) Hidroxilamina hidroclorada (NH,OH:HCl) (.25 M en HCI 0.25 M.
Adicionar 17.37 g de hidroxilamina en un matraz volumeétrico de 1L,
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disolver con 100 ml de una solucion de HCI 0.5M y posteriormente
aforar con la misma solucion.

3) Etanol 10%. Disolver 10 ml de etanol 98% en 90 ml de agua destilada.

4) o-fenantrolina {Cy,HgNyH(O) 0.25%. Pesar 0.25 g de o-fenantrolina
y Hevar a 100 ml con una solucion de etanol al 10%.

5) Buffer de acetato (CoHzOy'Na) al 10%. Pesar 10 g de acetato de sodio y
disolver en 100 ml de agua destilada. Ajustar a pH 4 con dcido acético.

6} Solucion estandar de sulfato ferroso amoniacal (Fe(NHy)»(504),6H,0)
{50 ppm de Fe). Pesar 0.3512 g de sulfato ferroso amoniacal y trans-
ferir a un matraz volumétrico de 1L, disolver y aforar con solucién
de HC1 0.5 M.

Procedimiento

A. Extraccion. )

1} En un tubo de centrifuga de 15 ml pesar 0.1 g de suelo humedo bajo
condiciones anaerobias y adicionar 5 ml de solucién de HCI 0.5 M.
Agitar en forma intermitente durante una hora en vértex.

2) Centrifugar por 10 minutos a 6 000 rpm.

3) Utilizar el sobrenadante para la determinacion de Fe*? y Fe*3.

Nota: Si es necesario, diluir [a muestra para poder hacer una lectura dentro del
rango de 0.1 a {.8 de absorbancia.

B. Cuantificacicn.

1) Para la cuantificacion de Fe*2, tomar 0.2 ml del sobrenadante de la
centrifugacién, adicionar 1 ml de solucion de o-fenantrolina, 1 ml de
solucion buffer, completar a 10 ml con agua destilada y agitar vigoro-
samente en vortex. Permitir el desarrollo del color (15 a 20 minutos) y
leer la absorbancia a 510 nm.

2} Para la cuantificacién de Fe total, tomar 0.2 ml de sobrenadante de la
centrifugacion, adicionar 1 ml de solucién de hidroxilamina y esperar

- una hora. Posteriormente, adicionar 1 ml de solucién de o-fenantroli-
na, 1 ml de solucién buffer, completar a 10 ml con agua destilada y
agitar vigorosamente en vértex. Permitir el desarrollo del color (15 a
20 minutos) vy leer absorbancia a 510 nm,

Curva patrén. Preparar una curva patrén con la solucion estandar de sul-
fato ferroso amoniacal (50 ppm de Fe) de acuerdo con la tabla 4.12.
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Tabla 4.12 Preparaci6n de la curva patr6n para determinar sulfatos.

Concentracién Fe Sol. estindar Agua
(ng/ml 0 ppm) de sulfato (ml) desionizada {ml)

0 0 1
5 0.1 09

10 02 08

20 . 04 0.6

30 0.6 04

40 0.8 0.2

50 1 0

Adicionar 1 mi de solucién de hidroxilamina hidroclorada y esperar
una hora. Posteriormente adicionar 1 ml de solucién de o-fenantrolina,
1 ml de solucién buffer, completar a 10 ml con agua destilada y agitar
vigorosamente en vértex. Permitir el desarrollo del color (15 a 20 minu-
tos) y leer la absorbancia a 510 nm.

Caleulos
Calcular la concentracion de Fe*2 y Fe total en el extracto, con la ecua-
cién lineal de la curva estindar.

CE (ppm) = ((Abs - b) / m ) * (FD).

Donde:

CE = concentracidon del extracto.
b = ordenada al origen.

m = pendiente.

FD = factor de dilucién.

CalcuIar la concentracién final de Fe*2 y Fe total de la muestra de suelo
mediante la siguiente ecuacién:

G5 (ug / g de suelo seco) = (CE* V) / (P * FH).

€5 = concentracion de Fe en suelo.
= volumen de solucién extractora (5 ml).

<
i
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3
1]

cantidad de suelo htimedo (0.1 g).
factor de correccion de humedad (1-(%humedad/100)).

FH

La concentracion de Fe*? se calcula con la siguiente ecuacién:
Fe*3 = Fe total - Fe*2.

4.11 Sulfuro de hidrégeno y metano

Intreduccion

La actividad microbiana sulfato-reductora y metanogénica de los
microorganismos presentes en un suelo, agua o sistemas de cultivo en
laboratorio, se puede determinar con la presencia de sulfuro (H,S) y
metanoe (CHy) (Salminen et al., 2004; Tiehm y Schulze, 2003; Atteia
y Franceschi, 2002; Lors et al., 2001; Loser et al. 1998 ). Esta determina-
cién puede realizarse por cromatografia de gases, por ser un método
sensible a bajas concentraciones. La determinacién de la actividad
metabdlica, anaerobia o aerobia, a través de los metabolitos liberados
(CHy4, H,S, COy), permite relacionar la pérdida de hidrocarburos con
la actividad microbiana; factor esencial principalmente en el segui-
miento de la atenuacién natural y en estudios de biodegradacion de
hidrocarburos.

El detector de ionizacion de flama (FID) es no selectivo, emplea la com-
bustién de hidrégeno para la ionizacién de los compuestos orgénicos,
Este tipo de sistemas es utilizado para la separacién y deteccién de com-
puestos orgdnicos en muestras ambientales. 3

. ey
El detector de quimicluminiscencia {(SCD) es selectivo para compuestos
azufrados. La operacién se basa en la reaccién de ozono con'monéxido
de sulfuro producido por la combustién del analito. La luz producida
por la combustion es detectada con un fotomultiplicador sensible a-la
luz azul.

Compuesto azufrado —— S50 + H;O + otros productos.

SO + O3 —» 50, + O + hv (<400 nm).



56 Manual de técnicas de andlisis de suelos

Método

Este método es aplicable para medir simultineamente CH, v H5S por
cromatografia de gases con detectores FID y SCD. El alcance del méto-
do es de 10 a 70 mg/m? de H,S y 6 000 a 32 000 mg/m?3 de CH,.

Fundamento

La prueba se basa en la Cuantlflcacmn simultinea de CHy y HoS en la
atmdsfera de muestras liquidas o s6lidas por cromatografia de gases con
detectores de ionizacién de flama (FID), para la deteccién de metano,
quimioluminiscencia de sulfuro (SCD) y sulfuro de hldrogeno conecta-
dos en serie. ‘ .

Material, equipo, reactivos y gases

+ Cromatégrafo de gases con detector FID y SCD.

¢+ Columna para separar metano y sulfuro de hidrégeno (por ejemplo:
HP-1).

¢ Jeringa para muestras gaseosas de 100 pl.

+ Jeringa para muestras gaseosas de 250 pl.

+ Helio de ultra alta pureza (99.995%).

*+ Aire extraseco.

¢+ Hidrégeno de ultra alta pureza (99.999%).

+ Gases de calibracién, 2.5% CH,, 50 ppm CO, 25 ppm H,5, 12A Os,
balance en Ns.

Procedimiento

Inyectar 100 pl de la atmésfera de la muestra de interés, y determinar la
concentracién de H,S y CHy con base en el drea bajo la curva de cada
pico, y a la curva de calibracién correspondiente a cada compuesto.
Para realizar las curvas de calibracién de H,S y CHy, tomar alicuotas
directas del tanque de los gases. En la tabla 4.13 se presentan las alicuo-
tas y las concentraciones (p/v) para cada compuesto.
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Tabla 413 Volimenes de gases para realizar curva patrén de CH, y H,S.

Volumen de Concentracion de Concentracion de
inyeccién (ul) CHy (mg/m?) H,S (mg/m3)
50 63028 13.39
100 12 605.7 26.78
150 18 908.5 4017
200 252114 53.56
250 31514.2 66.95

4,12 Potencial éxido-reduccién. Determinacién
en laboratorio y campo

Introduccion

El potencial éxido-reduccién puede definirse como una medida cuanti-
tativa de la energia de oxidacién o de la tendencia del electrén de esca-
parse o fugarse de un sistema reversible 6xido-reduccién (redox). Esta
medicion refleja qué tan oxidado o reducido esta el sistema con referen-
cia a un estindar. Cuando el potencial redox esta referido con respecto
al hidrégeno, se expresa como Eh en unidades de milivolts; E es la dife-
rencia de potencial entre el electrodo estandar de hidrégeno y el siste-
ma en el cual el potencial redox es medido.

Debido a que el estado redox es una medida cuantitativa del estado de
oxidacién y reduccién de las sustancias en el sistema, ésta permite repre-
sentar el estado de oxidacioh de los compuestos susceptibles de ser
empleados como principal aceptor de electrenes para los microorganis-
mos. Asi, los microorganismos emplean a los aceptores de electrones mas
oxidados que les permitan obtener mds energfa, disminuyendo de mane-
ra secuencial de aceptores bajo condiciones aerobias (potencial redox
posilivo) a andxica y anaerobia (potencial redox més negativos).

Método

Determinacién del potencial 6xido reduccién en suelos, procedimientos
en laboratorio y campo. Este protocolo se basa en los métodos estandares
para la determinacién del potencial redox en soluciones (ASTM D1498-
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00, 2000; US G5, 1998; APHA, 1995), adecuado para suelos v lodos (ISO
11271, 2002; NRES 381, 2002; Patrick et al., 1996; Benada, 1995; Zausig,
1995; ZoBell, 1946). El método se modificé para su aplicacion en muestreos
a distintas profundidades durante la caracterizacion de suelos.

Fundamento

Debido a que las reacciones de oxidacion o reduccién son movimiento de
electrones que involucran cambios en las cargas eléctricas, las intensida-
des de las reacciones redox pueden medirse en términos de diferencias
potenciales eléctricas (emif por sus siglas en inglés). Cuando un electrodo
no atacable (como el platino ¢ el oro metalico) se sumerge en un sistema
reversible redox, una diferencia de potencial se establece en el electrodo,
la cual puede medirse potenciométricamente, Esta diferencia de potencial
se crea debido a que el electrodo ne participa en la reaccion redox, por lo
que la concentracién o tendencia de escape de electrones en el electrodo
es diferente a la concentracién en el sistema reversible de reaccion redox.
Este electrodo no atacable puede ser considerado como un almacén de
electrones actuando come un conductor inerte de electrones desde o para
un sistema. Asf también se observa que cuanto mas oxidado esta el siste-
ma, mas alto serd el potencial del electrodo.

Interferencias

Si el electrodo se expone a altas concentraciones de sulfuro de hidrége-
no por varias horas, puede producirse una pelicula en el electrodo de
platino que interfiere con la medicién.

La materia organica, aceite y el sulfuro pueden causar contaminacién de la
superficie del electrodo, del puente salino o del electrelito interno. Esto puede
provocar un funcionamiento errético cuando se emplean electrodos de refe-
rencia. Se debe limpiar y calibrar el equipo para verificar su funcionamiento.

Los electrodos de redox combinados y simples de platino pueden pro-
ducir lecturas inestables en soluciones que contienen iones cromo, ura-
nio, vanadio o titanio, y otros iones que son agentes reductores mas fuer-
tes que el hidrégeno o el platino.

No inserte directamente electrodos redox en soluciones ricas en hierro,
después de estar el electrodo en contacto con la solucién ZoBell. Un pre-
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cipitado azul insoluble puede cubrir la superficie del electrodo debido a
una reaccion inmediata entre los jones de hierro y cianuro férrico en la
solucién ZoBell con los iones ferrosos y férricos en la muestra de agua,
causando lecturas erraticas.

Material y equipo

+ Potencidmetro con electrodos ORP.

+ Termémetro.

+ Balanza portatil.

* Muestra de suelo (10 g minimo).

* Pipetas de 10 ml.

+ Viales de vidrio de 40 ml.

+ Vasos de precipitados.

* Papel suave para secado del electrodo.

Nota: El potenciémetro con un range de +/- 1 000 mV, resolucién de 1 mV y preci-
sién de +/- 1 mV es adecuado. Los arreglos de electrodos comerciales deben estar
especificados para evaluar el potencial éxido-reduccién, comiinmente compuestos
de un electrodo de un metal inerte (platine u ora) en forma de boton o anille ¥ un
electrodo de referencia de calomelano (Hg/HgCly) o Ag/AgCl Estos electrodos
deben tener una solucién de inrmersion de referencia especificada de KCI {3, 3.5,3.8,
4 v 4.7 M o saturada), para permitir el cilculo de potencial referido al electrodo de
hidrégeno.

Reactivos y soluciones

1) Agua desionizada.

2) Solucién ZoBell (solucién estindar redox). Consiste en 0.1 M KCl con
cantidades equimolares de K Fe(CN)g v KqFe(CN)g: Pesar de 1.4080 g
K Fe(CN)g3H,0, 1.0975 g K3Fe(CN)g v 7.4557 g KCI, disolver en agua
desionizada y aforar a 1 L. Los reactivos deben estar secos antes de su
uso, mantenerlos en un desecador una noche. La solucién final debe
ser almacenada en un recipiente de polietileno de alta densidad
(HDPE} oscuro que no permita el paso de la luz, perfectamente tapa-
do, refrigerado a 4°C. Se conserva hasta seis meses. Se pueden emplear
soluciones comerciales que se reconstituyen antes de su uso.

3) Agua regia. Mezcle un volumen de acido nitrico concentrado (HNO;,
sp gr 1.42) con tres voliimenes de 4cido clorhidrico (HCI, sp gr 1.18).
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4) Detergente libre de fosfatos.

Nota: Algunas guias recomiendan la solucién estandar redox de quinhidrona. Se
prefiere la ZoBell debido a que es mas estable a temperaturas mayores a 30°C y
a que su dependencia con la temperatura no esta tan bien definida como en la
soluciéon ZoBell.

Procedimiento

A.1 Preparacion de la muestra en laboratorio.

Para la determinacién del potencial redox en pruebas de biodegrada-
cién o tratabilidad en laboratorio, en los cuales no sea factible la toma
de muestras, se puede introducir el electrodo directameénte en el siste-
ma (suelo), extremando cuidados de limpieza. En el caso de muestras
anaerobias, se debe realizar el analisis en una campana anaerobia para
evitar la penetracion de oxigeno. 5i es posible tomar una muestra del
suelo o lodo, se recomienda verterlo en un vial de 40 ml de boca lige-
ramente mas ancha que el electrodo, para reducir el volumen de la
muestra,

Por altimo, si el poco volumen de muestra no permite la inmersion del
electrodo se puede adicionar agua (recientemente hervida pero enfria-
da a temperatura ambiente para eliminar el oxigeno) hasta desplazar
todo el aire y agitar e] vial para dispersar el suelo, con ayuda opcional
de perlas de vidrio (ZoBell, 1946). Las muestras deben estar siempre
saturadas de agua, por lo que se recomienda este tltimo procedimien-
to si la muestra no estd totalmente htimeda.

A.2 Preparacion de la muestra en campo.

1) De acuerdo con el disefio del muestreo se pueden realizar las siguien-
tes adecuaciones para los distintos tipos de muestreos:
a) Superficial: Se introduce el electrodo en el nivel de superficie
(Patrick, 1996).
b) In situ. Se hace un agujero en el suelo con una profundidad adecua-
da para el electrodo, dejando 2 o 3 cm de menor profundidad para
introducir el electrodo (IS0, 2002).
¢} Nicleo 0 muestra de suelo. Se submuestrean 10 g de suelo y se depo-
sitan en un vial cerrado para evitar la influencia del oxigeno. Se adicio-
na agua (recientemente hervida pero a temperatura ambiente para eli-
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minar el oxigeno), hasta desplazar todo el aire y se agita el vial para dis-
persar el suelo. Se pueden emplear perias de vidrio (ZoBell, 1946).

En caso de suelos en los que se dificulta la humectacién por la "repelen-
cia al agua" por hidrocarburos, por el alto contenido de arcilla o por el
contenido de otros residuos, se recomienda pesar 10 g de suelo en el vial,
adicionar 20 ml de agua y medir el potencial redox (NRES 381, 2002). La
preparacién es semejante al procedimiento para medir pH (US EPA
90450, 2004), se recomienda al menos saturar el suelo (Brown, 1934).

Este tiltimo procedimiento permite evaluar el potencial redox en mues-
tras de suelo, a distintas profundidades provenientes de niicleos inaltera-
dos, para caracterizar la contaminacion a través de muestreadores tipo
nucleadores, penetrémetros y tubos Shelby. Se recomienda la determina-
cién en campo inmediatamente después de recuperar el nicleo y con
anterioridad a su homogeneizacién.

B. T Cuantificacién.

1)Introducir el electrodo verificando que esté en contacto intimo con el
suelo. Esperar a que se alcance un equilibrio térmico y registrar los
milivolts y la temperatura iniciall.

2)Esperar a que se estabilice la lectura hasta +/- 5 mV. La estabilizacién
puede ocurrir hasta 30 minutos después; tomar la lectura.

Calibracién diaria. A diferencia de los sistemas pH, los electrodos de
potencial de éxido reduccién (ORP) no pueden ser estandarizados con
amortiguadores (buffers). Incluso los equipos ORP son muy sensibles a
interferencias, por lo que su calibracién debe ser mas continua.

1) Encender el equipo y esperar a que se estabilice de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Verificar, el contenido de la solucién
de inmersién de referencia (KCl), al menos una pulgada por arriba del
nivel en que se tomara la lectura, Agitar el electrodo para remover
burbujas y reemplazar la solucién de ser necesario, de acuerdo con las
especificaciones del fabricante.

IEsta lectura sirve slo como referencia para verificar ef buen funcionamiento del equipo.
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2) Enjuagar el electrodo y el termémetro con agua desionizada y secar-
los con un papel suave.

3) Verter la solucian ZoBell, introducir el electrodo y el termémetro y
registrar la temperatura y el potencial después de 15 a 30 minutos de
estabilizacion (+/- 5 mV).

4) Enjuagar el electrodo y el termémetro con agua desionizada y secar-
los con un papel suave. Se recomienda conservar la solucién ZoBell
para futuras verificaciones.

Nota: En caso de observar una respuesta dudosa o se considere adecuado,
limpiar el electrodo con detérgente y un cepillo de dientes. Sumergir en agua
regia caliente (70°C) por un minuto, no mds tiempo porque el agua regia
disuelve el metal noble y genera respuestas erriticas. Enjuagar el electrodo
en agua varias horas antes de usarlo (verificar las recomendaciones del fabri-
cante).

Cédlculo del potencial 6xido reduccién con respecto al hidrégeno (Eh)

Eh = E medido + E ref.

Eh = potencial relativo al electrodo de hidrégeno {mV).
E medido = potencial redox medido en milivolts.
E ref = potencial redox de referencia.

El potencial redox de referencia (E ref) se obtiene de acuerdo con la
tabla 4.14. Se debe considerar el tipo de electrodo de referencia (orion,
calomelano o Ag/AgCl); la concentracién de la solucién de inmersion
de referencia especificada de KCl; y la temperatura.

En caso de estar evaluando el buen funcionamiento del equipo v del
electrodo con la solucién de referencia ZoBell, se puede comparar e}
valor Eh calculado con la siguiente compensacién de la temperatura.
La diferencia entre el valor observado y el de la tabla 4.15 no debe
ser mayor que 5> mV; en caso contrario considerar la limpieza del
electrodo,
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Tabla 4.14 Potencial estindar de media celda de algunos electrodos de referencia

seleccionados en funcién de la temperatura y la concentracion de la solucién de refe-

rencia de KCI.

T (°C) Ag/AgCl Calomelano (Hg/HgCl,) Orion
KCl  KCl KCl1 KCl KCl KC(Cl KCl  KC
(M) (3s5M) (38M)  (sat) (M) (3.5M) (4M)  (sat)
0 220 215 216 214 260 256 — 254 256
15 216 212 212 209 — — — 251 253
20 213 208 208 204 257 252 — 248 249
25 209 205 204 199 255 250 246 244 246
30 205 201 200 194 253 248 244 241 242
35 202 197 195 189 — — — 238 238
40 198 193 191 184 249 244 239 234 234

Tabla 4.15 Potencial relative al electrodo de hidrégeno de la solucién ZoBell en fun-
cién de la temperatura,

T(C) Eh(mV) TCC) Eh(mV)
10 467 26 428
12 462 28 423
14 457 30 418
16 453 32 416
18 448 34 407
20 443 36 402
22 438 38 397
24 433 40 393
25 430
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Reproducibilidad .

No es posible alcanzar reproducibilidad de milivolts en sistemas tan
complejos come los suelos, lodos y sedimentos. La fluctuacién de Eh en
los primeros 5 a 10 minutos después de la insercién de los electrodos se
debe a un fenémeno de equilibrio; sin embargo, en lodos y suelos que con-
tienen materia orgénica, organismos o enzimas, estos no permiten que se
alcance el equilibrio. Se ha observado que en 30 minutos las lecturas son
estables, pero mas de 120 minutos después se puede registrar actividad
bacteriana que evita que la reaccién redox sea reversible (ZoBell, 1946).
Este efecto puede presentarse en un tiempo mas corto en muestras de
reactores de pruebas de biodegradabilidad o tratabilidad.

Interpretacién

La escala de Eh no presenta limites teéricos ni neutralidad; sin embargo,
se observa que el potencial redox es cero (Eh = 0) para un electrodo de
hidrégeno normal estandar (H,, 1 atm, 25°C y pH = 0). También como
referencia se establecen los limites de reduccién a - 410 mV para el caso
de hidrégeno (pH = 7) y oxidado a +810 mV para oxigeno (pH = 7), aun-
que pueden existir sistemas con agentes mas oxidantes o reductores.
Algunos aceptores de electrones para microorganismos, con respecto a
los potenciales redox, se muestran en la tabla 4.16.

Tabla 4.16 Aceptores de electrones utilizados por microorganismos en funcién al

potencial-redox del suelo.

Proceso Reaccion AG® Eh
[KJ]  [mV]
Respiracion acrobia  C11,0+0, - C0O, +H,0 - =300
502,3
e . s
Desnitrificacion ch,0+3N0; + 28 500, + 2N, 1 21,0 200
5 5 5 5 476,8
Reduccidnde Mn 11,0 +2Mn0; +4H* — CO, +2Mn* +3H,0 - 300-100
v 3403
Reduccion de Fe(lll)  CH,0 + 4Fe(OH), +4H° - 00, +4F¢™ +111,6 - 300-100
L15,0
Q% - <10l
Reduwionds 507 oy os Leor +Luv ScoL +lns +u,0 0
2 2 -2 104,7
Formacion de CEly- 929 <100

CH,0 —»%CH, +%C01

e
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En el caso de suelos contaminados con metales pesados (Al, As, Ba Cd,
Cr, Cu, Fe, Hg, Ni, Pb, Se, V y Zn), el estado redox altera su solubilidad,
movilidad y por ende su efecto téxico, variando para cada metal. Los sol-
ventes clorados modifican el potencial redox del suelo, hasta condiciones
reductoras que favorecen su bicdegradacion. .

Las determinaciones en experimentos en laboratorio permiten dar
seguimiento de procesos y para el caso de determinaciones en campo,
se prefiere el procedimiento en el sitio. Debido a la naturaleza comple-
ja del suelo y a que varios sistemas biol6gicos no estdn en equilibrio, asi
como a los cambios puntuales en el suelo, se recomienda la interpreta-
cién de los Eh junto con otras determinaciones, como la cuantificacién
directa de los principales aceptores de electrones, e interpretar los resul-
tados comparandolos con la informacién del sitio, especialmente los
controles (US EPA 600/R-02, 2002).

413 Determinacion de textura (tamario de las particulas
de los suelos)

Introduccién

La textura del suelo es la proporcion relativa por tamaiios de particulas
de arena, limo y arcilla; las cuales al combinarse permiten categorizar al
suelo en una de las 12 clases texturales.

Método
La determinacion del tamafio de particulas del suelo puede realizarse
entre otros métodos por el procedimiento de la pipeta.

Interferencias

En el caso de suelos contaminados con hidrocarburos, si no se realiza
una buena eliminacion de la materia orgénica (que incluye a los hidro-
carburos), ésta puede interferir con la determinacidn.

Principio y aplicacién

El método de la pipeta es un procedimiento de muestreo directo que
consiste en tomar una submuestra (alicuota) de una suspensién de suelo
en agua,‘donde se estd llevando a cabo un proceso de sedimentacion,
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determinando el tipo de particula en funcién de su velocidad de sedi-
mentacion.

La submuestra es tomada a una profundidad h y a un tiempo t, en el que
todas las particulas con didmetro mayor o igual que 0.002 mm han sedimen-
tado, teniéndose en las alicuotas nicamente particulas pertenecientes a la
fraccion arcillosa. El método se basa en la Ley de Stokes.

Material y equipo

* Hexametafosfato de sodio 1 N.
+ Agua destilada.

*+ Agua oxigenada al 6%.

+ Pipeta lowy.

+ Botellas de 250 ml.

+ Tamices de 300 mallas.

*+ Botes de aluminio.

+ Cépsulas de porcelana.

+ Estufa de aire forzado.

¢ Suelo sin materia organica.
¢+ Agitador eléctrico.

+ Agitador de vidrio.

+ Plancha eléctrica graduable.

Procedimiento

Pretratamiento de la muestra, digestion de la materia orgdnica (m.o.).

1) Tomar 100 g de suelo seco, tamizarlo a través de una malla de 2 mm
y colocarlo en un vaso de precipitado de 1 L, agregar agua destilada
hasta cubrir el suelo.

2) Adicionar 10 ml de agua oxigenada al 6% y con el agitador de vidrio
revolver durante 10 minutos.

3) Agregar otros 10 ml de agua oxigenada y observar si se da una reac-
cion violenta con produccién de espuma; si esto sucede agregar 10 ml
de agua oxigenada cada 15 minutos, hasta que no se produzca espuma.

4) Colocar el vaso en la parrilla o plancha eléctrica ubicada dentro de la
campana de extracci6n, y calentar hasta 90°C.

5) Verter 10 ml mas de agua oxigenada y observar la intensidad de la
reaccién. Si la reaccion es violenta (mucha espuma) afiadir una dosis
mas de 10 ml de agua oxigenada hasta que no se forme espuma.



6) Después de la tltima adicién de agua oxigenada, continuar calentan-
do para eliminar el posible exceso de agua oxigenada. Se recomienda
un tiempo minimo de 45 minutos,

7) Pasar el suelo a un recipiente de aluminio, usando agua destilada si
€5 necesario.

8) Introducir el recipiente a la estufa para secar a 105°C hasta tener peso
constante.

9 Vaciar la muestra en un mortero, moler y tamizar a través de una
malla de 2 mm.

Determinacién de la textura

1) Pesar 5 g de suelo seco, sin materia orgénica, molerlo y posteriormente
tamizarlo a través de una malla de < 2 mm.

2) Colocar la muestra en una botella de 250 ml.

3) Agregar a la botella con suelo 10 ml del dispersante hexametafosfato
de sodio.

4) Llevar a aproximadamente 50 ml con agua destilada.

5) Agitar la botella con suelo, agua y dispersante por 5 minutos, y dejar
reposar por 12 horas.

6) Después del periodo del reposo agitar la suspension por 30 minutos
con un agitador eléctrico.

7) Pasar la suspensién por el tamiz de 300 mallas, recogiendo el filtrado
en capsulas de porcelana. Usar la menor cantidad de agua para sepa-
rar la arena que quedard en el tamiz; la arcilla y el limo quedaran en
la suspensidn.

8) Pasar el filtrado a la botella de 250 ml y agregar agua destilada hasta
que se tenga un volumen de 200 ml.

9) Agitar la suspensién durante 2 minutos y dejar reposar por 1 hora 21
minutos 40 segundos, después se toma una alicuota de 25 ml a la pro-
fundidad de 2 cm.

10) Colocar la alicuota de 25 mil en un bote de aluminio previamente
pesado y secar en estufa a 105°C hasta peso constante, Poner la mues-
tra a enfriar en el desecador y pesar.

11) Las arenas retenidas en el tamiz de 300 mallas pasarlas a un reci-
piente de aluminio previamente pesado y poner a secar en la estufa a
105°C hasta peso constante.
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Calculos
% de arena = (B/A) x 100.

Donde:
A = peso de la muestra.
B = peso de arenas,
% de arcilla = (E / A) x 100.

C = peso de arcilla + limo = (A - B).
% de limo = (F / A) x 100.
D = peso del suelo en la alicuota (particulas < 0.002 mm).

E =pesode arcilla=D x 8.,
F =pesodellimo=A-B-E.

Fl

Con los porcentéjes de arena, lifno y arcilla y mediante el uso del tridn-
gulo de textura (figura 4.1) se determina la textura del suelo.

700

S

7oL TRN
Vo /A \vAVAvﬁA A

—
Arena %

Figura 4.1 Tridngulo de textura del sistema de clasificacion de la USDA.
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4,14 Determinacion de la capacidad de intercambio
catidnico y bases intercambiables

Introduccién

Todas las moléculas, en mayor o menor medida, tienen mintsculas car-
gas eléctricas, positivas y/o negativas. Por ello, en el suelo acttian como
pequefios imanes, formando entre ellas estructuras que pueden ser muy
simples, como la atraccion entre una particula de arcilla cargada negati-
vamente y una particula de un fertilizante cargada positivamente; o muy
complejas, como cuando hay la materia orgénica, con infinidad de car-
gas eléctricas de ambos signos.

La CIC o capacidad de intercambio catiénico es la capacidad del suelo
para retener e intercambiar diferentes elementos minerales. Fsta capaci-
dad aumenta notablemente con la presencia de materia organica, y podria
decirse que es la base de lo que llamamos fertilidad del suelo.

Catién, i6n cargado positivamente (NH,*, K*, Ca2t, Fe2t, Na*, H¥,
Al3*) 0 anidn, i6n cargado negativamente (NO3-, PO4Z, SO42, elc...).

La CIC depende de la textura del suelo y del contenido de materia orga-
nica. En general, entre més arcilla y materia orgdnica en el suelo, la capa-
cidad de intercambio es mayor. El contenido de arcilla es importante,
debido a que estas pequefias particulas tienen una relacion alta de area
superficial a volumen. Los diferentes tipos de arcillas presentan diferen-
tes valores de la CIC. Las esmectitas tienen una mayor capacidad de
intercambio catiénico (80-100 miliquivalentes 100 g1), segulda por ilitas
(15-40 meq 100 g1} v caolinitas (3-15 meq 100 g1).

Algunos ejemplos de valores de capacidad de intercambio catiénico
para diferentes texturas de suelo se mencionan a continuacion:
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Textura de suelo - CIC (meg/100 g suelo)
Arenas (color claro) 3- 5
Arenas (color oscuro) 10- 20
Francos 0- 15
Franco limoso 15- 25
Arcilla y franco arcilloso 20- 50
Suelos organicos 50 - 100

En general, en la mayoria de los suelos la CIC aumenta cuando se pre-
sentan incrementos en el pH.

Método

Determinacion de la capacidad de intercambio catiénico (CIC) y bases
intercambiables (CaZ*, Mg2*, Na* y K*) de los suelos, empleando ace-
tato de amonio.

Principio y aplicacion

El método para la determinacion consiste en la saturacién de la superfi-
cie de intercambic ¢on un catién fndice, el i6n amonio; lavado del exceso de
saturante con alcohol; desplazamiento del catién indice con potasio y
determinacién del amonio mediante destilacién. El amonio se emplea
como catién indice debido a su f4cil determinacién, poca presencia en
los suelos y porque no precipita al entrar en contacto con el suelo. La
concentracién normal que se usa asegura una completa saturacién de
la superficie de intercambio, y como estd amortiguada a pH 7.0, se logra
mantener un cierto valor de pH. El lavado con alcchol pretende despla-
zar el exceso de saturante y minimizar la pérdida del amonio adsorbido.

Material y equipo

* Tubos de centrifuga de 50 ml con fondo redondo.
*+ Agitador mecinico.

* Centrifuga con capacidad para 8 o 16 tubos.

+ Matraces volumétricos de 100 ml.

* Matraces Erlenmeyer de 125 ml.

¢+ Aparato de destilacion,
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Soluciones

Los reactivos que a continuacién se mencionan deben ser grado analiti-
co a menos que se indique otra cosa, Cuando se hable de agua se debe
entender agua desionizada o destilada. Las soluciones para este analisis
deben almacenarse en recipientes de polietileno.

1) Soluci6n de acetato de amontio 1.0 N, pH 7.0, Diluir 57 ml de 4cido acé-
tico glacial (99.5%) con agua a un volumen de aproximadamente 500 inl.
Agregar 60 ml de hidréxido de amonio concentrado, diluir con agua a
un volumen de 990 ml, mezclar, ajustar a pH 7.0 y diluir a un volumen
final de 1L con agua.

Una alternativa consiste en pesar y disolver 77 g de acetato de amonio
(NH4C3H30,) en 900 ml de agua y de ser necesario ajustar a pH 7.0 y
entonces completar a 1 L con agua.

2) Alcohol etilico grado industrial.

3) Solucion de cloruro de sodio al 10%. Pesar 100 g de cloruro de sodio
grado analitico y disolver en 1 L de agua, empleando un matraz aforado.

4) Solucidn de cloruro de amonio 1N. Pesar 53.50 g de NH,C1 y disol-
ver en agua. Ajustar a pH 7.0 con hidréxido de amonio y diluira1 L
empleando un matraz aforado.

5) Solucion de cloruro de amonio 0.25N, Pesar 13.38 g de NH,Cl y disol-
ver en agua. Ajustar a pH 7.0 con hidréxide de amonio y diluira 1L
empleando un matraz aforado.

6} Indicador mixto. Mezclar veliimenes iguales de rojo de metilo al 0.66%
y de verde de bromocresol al 0.99%. Ambos disueltos en etanol al 95%.

7) Soluci6n de é4cido borico. Usar H3BO, al 2% en agua destilada que
contenga 10 ml del indicador por litro.

8} Acido clorhidrico 0.01 N, valorado.

9} Hidroxido de sodio al 40%. Disolver 400 g de NaOH en agua destila-
da y llevar a1 000 ml.

10} Nitrate de plata 0.1 N, Disolver 16.98 g de AgNOj; en agua destila-
day llevar a 1 000 ml.

11) Solucién de lantano acidificada. Pesar 7.742 g de La(NO5) 6H,O en
un matraz volumétrico de 250 ml con agua destilada afiadir 17.5 ml de
HNOQO; concentrado y aforar.

12) Solucién diluida de lantano acidificada. Tomar 50 ml de la solucién
de lantano acidificada en un matraz volumétrico de 500 ml y aforar
con agua destilada.
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13) Solucion de cloruro de cesio acidificada. Disolver 11.12 g de CsCl y
250 ml de AL{NOs)3 9H,0 en 500 ml de agua-en un matraz volumétri:
co de 1 000 ml, afiadir 20 ml de HNO; 2 M y aforar con agua.

14) Solucién de 4cido nitrico 2 M. Diluir 7 ml de HNO; concentrado en
agua, aforar a 100 ml en un matraz volumétrico.

Procedimiente

1) Pesar 5 g de suelo secado al aire y tamizado por malla de abertura de
2 mm y transferirlo a un tubo de centrifuga de 50 ml, Agregar 33 ml
de solucién de acetato de amonio. Tapar y agitar en posicién hori-
zontal durante 10 minutos. Luego, centrifugar hasta que ‘el liquido
sobrenadante esté claro. Esto se logra facilmente centrifugando a
2500 rpm. Decantar el liquido en un matraz de 100 ml y repetir la ex-
traccidn otras dos veces; aforar con acetato de amonio y guardarlo
para la posterior determlnamén de las bases intercambiables (solu—
cidn A). : :

2) Agregar 30 ml de la solucion de cloruro de amonio 1 N; agitar duran-
te 10 minutos y luego centrifugar hasta que el liquido sobrenadante
esté claro y desecharlo. Adicionar 30 ml de la solucion de cloruro de
amoruo 0.25 N, agitar durante 10 minutos, centrifugar y desechar el
sobrenadante. Lavar la muestra con porciones de alcohol de 30 ml agi-
tando durante 10 minutos, centrifugar y eliminar el sobrenadante cada
vez. El lavado termina cuando la prueba de cloruros en el decantado
es negativa.

3) Prueba de cloruros. Pipetear 10 ml de! sobrenadante alcohdlico en un
tubo de ensaye y agregar 4 o 5 gotas de nitrato de plata, si se observa
un ligero precipitado blanco, la reaccién es positiva y se debe conti-
nuar el lavado hasta que la prueba de cloruros sea negativa.

4) Reemplazar el amonio adsorbido con tres porciones de 33 ml de
cloruro de sodio al 10%, agitando durante 10 minutos y centrifu-
gando cada vez. Decantar cada reemplazo en un matraz volumétri-
co de 100 ml y completar al volumen. Determinar el amonio a
partir de una alicuota de 10 ml, la cual se transfiere a un matraz
Kjeldahl de 300 ml, se le agregan aproximadamente 8 ml de NaOH
al 40% y se conecta al aparato de destilacién microkjeldahl. Recoger
el producto de la destilacién en un matraz Erlenmeyer que conten-
ga 10 ml de mezcla de indicador y acido bérico. Determinar por
titulacion con HC1 0.01N.
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Caiculos
La capacidad de intercambio cationico expresado en cmol(+) kg! de
suelo (CIC) se calculara de la forma siguiente:

CIC = (F) (V) (N).

En donde:
V = volumen (ml} de HCl empleado al titular lo destilado en la solucién
borada.

N = normalidad del HCL; y

100 100
F=

X
Alicuota Peso del suelo

5i la alicuota = 10 ml y peso de suelo = 5 g, entonces F= 200,

Determinacién de Ca y Mg intercambiables

1) Pipetear 0.5 ml de la solucion A en un tubo de ensaye,

2} Afiadir 9.5 ml de la solucién diluida de lantano y mezciar.

3) Medir la concentracién de Ca y Mg en las series estandar, el blanco y
la muestra por espectrofotometria de absorcién atémica a una longitud
de onda de 422.7 y 285.2 nm, respectivamente, usando una flama de
aire-acetileno.

Calculos
1 000 1 -b
Nafcmol(+1 kg™ =(a-b) x—0—  x 10 x = 1308 X —
100 10w 2
2 -b
Mg (cmol (+)kg™) = (a-bl x 20 1990, = 16 447 2

10w 2432

Donde:

a = concentracién de Ca o Mg medida en la muestra (mg L1).
b = concentracién de Ca o Mg medida en el blanco (mg L1),
w= peso del suelo seco (g).
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Determinacién de Na y K intercambiables

1) Pipetear 1.0 ml de la solucién A en un tubo de ensaye.

2) Afadir 1.0 ml de la solucién de cloruro de cesio acidificada,

3) Afiadir 8 ml de agua y mezclar.

4) Medir la concentracion de Na y K en las muestras, el blanco y las
series estdindar por espectrofotometria de emisién de flama.

Caleulos
30 1000 1 a-b
Na {cmol(+}kg'} =(a-b) x T000 X 10 X Tow X el 1.304
) 3 1000 1 a-b
K {cmol(+) kg'} =(a-b) x 7000 X10X 0w X w91 - 0.767 x —

Donde:

a = concentracién de Na o K medida en la muestra (mg L-1).
b = concentracion de Na o K medida en el blanco (mg L1).
w= peso del suelo seco (g).

Comentarios

La CIC no deberd expresarse como meq/ 100 g, va que las unidades acep-
tadas por el Sistema Internacional (SI) son cmol{+) kg1, pero para que los
valores de la CIC sean familiares se dividiran entre 100. Por lo tanto, la
CIC es expresada como cmol (+) kg™l El signo (+) es afiadido para indicar
que la CIC debera ser expresada como moles de cationes monovalentes;
por lo tanto, los iones divalentes cuentan el doble.

Interpretacion de resultados de la capacidad de intercambio
catidnico {CIC)

La capacidad de intercambie catiénico (CIC) es una propiedad quimica a
partir de la cual es posible inferir acerca del tipo de arcilla presente, de la
magnitud de la reserva nutrimental y del grado de intemperismo de los
suelos. El resultado numérico de la determinacion sirve ademss como base
en el calculo del porcentaje de saturacion de bases, que es un dato amplia-
mente usado en los estudios de fertilidad. Para poder inferir sobre los
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minerales arcillosos presentes en los suelos hay que considerar la medi-
cién hecha por Grim (1953) en los silicatos laminares del tipo 1:1 y 2:1,
empleando acetato de amonio 1 N, pH 7.0.

Con respecto al grade de intemperismo, se considera que un valor de
CIC inferior que 10 cmol (+) kg1 de suelo en un horizonte B con mas
de 30 a 40% de arcilla indica tanto la ausencia de minerales primarios
intemperizables, como la acumulacién de minerales secundarios del
grupo caolinitico y 6xidos libres. Por lo que respecta a la reserva nutri-
mental se considera que ésta es abundante cuando la CIC es mayor que
25 cmol (+) kg1 de suelo. La fertilidad de los suelos se puede clasificar
de acuerdo con los resultados analiticos obtenidos con métodos apro-
piados tanto en suelos dcidos como alcalinos (tabla 4.17).

Tabla 4.17 Clasificacién de la fertilidad de suelos de acuerdo a la CIC.

Clase CIC (cmol{+) kg1)
Muy alta > 40
Alta 25-40
Media 16-25
Baja 5-15
Muy baja >5

Los niveles de calcio, magnesio y potasio (Ca, Mg y K} obtenidos de los
andlisis de las bases intercambiables pueden interpretarse como se indi-
ca en la tabla 4.18.

Tabla 4.18 Clasificaci6n de los niveles de calcio, magnesio y potasio.

cmol (+) kg'1
Clase Ca Mg K
Muy baja <2 < 0.5 <02
Baja - 2-5 05-13 02 -03
Media 5-10 13 - 30 03 - 06

Alta > 10 > 30 = 0.6
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4.15 Determinacion de la capacidad de intercambio catiénico
en suelos acidos y calcareos y bases intercambiables

Método

La determinacién de la capacidad de intercambio catiénico en suelos dci-
dos y calcdreos y bases intercambiables se realizard a través del método
AS-13, con tiourea de plata.

Principio y aplicacion )

Método para determinar la capacidad de intercambio catidénico (CIC) y
bases intercambiables (Ca, Mg, Na y K) de los suelos acidos y calcareos,
empleando tiourea de plata (Ag TU) 0.01 M como selucitn saturante. El
procedimiento consiste en equilibrar una muestra de suelos con una
solucion de Ag TU 0.0IM. La afinidad de este reactive por las cargas
negativas de las particulas del suelo permite una completa saturacion,
aun cuando el suelo contenga relativamente altas concentraciones de
otras sales. Esto requiere de una sola etapa, o sea la extraccién y centri-
fugacion para que el intercambio sea completo. Por lo tanto, el sobrena-
dante contendra todos los cationes intercambiables.

Material y equipo

+ Material coman de laboratorio.

+ Tubos de centrifuga de polipropilenc de 50 ml de capacidad con tapéon
de rosca.

+ Agitador mecédnico de agitacion reciproca.

+ Centrifuga.

+ Espectrofotémetro de absorcién atéomica.

Soluciones

Los reactivos que a continuacion se mencionan deben ser grado analiti-
co cuando se hable de agua se debe entender agua desionizada o desti-
lada. Las soluciones para este analisis deben almacenarse en recipientes
de polietileno.

1) Solucion de nitrato de plata 0.04M. Disolver 3.4 g de AgNO3 en 500 ml
de agua.

2) Solucién de tiourea de plata 0.0IM. Disolver 15.0 g de tiourea en un
litro de agua y filtrar a través de papel Whatman 42 o su equivalente,
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recibiendo el filtrado de un frasco volumétrico de 2 000 ml. Agregar
mientras mezcla la solucién de nitrato de plata 0.04 M y aforar con
agua. Almacenar en la oscuridad.

3} Solucién de tiourea 0.1 M. Disolver 7.5 g de tiourea en un litro de
agua y filtrar a través de papel Whatman 42 o su equivalente.

4) Solucian estandar de Ag de 500 mg L1, Disolver 0.3937 g de AgNO;
en agua en un matraz volumétrico de 500 ml y aforar el volumen con
agua. Almacenar en la oscuridad,

5) Solucion estandar diluida de Ag de 100 mg L-1. Pipetear 20 ml de 1a
solucion estandar en un matraz volumeétrico de 100 mi y diluir al volu-
men con agua. Almacenar en condiciones de oscuridad.

6) Solucién de 4cido nitrico 1 M. Diluir 70 ml de HNO; concentrado en
agua aforando a 1 000 ml en un matraz volumétrico.

7) Series estandar. Pipetear en matraces volumeétricos de 100 ml: 0, 2.0, 4.0,
6.0, 8.0 ml, respectivamente, de la solucion diluida estandar y agregar
0.5 ml de la solucién de tiourea 0.1 M; adicionar 10 ml de la solucién de
HNO43 1 M a cada uno, y aferar el volumen con agua. La concentracion
de Ag en esta serie estAndares de 0, 2, 4, 6, 8 mg L-L.

8) Solucién de lantano acidificada. Pesar 7.742 g de La(NO3); 6HO en
un matraz volumétrico de 250 ml, afiadir agua y 17.5 ml de HNO;
concentrado, aforar con agua.

9) Soluci6n estandar de 1 000 mg Lt de Ca. Pesar 2.5 g de CaC(; en un
vaso de precipitado de 250 ml, afiadir aproximadamente 100 ml de
agua y 12.5 ml de HCl 4 M; hervir para eliminar el CO, (si permane-
cen particulas de CaCOjy afiadir 2 ml mas de HCI 4 M), Enfriar y trans-
ferir la solucién a un matraz volumétrico de un litro y aforar con agua.

10) Soluctén estandar de 100 mg L1 de Mg. Pesar 1.013 g de MgSO,
7H0 en un matraz volumétrico de un litro y aforar con agua.

11) Solucion estandar mez¢lada, 100 mg L1 de Ca y 10 mg L-! de Mg
tomar 10 m] de la solucién estandar de 1 000 mg L1 de Ca y 10 ml de
la soluci6n estandar de 100 mg L1 de Mg en un matraz volumétrico
de 100 ml y aforar con agua.

12} Solucién diluida de lantano acidificada. Tomar 50 mi de la solucion de
lantano acidificada en un matraz volumétrico de 500 mi y aforar con agua,

13) Series estandar. Pipetear 0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 ml, respectivamente, de
la solucién estandar mezclada en seis matraces volumétricos de 100 ml;
agregar 5.0 ml de tiourea 0.1 M y 9.5 ml de la solucion diluid a de Tan-
tano y aforar. La concentracion de las series estdndar es de 0, 0.1, 0.2,
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03,04y05mgLldeMgy0.1,2,3,4y5mgL1deCayMg.

14) Solucién de cloruro de cesio acidificada. Disolver 11.12 g de CsCl y
250 g de Al(NOy); 9H,O en aproximadamente 500 ml de agua en un
matraz volumétrico de 1 000 ml, afiadir 20 ml de HNO; 2M y aforar
con agua.

15) Solucién de é4cido nitrico 2 M. Diluir 7 ml de FINO; concentrado en
agua aforando a 100 ml en un matraz volumétrico.

16) Solucién esténdar de potasio de 1 000 mg L1 y de sodio de 400 mg L.
Disolver 1.9068 g de KCl y 1.0168 g NaCl en agua en un matraz volu-
métrico de 1 000 ml y aforar con agua.

17) Solucién estindar diluida de potasio de 200 mg L1y de sodic de 40
mg L1 Pipetear 25 ml de la solucion estandar en un matraz volumé-
trico de 250 ml, aforar con agua.

18) Serie estdndar de Na y K. Pipetear 0, 1.0, 2.0, 3.0, 40 y 5.0 ml de la
solucion estdndar diluida en seis matraces volumétricos de 100 ml,
respectivamente, afiadir un poco de agua, 10 mi de tiourea 0.1 M y 9 ml
de la solucién de CsCi, y aforar con agua y mezclar. Esta serie estan-
dar tiene concentraciones de 0,1, 2, 3, 4y 5 mg L1 de K y 0,04, 0.8,
1.2,1.6 vy 2 mg L1 de Na.

Procedimiento para determinar CIC

1) Pesar 1 g de muestra pasada por un tamiz de 0.5 mm de abertura.

2) Pasarlo a un tubo de centrifuga de polietileno de 50 ml.

3) Afadir 30 ml de la solucion de tiourea de plata 0.01 M.

4) Preparar un blanco, es decir, a un tubo de centrifuga sin suelo, afia-
dir 30 ml de la solucién de tiourea de plata (.01 M,

5) Tapar y agitar en posicién horizontal durante cuatro horas.

6) Centrifugar a 2 500 rpm durante 10 minutos.

7) Filtrar a través de papel filtro No. 41 o equivalente (solucién A).

8) Pipetear 0.5 ml de esta solucién a matraces volumétricos de 100 ml,
diluir aproximadamente a 50 ml con agua, afiadir 10 ml de HNO3 1 M
mezclar y aforar con agua.

9) Medir la concentracién de Ag en las series estdndar, la muestra y el
blanco por espectrofotometria de absorcion atdmica a 328.1 nm de lon-
gitud de onda, usando una flama de aire-acetileno.
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Caleulos

cIC (cmol (+)kg“)=(ba)x200xfi x 1900, 1 -g5sp2 A

000 10w 107.87 w

Donde:

a = concentracion de Ag medida en la muestra (mg 1),
b = concentracion de Ag medida en el blanco (mg L-1),
w= peso de suelo seco (g).

Determinacién de Ca y Mg intercambiables

1) Pipetear 0.5 ml de la solucién A en un tubo de ensaye.

2) Afiadir 9.5 ml de la solucién diluida de lantano y mezclar.

3) Medir por espectrofotometria de absorcion atémica, la concentracién
de Ca y Mg en las series estandar, el blanco y fa muestra a una longi-
tud de onda de 422.7 y 285.2 nm, respectivamente, usando una flama
de aire-acetileno,

Calculos
c 1 30 100 . 2 « a-b
+ ={a- e =
a(cmol{+) kg''= (a-b) x 00 x 20 x — o 2008 2.994
3 1000 2 a-b
M =(a- = X
Mg (cmol (+)kg" = (a b) X7 T00 X 20 X Tow * . 4.934

Donde: .

a = concentracion de Ca o Mg medida en la muestra (mg L),
b = concentracién de Ca o Mg medida en el blanco (mg L-1).
w = peso del suelo seco (g).

Determinacion de Na y K intercambiables

1) Pipetear 1.0 ml de la solucién A en un tubo de ensaye.

2) Afadir 1.0 ml de la solucién de cloruro de cesio acidificada.

3) Afadir 8 ml de agua y mezclar,

4) Medir por espectrofotometria de emisién de flama la concentracién
de Na y K en las muestras el blanco v las series estdndar.
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Calculos
160 1000 1 a-b
Na {cmol (+)kg™") ={a-b) x 000 ¥ 10X g X T3 = 4347
. 100 - 1000 1 a-b
K (cmol (+) kg Y= (a-b)x 1000 x10x 10w x 391 ° 2557 X

Donde: . ‘

a = concentracion de Na o K medida en la muestra (mg L1).
b = concentracién de Na o K medida en el blarico (mg L-1).
w = peso del suelo seco (g). )

Comentarios

La CIC no debera expresarse comao meq/ 100 g, ya que las unidades pre-
feridas por el 51 son mol kg1, pero para que los valores de la CIC sean
familiares se dividira entre 100. Por lo tanto, la CIC es expresada como
cmol kgl. El signo (+) es afiadido para indicar que la CIC debers ser
expresada como moles de cationes monovalentes; por lo tanto, los iones
divalentes cuentan el doble.

4.16 Determinacidén de la acidez y el aluminio intercambiables

Introduccién

El término pH define la relativa condicion bésica o 4cida de una substan-
cia. La escala del pH cubre un rango de 0 a 14: Un valor de pH* de 7.0 es
neutro. Los valores por debajo de 7.0 son acidos. Aquellos que estin
sobre 7.0 son basicos. Cuando un suelo se satura con H* actila como un
acido débil. Mientras mayor sea el H* retenido por el complejo de inter-
cambio, mayor sera la acidez del suelo. El aluminio (Al) también actia
como un agente acidificante y activa el H*.

El pH del suelo mide la actividad de [os iones H* y se expresa en térmi-
nos logar{tmicos. El significado practico de la expresion logaritmica del
pH es que cada cambio de una unidad en pH representa un cambio de
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una magnitud 10 veces mayor en la acidez o alcalinidad del suelo. Asi,
por ejemplo, un suelo con pH de 6.0 tiene 10 veces més actividad de
iones H* que uno de pH 7.0. La necesidad de cal se incrementa réplda-
mente a medida que el pH del suelo se reduce.

En el pH del suelo tienen influencia varios factores, entre los que se
incluyern: material de origen y profundidad del suelo, precipitacion,
inundacién, vegetacién natural, cultivos sembrados y fertilizacién nitro-
genada.

En los suelos rojos tropicales los minerales arcillosos son estables hasta
un pH tan bajo como 5.0. El Al y el Fe se encuentran atrapados dentro
de las estructuras de las arcillas; se tornan t6xicos para la planta, sola-
mente cuando la caolinita v los oxidos e hidréxidos se disuelven; es
decir, cuando el pH llega a un rango entre 5.0 y 5.3, liberando Al a la
solucién del suelo. En estos casos la toxicidad del Al puede corregirse
si se encala el suelo hasta llegar a un pH de 5.5 a 6.0, lo cual logra la
precipitacién del Al téxico como hidréxido de aluminio AI{OH); v
causa al mismo tiempo un incremento apreciable en la CIC (suelos de
carga variable).
’

La toxicidad del Al es probablemente ¢l factor que maés limita el creci-
miento de las plantas en suelos fuertemente 4cidos (pH menor que 5.5
en la mayoria de los suelos). El H* solamente es téxico a un pH menor
que 4.2.

Como se mencioné anteriormente, el pH del suelo es una expresién de
la actividad del H*. La principal fuente de H* en la mayoria de los sue-
los de pH menor que 5.5 es la reacciéon de Al con el agua, como se
demuestra en la siguiente ecuacion:

A3+ H,0 — AI{OH)*2+H*

Esta reaccién libera H* (acidifica) y a su vez incrementa la cantidad de
Al*2 listo para reaccionar nuevamente.

A medida que los iones basicos como Ca*™2, Mg*2 y K* son removidos
por la absorcion de las plantas o se pierden por lixiviacién, pueden ser
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reemplazados por Al*3. Este proceso incrementa la actividad de H* y
por lo tanto reduce el pH del suelo en forma constante.

El pH influye en la actividad microbiana del suelo. Las bacterias se de-
sarrollan mejor en pH neutro y los hongos filamentosos en pH 4cidos;
asi, la degradacion de hidrocarburos es mejor en condiciones de pH
neutro y alcalino que en pH acidos (Maier et al., 1999).

Método )
Determinacién de la acidez y el aluminio intercambiables por el proce-
dimiento de cloruro de potasio.

Principio y aplicacién

Metodologia para la determinacion de la acidez intercambiable por el
método de Barnhisel y Bertsch que utiliza clorure de potasio. Ademas
de las bases (Ca, Mg, Na y K) también hay una cantidad de acidez que
puede ser desplazada del complejo intercambiable del suelo. La cant-
dad de acidez estd en funcién del pH y de la capacidad de intercambio
catiénico del suelo. En la mayoria de los suelos la acidez esta compues-
ta por el HY, el AI¥* y los 4cidos orgénicos.

Material y equipo

+ Material comun de laboratorio.

* Tubos de polietileno para centrifuga (100 ml).
+ Agitador mecanico de oscilatorio.

+ Centrifuga.

Soluciones :

1. Cloruro de potasio 1 M. Pesar 74.55 g de KCl en un matraz volumé-
trico de un litro, disolverlo y aforar con agua. Finalmente ajustar el
pHa7.0

2. Hidréxido de sodio 0.1 M. Pesar 4 g de NaOH y disciverlos en 1L de
agua (valorario con HC1 0.1 M de referencia certificado).

3. Acido clorhidrico 0.1 M. (valorado).

4. Fenolftaleina a 0.5% {p/v) en etanol. Pesar 0.5 g de fenolftaleina en un
matraz volumétrico de 100 ml, disolverlo con etanol v aforar.

5. Solucién de fluoruro de potasio 1 M. Pesar 58.1 g de fluoruro de pota-
sio en un matraz volumétrico de 1 L y aforar con agua.
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Procedimiento

1) Pesar 5 g de suelo en un tubo de polietilenoc.

2) Adicionar 50 ml de la solucién de KCl11 M.

3) Tapar el tubo y agitar mecanicamente durante 30 minutos.

4) Destapar los tubos y centrifugar durante 10 minutos a 2 500 rpm.

5) Filtrar el sobrenadante a través de papel Whatman nimero 42 o su
equivalente, recoger el filtrade en un vaso de precipitado de 100 ml.
6) Tomar una alicuota de 40 ml con una pipeta volumeétrica, y transva-

sarla en un matraz Erlenmeyer de 125 ml.

7) Agregar cinco gotas de fenolftaleina a 0.5% y titular con hidréxido de
sodio 0.1 M valorado, hasta un punto final de rosa permanente.

8) Titular un blanco (igual volumen que muestra, de cloruro de potasio 1 M)
de la misma forma.

9) Después de registrar el gasto de NaOH, agregar 2 ml de fluoruro de
potasio 1 M a la misma solucién problema y titular con HCI 0.1 M
valorado, hasta la desaparicién del color rosa.

10) Después de 30 minutos agregar HCl 0.1 M valorado adicional, hasta
un punto final claro,

(78

Calculos
El aluminio e hidrégeno extraidos son calculados como sigue:

Acidez intercambiable (cmol (+} kg"} = _@P) M x 100)
5
Donde:
a =ml de NaOH gastados en la muestra.
b = ml de NaOH gastados en el blanco.
M = molaridad de la solucion de NaQOH.
s = peso de la muestra, en gramos.

mL HCl x M x 100

Acidez intercambiable (cmol (+) kg)= g de muestra

Acidez de H* (c mol (+) kg‘1) = acidez come KCI - Al intercambiable

Donde:
M = muestra.
t = testigo.

M = molaridad.
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5. Hidrocarburos
del petrdleo en suelo

as de dos mil millones de toneladas métricas de petréleo son produ-

cidas por afio en todo el mundo; una gran cantidad de los produc-
tos petroliferos finales contaminan ambientes marinos y terrestres. Los
grandes accidentes que se presentan en la industria del petréleo, como
derrame de tanques, rupturas de tuberias y extraccion de pozos, represen-
tan 10% de estas descargas, las cuales son més evidentes por la gran can-
tidad de hidrocarbures liberados en un sitio y tiempo determinado; sin
embargo, el restante 90% es debido a descargas menores de las activida-
des industriales, que contaminan el suelo y son arrastradas por las aguas
continentales.

En México existe un gran ntiimero de sitios contaminados, principalmen-
te con hidrocarburos del petréleo. Este hecho ha generado, enlos dltimos
afos, interés de las instituciones gubernamentales y privadas por la legis-
lacién y remediacion de estos sitios. El conocimiento del tipo de contami-
nacién y su concentracion es fundamental para establecer las condiciones
del sitio, el riesgo que representa y la seleccién de posibles tecnologias de
recuperacion.

Los limites de limpieza para hidrocarburos en suelos y aguas depende-
rd de los criterios o normas vigentes en México. En marzo de 2005 se
publicé la Norma Oficial Mexicana NOM-SEMARNAT/SS5-2003, que
establece los limites maximos permisibles de hidrocarburos en suelos y
las especificaciones para su caracterizacion y remediacién. En éste, se
establecen los limites en funcién de las fracciones ligera, media y pesa-
da, asi como del usc del suelo (tabla 5.1 ).
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Tabla 5.1 Limites miximos permisibles para fracciones de hidrocarburos en suelo
(NOM-SEMARNAT/S5-2003).

Fraccién de Uso del suelo predominante !
hidrocarburos (mg kg" base seca)
Agricola’ Residencial® Industrial
Ligera 200 200 500
Media 1,200 1,200 5,000
Pesada 3,000 3,000 6,000

1 Para usos de suelos mixtos, deberd aplicarse la especificacién al menor de los valo-
res de usos de suelo involucrados.

2 Incluye suelo forestal, recreativo y de conservacién.

3 Incluye comercial.

Para la determinacion de las diferentes fracciones de hidrocarburos se
debe consultar la norma, donde se proporcionan las metodologias. Para
la determinaciéon tanto de los limites permisibles de hidrocarburos
como de las metodologias, se recomienda estar actualizados con la
legislacion.

En este manual se presentan diferentes técnicas de extraccion y cuanti-
ficacion de hidrocarburos, que buscan optimizar los recursos y el Hem-
po de realizacion.

5.1 Preparacion de muestras de suelo para extraccion

Aunque el analisis de hidrocarburos puede hacerse con muestras hiunedas,
se recomienda secarlas y molerlas para obtener muestras mids homogéneas.
El secado de suelo para extraccion se lleva a cabo de la siguiente forma.

Material

+ Espatula.

+ Mortero.

+ Papel aluminio.

+ Frascos de vidrio de 30 ml.
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Procedimiento

+ Poner a secar la muestra (8-15 g de suelo) extendida en un papel alu-
minic a 30°C, durante 48 horas, en un cuarto de temperatura controla-
da o a la sombra.

* Moler la muestra en un morterc hasta obtener particulas finas.

+ Colocar la muestra seca en un frasco seco y limpio.

Nota: Aunque las muestras se ponen a secar, ¢asi nunca se elimina completamen-
te el agua, por lo que hay que determinar la humedad final de éstas, como se
indica en la seccion 4.2.

5. 2 Extraccion de hidrocarburos

Existen diferentes técnicas de extraccién de hidrocarburos, en este
manual se mencionan dos de las més comunes:

* Extraccion por reflujo (Soxhlet).
+ Extraccién agitacion-centrifugacion.
5.2.1 Extraccioén por reflujo (Soxhiet)

Introduccién '

La extraccion Soxhlet es ina de las técnicas analiticas méds ampliamente
usadas; es un procedimiento para la extraccién de compuestos organicos
no volétiles y semivolétiles de sélidos, como suelos, lodos y residuos.
Este método asegura el contacto intime de la matriz de la muestra con el
solvente de extraccién. La extraccién de hidrocarburos del petréleo por
Soxhlet provee fracciones de C6 a C50. Para la éptima extraccion de los
compuestos orgdnicos, los sélidos deben estar en particulas pequefias;
mientras mds pequefias sean las particulas, mas area de superficie y con-
tacto y, por lo tanto, mejor extracciéon. Asi, solidos de mayor tamafio
deben ser reducidos a pequefias particulas antes de la extraccion. El de-
sarrollo del método de extraccion Soxhlet incluye encontrar un solvente
o mezclas de solventes que tengan una alta afinidad por los analitos y una
baja afinidad por la matriz de la muestra sé6lida. El solvente debe tener
una alta volatilidad porque debe ser removido al final de la extraccién
para concentrar el analite de interés (Weisman, 1998).
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Método

Para extraer los hidrocarburos de suelos contaminados se utiliza el méto-
do de reflujo con equipo Soxhlet, tomando como referencia los métodos
D5369-93 de 1a ASTM (2003) y 3540C y 3541 de la US EPA (1996, 1994).

Fundamento

Este método consiste en extraer los hidrocarburos contenidos en el
suelo, mediante la accidén de un solvente organico volatil apropiado,
que es reflujado a través de la muestra varias veces durante un tiempo
determinado. El solvente es evaporado y posteriormente condensado
en un refrigerante, se le hace pasar por la muestra y se le regresa al ori-
ger para ser nuevamente evaporado. La muestra sélida es mezclada
con sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua residual, se le colo-
ca en un dedal o cartucho de papel o fibra de vidrio y se usa un sol-
vente organico apropiado para su extraccion en un equipo Soxhlet.
Mediante los reflujos del solvente y la temperatura se permite el
contacto intimo de la muestra con el solvente de extraccién, de esta
manera se logra la liberacién de los hidrocarburos presentes en la
muestra. El extracto orginico se concentra (si es necesario) o bien se
evapora para realizar el intercambio de solvente, acorde con el méto-
do de cuantificacién.

Interferencias

Los solventes, reactivos, material de cristaleria y otros articulos utilizados
en los procedimientos de preparacién de la muestra pueden contener
impurezas (como hidrocarburos residuales). Por lo que se requiere con-
firmar que estos materiales estén libres de interferencias, bajo las mismas
condiciones de andlisis, mediante la corrida de un blanco, utilizando
reactivos puros. La limpieza rigurosa de los materiales por utilizar es ne-
cesaria y, en ocasiones, dependiendo del grado de pureza de solvente, es
conveniente purificarlo por destilacién.

Los plasticos en particular deben ser evitados porque los ftalatos que
contienen son comtnmente usados como plastificantes y son facilmen-
te extraidos de estos materiales.

Los residuos de jabon (e.g. dodecil sulfato de sodio) pueden causar la
degradacién de ciertos analitos.
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Material y equipo .

+ Equipo de reflujo Soxhlet de 250 ml.

+ Perlas de ebullicién.

+ Cartuchos de celulosa o fibra de vidrio.
+ Balanza analitica.

* Vaso de precipitados 250 ml.

*+ Viales.

+ Espétula.

Reactivos
* Sulfato de sodio anhidro (NapSO,).
+ Diclorometano (cloruro de metileno, CH,Cl,) grado HPLC.

Procedimiento

1} Colocar de 5 a 10 g de suelo seco y finamente molido en un cartucho
de celulosa o fibra de vidrio.

2) Adicionar sulfato de sodio anhidro en una relacién suelo:sulfato 1:1
y mezclar.

3) Colocar cada cartucho conteniendo las muestras dentro de la camisa
o columna extractora del equipo Soxhiet.

4) Adicionar 125 + 5 ml de diclorometano en el matraz de bola y colocar
suficientes perlas de ebullicion para evitar la proyeccion del solvente
al calentarse.

5} Ensamblar el equipo Soxhlet e iniciar calentamiento hasta alcanzar
una temperatura de 45°C.

6) Mantener el reflujo en es}qtas' condiciones durante 8 horas, de tal mane-
ra que se efectiien entre 6 y 8 reflujos por hora, lo que permitira la libe-
racion de los analitos.

7) Después de 8 horas, el extracto organico contendra todos los hidro-
carburos solubles en diclorometano. Pasar el matraz bola a un roto-
evaporador y concentrar el extracto organico a sequedad.

8) Recuperar el concentrado en un vial de 40 ml con tapén de teflén
para su cuantificacién por algunc de los métodos reportados en la
seccion 5.4.
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5.2.2 Extracci6n agitacion-centrifugacién

Introduccién

Aunque la extraccién con Soxhlet es una de las técnicas mas utilizadas
para la extraccion de hidrocarburos por su eficiencia de extraccién
(mayor a 80%), el tiempo y ntmero de muestras que se logran proce-
sar son limitadas a la cantidad de equipos disponibles. Por esta razé6n,
se han desarrollado otras técnicas que tienen como finalidad optimizar
los tiempos de extraccion y cantidad de solvente por utilizar, haciéndo-
las mds econdmicas y rapidas, con la ventaja de poder procesar mas
muesiras en menor tiempo; tal es el caso de la extraccién agitacion-cen-
trifugacion.

Método

La técnica para la extraccion de los hidrocarburos del petréleo del suele
se basa en los métodos 3500B y 3540C de la US EPA (1996) y el reportado
por Schwab et al. (1999), con algunas modificaciones (Arce et al., 2004) en
cuanto a la velocidad de agitacion y volimenes de solvente por utilizar.

Fundamentos

Este método se basa en la extraccién de hidrocarburos no volatiles y semi-
volatiles de muestras solidas (suelo) a través del contacto intimo de la
muestra con el solvente, mediante la agitacion en un matraz o tubo (lava-
do), produciendo un efecto de extracciones sucesivas, y separa.ndo poste-
riormente el solvente del suelo por centrifugacion.

Interferencias

Son las mismas que para el método de extraccion por Soxhlet. Aunque
en el caso de los tubos de centrifuga de plastico que sé utilizan en esta
técnica hay que tomar en cuenta que no contengan ftalato en su formu-
lacién, los mas apropiados son de polipropileno.

Material y equipo

* Tubos de centrifuga de plastico Corning o Falcon de 15 ml.
* Espétulas.

+ Vortex.

+ Balanza analitica.

* Rotoevaporador.
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+ Pipetas de vidrio.
+ Centrifuga.

Reactivos
Sulfato de sodio anhidro (Nay50y).
Diclorometano (CH,Cl,) grado HPLC.

Procedimiento

1} Pesar una muestra de 0.5 a 2 g de suelo seco, previamente triturado en
mortero, en un tubo para centrifuga de 15 ml y adicionar 3 g de Nay50,
anhidro, mezclar con agitacion en el vortex hasta homogeneizar,

Nota: el sulfato de sodio anhidro debe secarse previamente en el horno por
4 horas a 120°C.

2) Adicionar 5 ml de diclorometano y volver a agitar en el vértex durante
45 segundos, de tal manera que se incorpore bien el solvente con el suelo.

3) Centrifugar la muestra a 6 000 rpm durante 10 minutos. Retirar el
sobrenadante y colocarlo en un vial, matraz bola o tubo de vidrio.
4) Lavar el suelo dos ocasiones més sobre el residuo sélido extraido, hasta
obtener aproximadamente 15 ml de sobrenadante (extracto organico).
5) Evaporar el disolvente (diclorometano) del extracto orgénico en un
rotoevaporador hasta concentrar a sequedad. El residuo obtenido con-
tiene todos los hidrocarburos solubles en diclorometano.

6) Recuperar el concentrado en un vial de 40 ml con tapén de teflén para
su cuantificacién por alguno de los métodos reportados mds adelante.

Neta: Los resultados obtenidos con este método fueren comparados con el método de
extraccién Soxhlet de acuerdo con el método D5369-93 del ASTM (1998 y 2003), y los
métodos 3540C y 3541 de la US EPA (1996 y 1994), para su validacion (ver Anexo).

5.3 Fraccionamiento de hidrocarburos

Introduccién

Para caracterizar el tipo de hidrocarburos presentes en una mezcla de
hidrocarburos proveniente de un suelo contaminado, se recomienda la
separacion de los diferentes componentes de acuerdo con su polaridad
por cromatografia. Con esta metodologia es posible separar las fracciones
aromilica, nitrogenada y azufrada en una muestra de petréleo.
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Método

Esta metodologia fue adaptada tomando como referencia los métodos
3600C, 3610B y 3611B de la US EPA (1996), asi como lo reportado por
Later et al. (1981), en los que se describen los procedimientos para llevar
a cabo la separacién de cada una de las fracciones componentes de un
extracto de hidrocarburos. Los cambios fundamentales con respecto a
estas metodologias consistieron en modificar el tipo de eluyente utiliza-
do (especificamente se sustituyd benceno por tolueno) y los voliimenes
de elucién.

fundamento

Esta técnica se basa en la separacion de los componentes (fracciones) de
un extracto organico rico en hidrocarburos del petréleo, proveniente
de un suelo contaminado, de acuerdo con su polaridad, en una colum-

na empacada con un material muy poroso y granular (alimina) de pH -

neutro, separando las fracciones de compuestos alifaticos (1* fraccién),
aromaticos (2* fraccién) y nitrogenados (3° fraccién) del petréleo,
mediante la elucién con diferentes solventes. Los hidrocarburos se
adsorben diferencialmente en la aldmina, de acuerdo con la polaridad
de los compuestos, v son eluidos (separados) de manera selectiva al
pasar un disolvente con el cual los hidrocarburos tienen mayor afini-
dad. Un disolvente no polar lograra separar los compuestos menos adsor-
bidos en la alimina. : ~
Interferencias

La selectividad en la columna puede ser alterada debido a la formacién
indeseable de canales o agrietamientos que se producen por falta de
disolvente o por un proceso de empacado deficiente. La selectividad tam-
bién se ve afectada si se introduce agua en la columna.

La columna de aléimina tiene una capacidad méxima para adsorber los
hidrocarburos, la cual no debe ser rebasada. Es aconsejable que se hagan
pruebas preliminares, si se desea agregar més hidrocarburo del que se
sefiala en esta técnica.

Los reactivos por utilizar deben ser de grado HPLC libres de impurezas,
ya que si se desea analizar trazas o alguna de las fracciones que estén en
baja concentracién, puede haber contaminacién en la separacién.

Lt a el

e e e o e
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Material y equipo

+ Columna de|vidrio (13 mm de diametro X 24 cm longitud) con llave
de teflén, tipo bureta.

*+ Probetas de 10 y 50 ml.

+ Rotoevaporador.

+ Lana de vidrio (previamente lavada con hexano).

+ Matraces bal6n de 50 ml.

+ Viales de 35 ml con tapén de teflon.

Reactivos

+ Oxido de aluminio (aldmina) neutra y de actividad 1 (malla 60-325).
+ Diclorometano (CH,Cl;) grado HPLC.

+ Hexano {CH3{CH,)4CH3) grado HPLC.

+ Tolueno (CgHsCHjy) grado HPLC.

+ Cloroformo (CHCl3) grado HPLC.

Procedimiento

1) En un vial, colocar una muestra de 0.8 g de extracto de hidrocarburo
(obtenido como se indica en la seccién de extraccion 5.2) proveniente
del suelo contaminado y disolver en 0.5 ml de cloroformo.

2) A la mezcla anterior, adicionar 3 g de aldmina {¢xido de aluminio)
(malla 60-325), homogeneizar perfectamente hasta que la muestra se
adsorba, colocar el vial en una campana de extraccion y dejar evapo-
rar el disolvente durante dos horas.

3) En una columna de vidrio (13 mm de didmetro X 24 cm longitud), en
la parte inferiot, colocar fibra de vidrio (de 0.5 2 1.0 cmd), de tal forma
que impida la pérdida del material de empaque y Gnicamente permi-
ta el flyjo del liquido.

4) Adicionar 8 ml de hexano en la columna con la llave cerrada, antes
de empacarla con 3 g de alimina y los 3 g de la mezcla obtenida en el
paso 2, haciendo un total de 6 g de material empacado. Con esto, se
evitan espacios vacios (grietas o canales) y se permite que se humedez-
ca el empaque, de tal manera que sedimente perfectamente.

Nota: Una vez que se inicia el procedimiento de fraccionamiento, evitar que el empa-
que de la columna se seque, lo que ocasionaria fracturas en el soporte y una separa-
cién ineficiente.



as Maunual de técnicas de andlisis de suelos

5) Una vez sedimentada la alimina con la muestra, adicionar 7 ml de
hexano en la parte superior de la columna para iniciar la elucién de la 12
fraccién (A1) que contiene los compuestos alifiticos. Abrir la llave de la
columna recolectando en la probeta los primeros 10 ml eluidos, los cua-
les se depositan en un matraz de bola de 50 ml.

6) Después, adicionar en la columna 30 ml de totueno, recuperando en la
probeta de 50 ml los siguientes 28 ml, y verter en un matraz de bola de
50 ml marcado como A2 (2° fraccién), que contiene las fracciones azu-
frada y los hidrocarburos policiclicos arométicos (HPA).

7) La 3" fraccion (A3) se eluye adicionande 80 ml de cloroformo en la
columna, recolectar el disolvente restante en un matraz marcado como
A3, ¢l cual contiene los compuestos nitrogenados.

8) Evaporar el disolvente en cada una de las fracciones recolectadas en
un rotoevaporador.

9) Una vez que se tienen las {racciones separadas y concentradas a seque-
dad, se procede a su analisis por cromatografia de gases (ver seccién
54.3) o por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(ver seccion 5.5). Para la fraccién azufrada se recomienda utilizar un cro-
matdgrafo de quimioluminiscencia.

5.4 Cuantificacién de hidrocarburos

Después de realizar la extraccién y/o fraccionamiento de los hidrocar-
buros contenidos en una muestra de suelo, estos se pueden cuantificar
por varios métodos, entre ellos:

Métodos gravimétricos:
+ HTPs.
+ Asfaltenos,

Métodos analiticos:
+ Espectroscopia de infrarrojo.
*+ Cromatografia de gases.
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5.4.1 Método gravimétrico para la cuantificacion de hidrocarburos
totales del petrdleo

Introduccion

La técnica de gravimetria mide el peso de los contaminantes totales ex-
traidos con un solvente por medio de una balanza analitica. Ofrece una
cuantificacién gruesa que no requiere equipo sofisticado, es un procedi-
miento sencillo, barato y répido. Ei contenido de hidrocarburos a bajas
concentraciones no puede ser determinado con mucha precisién con este
método, debido al error que se puede presentar con pesos muy pequefios;
sin embargo, por arriba de 50 000 mg kg! es recomendada. Este método
no da informacién sobre el tipo de compuesto presente, o de la presencia
© ausencia de compuestos toxicos.

Método

Esta técnica es aplicable para cuantificar de una manera gruesa a los com-
puestos totales extraidos (HTPs y asfaltenos) contenidos en muestras de
suelos contaminados por medio de un balance de pesos.

Fundamento

El método se basa en la cuantificacion de Ios hidrocarburos que son extrai-
dos dentro de un solvente adecuado. El solvente es evaporado y el extrac-
to organico obtenido es pesado. Esta cuantificacién es Hamada HTPs y es
reportada como porcentaje de la muestra total en peso seco. Este método
es mas adecuado para petréleos pesados que no se pierden en la etapa de
evaporacion.

Interferencias

Algunas veces, cuando se realiza un método gravimétrico, se requiere
incluir etapas de limpieza con silica gel, para remover material biogéni-
co ¥ evitar asi interferencias.

Este método no es adecuado para mediciones de hidrocarburos ligeros
que volatilizan a temperaturas por debajo de 70-85°C.
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5.4.1.1 Hidrocarburos totales del petréleo (HTPs)

El método gravimétrico es recomendado para la medicién de HIPs pro-
venientes de muestras muy aceitosas, por ejemplo que contienen hidrocar-

buros pesados o para muestras acuosas cuando el hexano es preferido
como solvente (US EPA 821-B94-004, 1995).

Material y equipo

* Matraces de bola de 250 ml.

* Rotoevaporador.

* Viales o tubos de vidrio de 25 ml.
+ Balanza analitica.

+ Pinzas.

Procedimiento

1) Poner a peso constante el recipiente donde se colocar4 el extracto
organico obtenido (matraz de bola para la extraccion, vial o tubo de
vidrio) {ver seccién 5.2 ). Colocar el recipiente en la estufa a 120°C du-
rante 4 horas. Sacar este material y colocarlo en un desecador para que
se enfrie. Pesar el recipiente, después colocarlo otra vez dentro de la
estufa y volver a realizar el procedimiento hasta que el peso no cam-
bie. Anotar el peso del recipiente (Rp).

2) Una vez que el extracto orgdnico obtenido (ver seccién 5.2 ) esté en
un matraz de bola, tubo o vial de vidrio a peso constante, se procede
a la evaporacion total del solvente (diclorometano) en un rotoevapo-
rador 740 + 50 mbar y 45°C hasta sequedad.

3) Pesar nuevamente el matraz, vial o tubo con el extracto libre de sol-
vente, Anotar el peso (Rg).

Calculos

La diferencia en peso corresponde al contenido total de HTPs. Para
hacer el calculo de concentracion de hidrocarburos totales del petréleo
provenienies de la muestra, se debe considerar la cantidad de suelo que
se pesd para la extraccion, asi como la humedad de la muestra. El resul-
tado debe expresarse en mg de HTP/ kg de suelo seco, y se calcula de la
siguiente manera:

HTPs (mg kgl dess.)=(Rg-Ry)* (FC)/ (P*FH).
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Donde: .

HTPs (mg kgl de s.s.) = hidrocarburos totales del petroleo en mg/ kg
de suelo seco.

R 5 = peso {mg) del recipiente vacio a peso constante.

Rp = peso {mg) del recipiente con el extracto organico concentrado.

P = cantidad de suelo extraido (g).

FH = factor de correccion de humedad {1-(%humedad /100)).

FC = factor de correccién para transformar a kg de s.s. = 1 000.

5.4.1.2 Asfaltenos insolubles en hexano

Los asfaltenos son compuestos que forman parte de la mezcla de hidro-
carburos contenidos en los suelos contaminados. Estos compuestos son
una mezcla compleja de hidrocarburos de alto peso molecular (de 1000 a
2 000 000 Da), contienen compuestos aromaticos condensados de més de
30 atomos de carbono, son hetero-aromaticos con presencia de azufre,
como el benzotiofeno; y con nitrégeno, como el carbazol, contienen molé-
culas bi o polifuncionales de nitrégeno, aminas y amidas; y grupos con
oxigeno (cetonas, fenoles y dcidos carboxilicos). También contienen meta-
les catno niquel y forman complejos de vanadio con dtomos de nitrégeno.
En la naturaleza los asfaltenos se forman como resultado de la oxidacion
de resinas naturales (Cervantes, 2001).

Método
Los asfaltenos pueden ser cuantificados en forma sencilla por el méto-

do gravimétrico, previa su precipitacion con solventes orgédnicos
{ASTM D6560, 2000).

Fundamento-

Este método se basa en la propiedad de los asfaltenos de ser insolubles
en algunos solventes (hexano, por ejemplo), mientras que las otras frac-
ciones de los hidrocarburos totales del petréleo no lo son, facilitande con
esto la separacién de estos compuestos. Los asfaltenos, por ser insolu-
bles, precipitan formando un s6lido negro que puede pesarse al eliminar
el hexano con los hidrocarburoes solubles en él.

Material y equipo
+ Matraz de bola de 250 ml.
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* Viales o tubos de vidrio de 25 ml.

* Pinzas para matraces de bola viales o tubos de vidrio.
+ Balanza analitica.

+ Pipeta de 10 ml.

+ Jeringa de vidrio de 20 ml.

+ Portamembrana de acero inoxidable.

+ Filtros de fibra de vidrio GF/C Whatman.

*+ Sonicador.

* Rotoevaporador.

Reactivos
Hexano (CH3(CH,)4CHs) grado HPLC.,

Procedimiento S

1) Poner a peso constante el recipiente donde se colocara el extracto orga-
nico obtenido (matraz de bola para la extraccién, vial o tubo de vidrio)
(ver seccién 5.2). Colocar el recipiente en la estufa a 120°C durante
4 horas. Sacar este material y colocarlo en un desecador para que se
enfrie, Pesar el recipiente, después colocarlo otra vez dentro de la estufa
y volver a realizar el procedimiento hasta que el peso no cambie. Anotar’
el peso del recipiente (R,).

2) Una vez que el extracto orgdnico obtenido {ver secci6n 52)estéenun '
matraz de bola, tubo o vial de vidrio a peso constante, se procede a la
evaporacion total del solvente (diclorometano) en un rotoevaporador
hasta sequedad, y pesar.

3) La muestra extraida libre de solvente se debe resuspender con hexa-
no: 60 ml para el método de extraccién por reflujo (Soxhlet) o 5 m! para
el método de extraccion, agitacién y centrifugacién. Con este solvente
precipitardn los asfaltenos insolubles en hexano (fraccion pesada de
los hidrocarburos).

4) Dejar reposar la muestra en hexano de 12 a 24 horas o bien colocarla
en un sonicador de 15 a 30 minutos para acelerar la precipitacién de
asfaltenos (solido negro).

5) Cuando los asfaltenos (insolubles en hexano) se observen en el fondo
del vial o tubo, se procede a separar el precipitado mediante filtracion;
tomando el extracto organico con una jeringa y pasandolo a través de un
filtro de fibra de vidrio a peso constante (Fgy), que se coloca en un porta-
membranas de acero inoxidable. Una vez que se hizo pasar el contenido
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total del extracto, el filtro de fibra de vidrio se deja secar y se pesa (Fpyg)
para la cuantificacion de asfaltenos (Ag) retenidos en él,

6) Pesar el recipiente (matraz de bola, vial o tubo) donde estaba el extrac-
to con hexano y asfaltenos (Rg).

Calculos

La cantidad de asfaltenos se calcula mediante un balance de sélidos
obtenidos tanto en el recipiente (A} como en el filtro de fibra de vidrio
{Af). Para hacer el calculo de concentracion de asfaltenos provenientes
de la muestra se debe considerar la cantidad de suelo que se pesé para
la extraccién, asi como la humedad de la muestra. El resultado se ex-
presa en mg de asfaltenos/ kg de suelo seco y se calcula de la siguien-
te manera:

Ap (mg) = Fgys - Fpy
Donde:
Afp (mg) = asfaltenos contenidos en el filtro de fibra de vidrio {mg).
Fgyg = peso {mg) del filtro de fibra de vidrio a peso constante.
Fpy = peso (mg) del filtro de fibra de vidrio seco por donde se pasa
el extracto organico con hexano y asfaltenos.

Ag (mg) = R - Ra.
Donde:
AR (mg) = asfaltenos contenidos en el recipiente (mg).
R 5 = peso (mg) del recipiente vacio a peso constante.
Rp = peso (mg) del recipiente donde estaba el extracto organico
con hexano y asfaltenos.

Asfaltenos (mg kg1 de s.5.) = (Ap + Ag) * (FC) / (P * FH).

Donde:

Asfaltenos (mg kgl de s.s.) = Asfaltenos totales contenidos en la mues-
tra en mg/ kg de suelo seco.

Ay = asfaltenos retenidos en el filtro de fibra de vidrio (mg).

Ap = asfaltenos contenidos en el recipiente (mg).

P = cantidad de suelo extraido (g).

FH = factor de correccién de humedad (1:(%humedad/100)).

FC = factor de correccion para transformar a kg de s.s. = 1 000
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5.4.2 Cuantificacion de hidrocarburos totales de petréleo-
por espectroscopia de infrarrojo (IR)

Introduccion

El analisis cuantitativo de los hidrocarburos totales del petréleo (HTPs)
por espectroscopia de infrarrojo es un método relativamente rapido para
determinar la cantidad aproximada presente en el suelo. La principal
ventaja de la espectroscopia IR para medir {cuantitativamente) HIPs es
que es un método simple, rapido y barato. Este método presenta en cier-
tas ocasiones limitada exactitud y precisién, especialmente para muestras
heterogéneas, ya que no da informacion referente a qué tipo de hidrocar-
buros hay en la muestra, ni a la presencia o ausencia de moléculas toxi-
cas (Weisman, 1998).

Método

La cuantificacion de los hidrocarburos totales del petréleo se realiza
utilizando el método 8440 de la US EPA (1996) por espectroscopia de
infrarrojo.

Fundamento

El método de infrarrojo mide la vibracion (estiramientos y doblamientos)
que ocurre cuando una molécula absorbe energia (calor) en la regién de
infrarrojo del espectro electromagnético. Grupos funcionales v tipos
de uniones tienen diferentes frecuencias de absorcién e intensidades en
el IR. Para el caso de los HTPs, mide la absorcién producida por los cam-
bios de vibracién-rotacién de los enlaces C-H de los hidrocarburos en un
rango de longitud de onda de 3 200 a 2 700 cmv'l. La cuantificacion se
Ileva a cabo comparando la absorcién de la muestra contra una curva de
calibracion hecha con un petréleo de referencia.

El limite de deteccion de la técnica va de 10 a 600 mg kg1 de HTPs, y en
caso de tener extractos més concentrados se recomienda hacer las dilu-
ciones necesarias para obtener mediciones de absorbancia entre 0.1 y 0.8.

Interferencias

Los enlaces C-H provenientes de fuentes que no sean petréleo, como lipi-
dos y 4cidos grasos de la materia organica del suelo, pueden dar valo-
res de HTPs mayores a los reales; por lo que en algunas ocasiones se

e
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recomienda hacer un lavado de la muestra para eliminar todo el mate-
rial biogénico.

Material y equipo

* Matraces aforados.

* Pipetas de vidrio.

* Espectrofotémetro de infrarrojo.

+ Celdas de cuarzo para infrarrojo de 5 ml.
* Viales o tubos de vidrio.

Reactivos y soluciones

1) Tetracloroetileno (C,Cly) grado espectrofotométrico o equivalente.

2) Reactivos para la curva de calibracién:

* N-hexadecano C5(CH2),4,CHj.

* Iso- octano (CH;)3CCH,CH(CHa)s.

* Clorobenceno CgH5Cl o petrdleo crudo extraido de las muestras por
cuantificar.

3) Solucion de referencia. La curva de calibracién debe realizarse con
una solucién de referencia compuesta por n-hexadecano, iso-octano y
clorobenceno de la siguiente manera: mezclar 15 ml de n-hexadecano,
15 ml de iso-octano y 10 ml de clorobenceno, medidos con precisién
con una pipeta de vidrio.

4) Solucién madre. Colocar 0.5 ml de la solucién de referencia en un
matraz aforado de 50 ml a peso constante, y pesar esta cantidad en
una balanza analitica. Anotar este peso para obtener la concentra-
cion total de los estdndares, aforar con tetracloroetileno hasta 50 ml.
Esta mezcla es la solucién madre que servira para hacer las dilucio-
nes necesarias para la curva de calibracion. Esta solucion de hidrocar-
buros tendrd aproximadamente una concentracién de 3 810 mg L1
de HTPs.

Procedimiento

1) El extracto orgéanico obtenido en la seccién 5.2 se resuspende en 5 ml
de diclorometano. De esta solucion se toma un volumen de muestra
que dependeré de la concentracién de hidrocarburos presentes en la
misma. Se recomienda tomar entre 0.1 a 1 ml y colocarlos en un vial y
evaporar a sequedad.

2) Una vez que se tiene el extracto sin solvente, adicionar un volumen
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conocido de tetracloroetileno (4.9 a 4 ml) hasta alcanzar un volumen
total de 5 ml.

Si es necesario, de esta solucién hacer diluciones mayores para que el
valor obtenido de absorbancia esté dentro de la curva de calibracion
(lecturas dentro del rango de absorbancia de 0.1 a 0.8).

3) Colocar la muestra en la celda de cuarzo, la cual se introduce al espec-
trofotémetro de infrarrojo. Antes de llevar a cabo la medicién de las
muestras debe correrse un testigo del solvente por utilizar (tetracloro-
etileno), para eliminar posibles interferencias.

Cuantificacién

Hacer las mediciones en absorbancia. La cuantificacion de hidrocarburos
debe hacerse alrededor de la longitud de onda de 2 950 cm-1, La huella
caracteristica de los HTPs en infrarrojo produce una huella digital de 3
picos en 2 956, 2 926 y 2 855 cm-1 (figura 5.2); sin embargo, para el calcu-
lo de la concentracion de HTPs inicamente se puede considerar el pico a
2956 cm-1.

Curva de calibracion. Hacer varias diluciones con la solucién madre para
construir la curva de calibracién como se muestra en la tabla 5.2,

Tabla 5.2 Diluciones para realizar curva patrén de HTPs (0-609.6 mg L-1)

No. Volumen de 1a solucién Volumen de HTP (mg1 ")
solucién madre a tomar tetracloroetileno
(ml) (ml)

1 - 10 1]

2 De (8) tomar 0.2 ml 98 19.16
3 De (8) tomar 1 ml 2.0 50.80
4 De (8) tomar 2 ml 8.0 101.60
5 De (7) tomar 5 ml 5.0 203.20
6 De (%) tomar $ ml 5.0 304.80
7 De sol. stock tomar!l.6 ml 13.4 406.40
8 De sel stock tomar 2 ml 13.0 508.00
9 De sol stock tomar 2.4 ml 12.6 609.6

Nota: La curva de calibracion también se puede realizar con petréleo crudo simi-
lar al de las muestras por cuantificar.




Hidrocarburos del petrileo en suelo 107

Calculos

Para cuantificar tos hidrocarburos totales del petroleo (HTPs) se debe extra-
polar el valor de absorbancia obtenido para las muestras dentro de la curva
de calibracién, el valor estd en mg L y puede convertirse a mg kgt de
suelo seco, considerando la cantidad de suelo extraido, asi como la canti-
dad de disolvente que se utilizd pata hacer una solucién, y la cantidad de
muestra que se tomo de esta solucién, de la siguiente manera:

HTPs (mgi-1) = (Abs - b) / m.

Donde:
HTPs {mg L -1) = hidrocarburos totales del petréleo en mg L1
Abs = absorbancia de la muestra a 2956 cml-

b = ordenada al origen de la curva de calibracién.

m = pendiente de la curva de calibracién.

HIPs (mg/ kg 5.5) = HTPs (mg L)*VT / EC, | * [VD / VE | * [FC, / P.

Donde:
HTPs (mg kg1 s.s.) = hidrocarburos totales del petréleo en mg kg1 de
suelo seco.
HTPs (mg L-1) = hidrocarburos totales del petréleo en mg L1,
VD = volumen total del disolvente (diclorometano) donde se puso el
concentrado de hidrocarburos.
VE = volumen tomado del VD y que se puso a evaporacion.
VT = volumen de tetracloroetileno donde se disolvié la muestra eva-
porada.
FC; = factor de correccién para obtener los mg de HTP en VT =1 000.
I’ = peso en g de suelo seco extraidoe = Py * FH.
FC, = factor de correccion para obtener los mg de HTP/ kg de suelo seco.
Py = cantidad de suelo hiimedo extraido.
FH = factor de correccion de humedad = (1-(%humedad/100)).
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Figura 5.2 Espectro de infrarrajo tipico de una muestra que contiene hidrocarburos
totales del petréleo. -

5.4.3 Cuantificacion de hidrocarburos del petréleo
por cromatografia de gases

Introduccién

La cromatografia de gases (CG) es una técnica que permite observar el
perfil de contaminacién de una muestra, y es capaz de diferenciar aque-
llos compuestos que provienen de la materia orgénica del suelo o bien
productos metabélicos generados durante un tratamiento. Para los méto-
dos basados en CG, los HTPs sen definidos como cualquier compuesto
extraible mediante un solvente o gas de purga, y detectado por cromato-
grafia de gases/detector de ionizacién de flama (CG/FID) con un rango
especifico de carbonos. La principal ventaja de este tipo de método es que
provee informacién acerca del tipo de petrdleo en la muestra, ademas de
su cuantificacién, aunque la identificacién del tipo de producto no es
siemnpre sencilla (Weisman, 1998).

Método
Para la cuantificacién de los hidrocarburos presentes en el extracto orga-
nico libre de asfaltenos se tomdé como referencia los métodos 8015B y 8440

S

b B
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de la US EPA (1996} utilizando cromatografia de gases con detector de
ionizacién flama (CG/F1D).

Fundamento

En la CG una muestra es separada dentro de sus componentes
individuales cuando viaja a través de una columna. Para lograr la
separacién de hidrocarburos no volétiles y no polares por CG, los
compuestos por analizar deben estar en fase de vapor (lo cual se logra
al introducir la muestra en el inyector, alcanzando la temperatura de
ebullicién de estos compuestos). La separacién se lleva a cabo por
una combinacién de factores, incluyendo punto de ebullicion, polari-
dad y diferencias de afinidad entre los diferentes componentes de la
muestra y la columna, y mediante el uso de un gas acarreador inerte
(He o N>). El tiempo que un compuesto pasa sobre una columna espe-
cifica es llamado tiempo de retencion, y es reproducible y caracteris-
tico de un compuesto bajo pardmetros experimentales establecidos y
una columna especifica. A medida que los componentes separados
fluyen a través de la columna pueden ser detectados. La sefial del
detector es proporcional a la cantidad del compuesto presente. En la
CG/FID, los compuestos son detectados con un detector de ioniza-
cién de flama, el cual responde virtualmente a todos los compuestos
que pueden quemarse. La suma de todas las respuestas con un rango
especifico es igual a la concentracién de hidrocarbures por referencia
de estandares de concentracion conocida.

Este método establece las condiciones para analizar mezclas de hidro-
carburos de C10 a C24 y los 16 HPAs, sefialados por la EPA en concen-
traciones de 10 hasta 200 mg L1 para cada uno de los compuestos.

Nota: Las muestras que no estan libres de asfaltenos provocan que la columna
capilar se sature de estos compuestos que son dificiles de desorber, debido a su
alto peso molecular y a su alto punto de ebullicién, acortando la vida iitil de la
columna.

Las muestras deben estar libres de disolventes polares, que podrian acor-
tar la vida qtil de la columna y eluir la fase de la columna. Asimismo, el
detector debe estar libre(de residuos que puedan alterar el nivel de la
linea base.
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Este método no puede detectar cuantitativamente compuestos debajo de
C6, porque son altamente voldtiles y puede ocurrir interferencia con el pico
del solvente. De la gasolina fresca, 25% puede estar por debajo de C6.

Este método también puede tener problemas de cuantificacién de hidro-
carburos polares que contengan moléculas de nitrégeno, oxigeno y sulfu-
ro. Algunos hidrocarburos polares son reactivos al pasar a través de un
cromatdgrafo de gases, ademés no alcanzan el detector para su medicién,

Las gasolinas oxigenadas son algunas veces analizadas por CG. La efi-
ciencia de los métodos de purga es mas bajo para los oxigenados tales
como éteres y alcoholes.

Material y equipo

+ Cromatografo de gases con detector de ionizacién de flama CG /FID.

* Columna capilar DB-1.

+ Viales de 40 ml con tapa de teflon.

* Pipetas Pasteur.

* Viales especiales para el cromatdgrafo con tapa de teflon.

+ Jeringa de 10 uL. :
* Pipeta de vidrio 5 ml.

*+ Engargoladora de viales.

Reactivos
¢ Hexane (CHy3(CH,),CHj3) grado HPLC.

Procedimiento

A. Preparacion de Ia muestra. .

1) Para la determinaci6n de hidrocarburos en un suelo contaminado, se
obtiene el extracto orgdnico mediante los métodos de extraccién sefia-
lados en la seccién 5.2. El extracto obtenido se lleva hasta sequedad en
un rotoevaperador.

2) La muestra extraida libre de solvente se resuspende en hexano: 60 ml
para el método de extraccion por reflujo (Soxhlet) (5.21) 0 5ml para el
método de extraccidn, agitacion-centrifugacion (5.2.2).

3) Dejar reposar de 12 a 24 horas para que precipiten los asfaltenos. O
bien acelerar el proceso introduciendo la muestra en un scnicador
durante 30 minutos.
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B. Cuantificacidn.

1) Colocar la muestra en un vial para cromatografia v sellar. El volumen
dependera de la cantidad de muestra y tipo de viales empleados.

2) Una vez que la muestra esta envasada, se procede a hacer su inyec-
cién (1 pl) en el CG/FID para su cuantificacion.

3) Para determinar la concentracion de HTPs en las muestras, el croma-
tograma se integra considerando el 4rea bajo la curva de los picos
resueltos, y extrapolando dicho valor en una curva de calibracion.

Curva de calibracidn. La curva de calibracién es especfica del tipo de
hidrocarburo por analizar y se prefiere tomar una muestra proveniente
del suelo contaminado. A partir del extracto organico obtenido se puede
conocer su peso y preparar una serie de diluciones e inyectarlas al cro-
matdgrafo de gases, con el fin de obtener una curva de concentracion
conocida contra drea de picos resueltos. Lo anterior permitira extrapolar
el area de la muestra problema en la curva de calibracién y conocer la
concentracién de la misma.

Cdleulos

Para obtener la concentracién de hidrocarburos en la muestra, se consi-
dera la curva de calibracién que tiene una correspondencia lineal entre
el area bajo la curva y la concentracién del extracto de acuerdo con la
ecuacion obtenida:

C(mgL1l=(A-b)/ m.

Donde:

C = concentracién de HTPs (mg L -1).

A = area bajo la curva.

m = pendiente de la ecuacién obtenida. o
b = ordenada al origen de la ecuacién obtenida.

Con la ecuacidn anterior y conociendo el drea de los picos resueltos para
cada muestra, se puede obtener la concentracién de hidrocarburos pre-
sentes en ella, en mg L. Para tener el valor en mg kg de suelo hay que
considerar la cantidad de suelo que se utiliza para la extraccién, y el
volumen de hexano donde estd resuspendida la muestra, asi como las
diluciones correspondientes, si las hay.
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HTPs (mg / kg s.s.) = (C)* (V/ FCy) *FC, / (P*FH).

HTPs (mg / kg s.s.) = Hidrocarburos totales del petréleo en mg kg1

de suelo seco
C = hidrocarburos totales del petréleo en mg L-1.
V = volumen de hexano donde esta resuspendida la muestra (5 ml 060 ml).
P = cantidad de suelo extraido (g).

FH = factor de correcciéon de humedad del suelo (1-{%humedad /100)).
K1 = factor de correccién para obtener los HTPs contenidos en el hexa-
no =1000. .

FC2 = factor de correccién para convertir los HIPs contenidos en la mues-
tra en mg kg'l s.5.=1000

5.5. Identificacion de hidrocarburos por cromatografia
de gases-espectrometria de masas (CG / EM)

Introduccién

Cuando se requiere un andlisis a detalle del tipo de compuestos pre-
sentes en una muestra de suelo contaminado, se recomienda utilizar
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas para iden-
tificar dichos compuestos. La cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas {CG/EM}) es una técnica analitica instrumen-
tal de alta sensibilidad capaz de identificar cualitativa y cuantitativa-
mente cualquier tipo de mezclas de sustancias, mediante el andlisis de
su patron de fragmentacién. Asimismo, esta técnica permite también
determinar la masa molecular de un compuesto. El sistema de CG/EM
es usado para medir concentraciones de constituyentes volatiles y
semivolatiles del petréleo, pero no es tipicamente usado para medir
HTPs. La ventaja de la CG/EM es su alta selectividad o habilidad para
confirmar la identificaciéon de compuestos a través del tiempo de reten-
cién y la via espectral unica. Debido a Ia complejidad de su operacién y
a la interpretacion de sus resultados, las técnicas de CG/EM tienden a
ser més costosas que otras técnicas de cromatografia de gases, por ejem-
plo CG/FID. (Weisman, 1998).

Para analitos volatiles los limites de deteccién estin por debajo de
1-5 pg L1 para agua y 20 pg kg'! para suelo. Para analitos semivoléti-
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les los limites de deteccién estin por debajo de 5 pg L! para agua y
50 ug kg1 para suelo.

Método :
El método (US EPA 8270DC, 1996) es utilizado para determinar la con-
centracion de compuestos orgénicos semivolatiles en extractos prepa-
rados de muchos tipos de matrices sélidas residuales, suelos, medios
muestreados de aire y muestras de agua. Esta metodologia contiene
los criterios para verificar el método global del desarrollo del sistema
de CG/EM. :

Las muestras son preparadas para su analisis por CG/EM y si es necesario
se realiza hasta una limpieza de la muestra. El extracto de la muestra es
introducido en el cromatégrafo de gases/espectrémelro de masas por
inyeccién del extracto de la muestra dentro del CG. La columna del CG es
programada a cierta temperatura para separar los analitos, los cuales son
entorwces detectados con una interfase del EM al CG. Los analitos eluidos
en la columna capilar son introducidos en el EM. La identificacién de los
analitos es alcanzada por comparacién de su espectro de masas con el
espectro de electrones de estandares o base de datos disponibles.

Fundamento

Los sistemas de espectrometria de masas estan disefiados para compuestos
ionizados y exploracién de iones de masa especifica. Cada compuesto se
fragmenta en iones reconocibles. La cromatografia de gases (CG) acoplada
con la espectrometria de masas (EM) permite separar una mezcla dentro de
sus constituyentes, ioniza cada constituyente e identifica los compuestos
constituyentes por la via de su fragmentacién. El método de CGEM identi-
fica compuestos por el tiempo de retencién y su espectro de masas.

Interferencias
Los espectrémetros de masas estdn entre los detectores mis selectivos,
pero son atin susceptibles a interferencias:

* Los isdmeros tienen espectros idénticos, mientras muchos otros com-
puestos tienen espectros de masas similares. Productos pesados del
petrolec pueden contener miles de componentes principales que no
son resueltos por cromatograffa de gases. Como resultado, compues-
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tos multiples estdn simultineamente dentro del espectro de masas.

Diferentes compuestos pueden compartir muchos de los mismos

iones, confundiendo el proceso de identificacién.

La probabilidad de una incorrecta identificacién es alta en mezclas

complejas, como productos del petréleo.

Algunas veces la identificacién de compuestos esta acompanada

por un programa de biblioteca de investigacién. Debido a que la

biblioteca computarizada no puede contener todos los posibles is6-

meros del petréleo y frecuentemente contiene pesticidas, plasticos y

otros compuestos no encontrados en el petréleo, ellos frecuentemen-

te realizan una identificacién incorrecta de los compuestos. La iden-
tificacion de biblioteca computarizada debe ser usada con extrema
precaucion.

+ La CG/EM no es una técnica capaz de cuantificar HTPs. La respuesta
de un FiD es proporcional a la masa de los hidrocarburos presentes
y es insensible a los tipos de hidrocarburos. (e.g. aromdticos, n-alca-
nos y olefinas). Un espectro de masas, sin embargo, puede tener muy
diferentes respuestas para dos diferentes compuestos hidrocarburos.
Puesto que los productos del petréleo son mezclas complejas de hidro-
carburos, la misma masa de dos diferentes productos puede tener dos
diferentes respuestas en un espectro de masas.

-

-

Material y equipo

*+ Viales especiales para el cromatégrafo.

*+ Pipetas.

+ Cromatégrafo de gases - Espectrometro de masas.

Reactivos
+ Hexano grado HPLC.

Procedimiento :

1) Una vez que la muestra es extraida con alguno de los métodos de la
seccion 5.2, y teniendo la muestra evaporada a sequedad, se adiciona
un volumen conocido de hexano. Se deja reposar de 12 a 24 horas para
permitir que los asfaltenos presentes precipiten. .

2) Se toma una cantidad conocida de la muestra y se colocan en un vial
para el equipo de cromatografia y se sella el vial. El volumen de mues-
tra depende de la cantidad de muestra y el volumen del vial.
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3} Una vez que la muestra esté envasada se procede a hacer su medicion
en cromatografia de gases-espectrometria de masas.

4) Para determinar la concentracién de los componentes de hidrocarbu-
ros en las muestras el cromatograma se integra, considerando el drea
bajo la curva de los picos resueltos, y extrapolando dicho valor en una
curva de calibracién. Ademads, se puede hacer uso de la biblioteca que
estd incluida en el software del equipo para identificar los compuestos
presentes en la muestra.
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6.-Analisis microbiolégicos

1 suelo es un ecosisterna que contiene una gran variedad de poblacio-

nes microbianas cuyos miembros representan muchos tipos fisiolo-
gicos. Las caracteristicas quimicas, fisicas y bioldgicas de un suelo par-
ticular, asi como la presencia de crecimiento de plantas influirdn en el
namero y actividades de sus diversos componentes microbianos, Ade-
mas, a causa de la naturaleza heterogénea del suelo varios tipos fisiol-
gicos de organismos serdn encontrados en las proximidades cercanas de
uno a otro. La comunidad microbiana en suelos es importante por su
relacién con la fertilidad del suelo y con los ciclos biogeoquimicos de los
elementos, ademas del uso potencial de los miembros especificos para
aplicaciones ambientales e industriales. Por lo que existe la necesidad de
conocer, enumerar y aislar los miembros principales y menores de la
comunidad microbiana en suelos.

La cuenta viable de microorganismos del suelo puede realizarse por la
técnica de cuenta en placa o la técnica del nimero mas probable (NMP).
Los principios fundamentales de estas técnicas son (1) dispersién de
una muestra en un diluyente apropiado (solucién fisiol6gica), (2) distri-
bucion de una alicuota a un medio apropiado de crecimiento, (3) incuba-
cién bajo condiciones éptimas, y (4) conteo de las colonias desarrolladas
o lectura de tubos NMP (Germida, 1993).

La composicion del medio de crecimiento usado para contar poblaciones
microbianas es importante, ya que afectara el resultado final. El medio de
crecimiento puede ser selectivo o no selectivo. Los medios selectivos con-
tienen componentes que permiten o favorecen el crecimiento de un gru-
po determinado de organismos. Los medios no selectivos pueden ser
suficientes para el crecimiento de muchos grupos de organismos como
sea posible. Para contar un tipo fisiolégico especifico de microorganismos
generalmente es necesario disefiar un medio de cultivo, el cual, cuando es
incubado bajo condiciones apropiadas de atmésfera y temperatura, redu-
ce las interferencias de poblaciones no deseadas.
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Aunque la cuenta en placa y la técnica del niimero mas probable (NMP)
son métodos simples de desarrollar, su utilidad estd limitada por un na-
mero de factores clave, como la eleccion del medio, problemas con la dis-
persién, y atin adsorcién de microorganismos a la pared de la pipeta, ya
que pueden interferir con la estandarizacion de estos procedimientos. La
consistencia y adecuado uso de muestras réplica ayudan a minimizar
algunos de estos problemas.

Esta seccion provee principios bésicos y referencias sobre los procedi-
mientos de conteo y medios de cultivo para algunos tipos representati-
vos de microorganismos del suelo.

6.1. Microorganismos aerobios
6.1.1. Cuenta de micraorganismos viables por diluci6n en placa

Introduccién

Existen diferentes técnicas para determinar el nimero de microorga-
nismos en suelos o aguas, tanto directas como indirectas, Para la deter-
minacién de microorganismos heterdtrofos totales e hidrocarbonoclas-
tas aerobios, se seleccion6 la cuenta microbiana por dilucién en placa. Es
una técnica indirecta de cuantificacién; sin embargo, provee una medi-
cién de la viabilidad microbiana, permite determinar indirectamente el
potencial de biodegradacién en un suelo contaminado, es la més ade-
cuada para medios con hidrocarburos como substrato, es rapida de
efectuar y no requiere de mucho material (Lorch et al., 1995; Bossert y
Kossen, 1997).

Método

El conteo de poblaciones microbianas por dilucién en placa es un
método simple y rapido para la cuenta viable de células microbianas
en el suelo, Sin embargo, la cuenta obtenida es generalmente 10 a 100
veces menos que aquella determinada por cuenta directa por microsco-
pia. Las razones para esta discrepancia incluyen la exclusién de la
cuenta no viable directamente en el suelo y la inhabilidad para proveer
apropiados nutrimentos en el medio de crecimiento, para obtener la
cuenta total en placa.
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Fundamento

El método de dilucién en placa se fundamenta en que cualquier célu-
la viable inoculada en un medio de cultive se multiplica y produce
datos de fécil identificacién, como la formacion de colonias en placas
de agar. Este método consiste en la preparacién de una serie de dilu-
ciones de una muestra de suelo en un diluyente apropiado, esparcien-
do una alicuota de una dilucién sobre la superficie de un medio de
cultivo solido e incubando la placa de agar bajo condiciones ambien-
tales apropiadas. La dilucién debe permitir generar colonias separadas,
cada colonia puede proceder de una sola célula o de una agrupacion
{unidad viable), la cual se contard como una bacteria. Bajo este funda-
mento, estas placas pueden ser usadas no sélo para el conteo de
poblaciones microbianas, sino también para el aislamiento de organis-
mos. UUn medio selectivo o no selectivo puede ser usado dependiendo
de la naturaleza del microorganismo que se desea contar o aislar
(Ramirez et al., 1992).

Interferencias

Los errores méas frecuentes en este método son:

a) Que durante la realizacion de las diluciones no se logre separar per-
fectamente los agregados bacterianos y mas de una bacteria forme
una colonia,

b) Cuandoe el diluyente se esteriliza en tubos tapados con torundas
de algodén el volumen inicial generalmente se aitera, por lo que se
recomienda el uso de tubos con tapén de rosca o la esterilizacion
separada del diluyente y tubos, a fin de pipetear en cada tubo el
volumen exacto del diluyente al que se agrega el volumen exacto
de la muestra,

) Debe evitarse el choque osmético cuando se hacen las diluciones; se
recomienda el empleo de agua peptonada, solucién salina isotonica;
el medio de cultivo utilizado para su crecimiento o diferentes solucio-
nes amortiguadoras.

d) La temperatura de la varilla para extender el méculo en la placa.
Cuando la varilla queda muy caliente después de ser esterilizada con
alcohol y flameada, puede quemar el inéculo.

e} Durante el recuento se pueden producir dificultades ocasionadas por
la carencia de uniformidad en la extension de los microorganismos
(Ramirez et al., 1992).
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Material y equipo

¢+ Tubos de vidrio de 15 ml para cultivo con 9 ml de sclucién salina
0.85% estéril.

*» Matraz Erlenmeyer con tapa con 99 ml de solucién salina 0.85% estéril,

+ Pipetas de 1 ml y de 0.2 ml, estériles.

* Vortex.

+ Balanza.

+ Espatulas.

+ Campana de flujo laminar o 4rea estéril.

+ Cajas de Petri con medio de cultivo-agar.

+ Varilla de vidrio.

¢+ Muestra de suelo 0 agua.

+ Incubadora.

+ Papel aluminio estéril.

Seluciones y reactivos

1) Solucién salina 0.85% estéril. Adicionar 8,5 g de cloruro de sodio
(NaCl) en 1 L de agua destilada.

2} Cajas de Petri con medio de cultivo adecuado para el crecimiento.

3) Etanol (CH3-CH,-OH}.

Procedimiento

1) En condiciones estériles (trabajar en campana de flujo laminar), adi-
cionar 1 g del suelo a una botella de dilucién o matraz con tapa de
rosca con 99 ml de solucién salina isoténica estéril (dilucién 10-2),
Dispersar el suelo y homogeneizar con agitacion vigorosa en
vortex,

2) Tomar 1 ml y transferirlo a un tubo con 9 ml de solucién salina esté-
ril {dilucién 10-3). De ahi se hacen diluciones sucesivas hasta comple-
tar diluciones decimales hasta 1010 o las adecuadas, asegurindose de
utilizar una punta o pipeta estéril diferente en cada paso. Agitar
de forma constante con vértex en cada paso.

3) Tomar 0.1 ml de la dilucién seleccionada y colocarla en el centro de la
supetficie del medio de cultivo seleccionado para el crecimiento.
Realizar esto por triplicado y con tres diluciones préximas (ef. 103, 104
y 105) para asegurar la cuenta.

4) Extender la alicuota en la superficie de la placa con una varilla de
vidrio previamente esterilizada (inmersa en alcohol y pasédndola por
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la flama del mechero permitiendo su enfriamiento). Asegurar una dis-
tribucién homogénea por toda la superficie del medio.

5) Incubar las placas de forma invertida a 30°C en ausencia de luz.

6) Después de un periodo de incubacion (de 3 a 7 dias, dependiendo del
tipo de microorganismo), contar el nimero de colonias y reportar co-
mo unidades formadoras de colonias (UFC)/ g de suelo seco.

Cdlculos

1) Contar sélo aquellas cajas (diluciones) que contengan de 30 a 300
colonias.

2) Con la siguiente ecuacion calcular las UFC/g s.s.

UFC/gss.=(NC*1/FD*1/ V) / (P * FH).

Donde:
UFC/ g s. s. = unidades formadoras de colonias / g de suelo seco.
NC= nimero de colonias en una caja.
FD = factor de dilucién que corresponde a la dilucién de donde se tomo
la muestra con la que se inocula la caja {10-2 a 10-19),
V= volumen inoculado en la caja = 0.1 ml.
P = peso de la muestra himeda=1g.
FH = factor de correccién de humedad (1-(%humedad/100)).

6.1.2 Bacterias totales por dilucién en placa

Introduccién

La cuenta de bacterias totales de un sistema se refiere a las bacterias
heterdtrofas presentes en el suelo, es decir, aquellas que obtienen su
fuente de carbono a partir de compuestos organicos. En este grupo de
bacterias se puede encontrar la gran mayoria de la poblacién micro-
biana del ambiente. Los medios usados para la cuenta de un amplio
numero de bacterias en el suelo, sedimento, agua, aguas residuales
o composta pueden ser complejos en su formulacion {incluyendo pep-
tona o extractos de carne o de levadura), pero relativamente escasos
en su composicion. Uno de los medios de cultivo recomendado para
su desarrollo es el agar nutritivo o calde nutritivo, ya que es un medio
relativamente simple, rico en fuentes de carbono y/o proteinas (pep-
tona), capaz de permitir el desarrollo de muchas bacterias heterétro-



122 Manual de técnicas de andlisis de suelos

fas y en corto tiempo (en menos de 3 dias a 30°C) (Lorch et al., 1995;
Madigan ef al, 1998).

Método

Para el conteo de bacterias heterotrofas del suelo se utiliza la técnica de
cuenta por dilucién en placa (seccion 6.1.1) con agar nutritive como medio
de crecimiento.

Fundamento

Este método se basa en el fundamento de la dilucién en placa (6.1.1) y en

este caso el crecimiento se debe a la capacidad de los microorganismos

heterdtrofos de crecer bien en agar nutritive, debido a que contiene:

+ Extracto de carne. Extracto acuoso de carne magra de res concentrado
en pasta, que contiene las sustancias solubles en agua de tejidos ant-
males, entre ellas carbohidratos, compuestos orgénicos nitrogenados,
vitaminas solubles en agua y sales.

+ Peptona. Producto que resulta de la digestién de materiales proteinicos,
por ejemplo carne, caseina y gelatina. Es la fuente principal de nitroge- .
no organico; puede contener también algunas vitaminas y algunas veces
carbohidratos (Pelczar ef al., 1982). —

Interferencias

Aunque muchos de los heterdtrofos se desarrollan bien en agar nutritivo o
medio rico, algunos tienen requerimientos nutricionales especificos (hete-
rotrofos exigentes), por ejemplo, vitaminas y sustancias promotoras del
crecimiento, cosubstratos, etoétera, y no existen medios que puedan pro-
porcionar todos los nutrimentos necesarios y, por ende, permitir el creci-
miento de todos los microorganismos heterétrofos.

Material y equipo

+ Cajas de Petri.

+ Matraces o botellas de cultivo 1 L.

+ Espatula.

+ Balanza analitica.

¢+ Material y equipo de la seccién 6.1.1.
+ Agitador magnético.

+ Autoclave.

+ Campana de flujo laminar.

+ Varilla para expandir muestra.
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Reactivos y medios de cultive

1} Agua destilada. \

2) Agar nutritivo. Disolver 15 g de agar nutritivo o lo que indique el
envase del medio de cultivo en 1 L de agua destilada.

3} Reactivos y soluciones de la seccion 6.1.1.

Procedimiento

1) Preparar medio de cultivo con agar nutritivo en un matraz
Erlenmeyer o botella de cultivo.

2) Calentar hasta disolucion total.

3) Esterilizar el medio de cultivo a 15 Ib, 121°C durante 15 minutos.

4) Una vez esterilizado el medio de cultivo dejarlo enfriar a 50°C apro-
ximadamente.

5) Vaciar el medio en cajas Petri en condiciones estériles en una campa-
na de flujo laminar.

6) Dejar enfriar y gelificar el medio.

7) Preparar la muestra de suelo y diluciones, e inocular cada caja como
se indica en Ia seccion 6.1.1.

8) Después de tres dias de incubacién proceder al conteo de colonias.

9) Para el cdlculo final de unidades formadoras de colonias {UFC) se debe
constderar la dilucion con que se inocul$ la caja, la cantidad de indeulo
(0.1 mi) y la humedad de la muestra {Célculos en 6,1.1).

6.1.3 Hongos totales por dilucién en placa

Introduccién

Los hongos tienen habitats muy diversos; sin embargo, la mayoria son
terrestres y habitan en el suelo, desempefiando una actividad importan-
te en la mineralizacién del carbono orgénico. Cuando se compara a los
hongos con las bacterias, en general, estos tienen requerimientos nutri-
cionales muy simples, pero su desarrollo es mas lento, por lo que
requieren mayor tiempo de incubacién para su cultivo. En el aislamien-
to, cultivo y cuenta de la mayoria de los hongos se aprovechan ciertas
caracteristicas especiales de ellos, como su tolerancia a pH acido y su
preferencia por medios de cultivo con gran cantidad de azucar facil-
mente degradable. Ademas, su resistencia a la penicilina y estreptomi-
‘cina permite usar estos antibidticos, los que al ser agregados a los
medios de cultivo reducen el nimerc de bacterias contaminantes.
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En la preparaci6n de los medios de cultivo para hongos con frecuencia
se prefiere usar mezclas de vegetales {agar-papa, agar-harina de maiz,
etcétera) y otras sustancias naturales (Ramirez et al., 1992).

Método

El método para el conteo de hongos del suelo es por la técnica de cuen-
ta por dilucién en placa (seccién 6.1.1). El medio recomendado para la
deteccién y enumeracién de hongos y levaduras es el de papa-dextrosa-
agar (PDA} adicionado con rosa de Bengala para permitir el conteo de
hongos, asi como la adicién de un antibidtico (estreptemicina) para evi-
tar el crecimiento de bacterias.

Fundamento

Este método se basa en el fundamento de 1a dilucion en placa (6.1.1); sin
embargo, en este caso una célula no da origen a una colonia, sino & una
espora o una parte del hongo, basandose en la habilidad de estos microor-
ganismos para crecer en medios vegetales (papa), asi como en las propie-
dades tanto del rosa de Bengala, de limitar el crecimiento de los hongos
permitiendo su conteo, como de la estreptomicina, de evitar el crecimien-
to indeseable de bacterias.

Interferencias

Las principales interferencias en este tipo de cultivos estan dadas por el
pH del medio de cultivo, prefiriéndose pH 4cidos para el crecimiento
de hongos, ya que pH neutros o alcalinos favorecen el crecimiento de
bacterias; ademas, si no se evita el crecimierito bacteriano con el pH, el
no incluir un antibidtico también favorece la contaminacién bacteriana.

Material y equipo

*+ Cajas de Petri.

* Matraces o botellas de cultivo 1 L.

+ Espétula.

*+ Varilla para expandir muestra.

* Material y equipo de la seccion 6.1.1.
*+ Balanza analitica.

+ Agitador magnético.

+ Autoclave.

*+ Campana de flujo laminar.
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Reactivos y medios de cultivo

1) Agua destilada.

2) Medio de cultivo Agar papa-dextrosa (PDA). Disolver 39 g de PDA
en 1L de agua destilada.

3) Rosa de Bengala.

4) Estreptomicina.

Procedimiento

1) Preparar medio de cultivo para hongos totales utilizando PDA
(39 g L1 olo indicado en el frasco) y rosa de Bengala (50 mg L-1). Llevar
a ebullicién hasta disolucién completa.

2) Esterilizar el medio en autoclave a 121°C (151b) /15 minutos.

3) Una vez que el medio esté aproximadamente a 50°C, en condiciones
estériles {(en campana de flujo laminar) ajustar su pH a 4.9 con acido
lactico estéril al 10% y adicionar estreptomicina (48 mg L-1).

Nota: Para suprimir el crecimiento bacteriano algunas veces es deseable acidifi-

car el medio a pH 3.5. Esto se puede conseguir adicionando 1 ml de acido lacti-

co al 10% por cada 100 ml del medio estéril y a 50°C. El medio no debe de ser

calentado después de la adicién del dcido, ya que esto podria hidrolizar el agar

. alterando su propiedad gelificante. Si no se requiere medio selectivo se sugiere

-~ €l empleo de PDA sin la adicion de dcido o utilizar algan antibidtico como
18 estreptomicina (Oxoid, 1995).

4) Mezclar bien antes de vaciar el medio en cajas de Petri, una vez vacia-
do en cajas esperar a que gelifique,

5) Preparar la muestra de suelo y diluciones e inocular cada caja como
se indica en la seccién 6.1.1.

6) Incubar las cajas invertidas a 30°C.

7) Después de cinco dias de incubacién proceder al conteo de colonias.

8) Para el calculo final de unidades formadoras de colonias (UFC) se debe
considerar la dilucién con que se inoculé la caja, la cantidad de inéculo
(0.1 ml) y la humedad de la muestra, reportando finalmente UFC/g
suelo seco.

Calculos

_Para realizar los célculos de UFC/ g s.s. seguir el mismo procedimien-

to de la seccién 6.1.1.
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6.1.4. Bacterias hidrocarbonoclastas por dilucién en placa

Introduccién

Las bacterias hidrocarbonoclastas son aquellas capaces de crecer en
presencia de hidrocarburos como tnica fuente de carbono y energia,
En suelos contaminados, la biodegradacién es un proceso donde la
actividad metabélica de organismos vives, principalmente microorga-
nismos, degrada a los contaminantes orgénicos en compuestos mas
simples y/o menos toxicos, y en el mejor de los casos los mineraliza
(transforma en CO;, y H;O). La cuenta microbiana provee evidencia de
la presencia de grupos determinados de microorganismos cuando se
utiliza un medio de cultivo especifico, y es usado como indicador del
potencial de biodegradacién de un suelo en particular {Bossert y
Bartha, 1584).

La presencia de petroleo en el suelo enriquece selectivamente la comu-
nidad microbiana capaz de adaptarse y utilizar el nuevo sustrato, y crea
una situacién selectiva. Sin embargo, los componentes toxicos del
petroleo pueden inhibir a algunos miembros de la comunidad micro-
biana, produciendo tanto una disminucion en el tamaiio de la pobla-
cion, como en la diversidad de especies. Es dificil generalizar acerca de
la respuesta microbiana de los suelos sujetos a contaminacién por
petréleo; sin embargo, las bacterias y hongos son los principales respon-
sables de la biodegradacion de hidrocarburos en suelo, aunque la rela-
tiva contribucion de cada uno de estos grupos no es clara. Es por esto
que desde el punto de vista de la biorremediacién de suelos (procesos
biolégicos de eliminacién de contaminantes) es importante determinar
las bacterias y hongos capaces de utilizar al petrdleo como substrato, es
decir, determinar a las bacterias v hongos hidrocarbonoclastas (Bossert
y Kosson, 1996).

Método

El método para el aislamiento y cuenta de las bacterias hidrocarbono-
clastas del suelo es por la técnica de cuenta por dilucion en placa (ver
seccion 6.1.1), utilizando un medio mineral basal (tabla 6.1) (Mejia y
Molina, 2000) que contenga petréleo crudo o un hidrocarburo especi-
fico de interés, como tinica fuente de carbono y energia.
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Tabla 6.1 Medio mineral basal.

Componente Cantidad
Agua destilada 1L
Fosfato de potasio monobisico KH,PO, 04 g
Fosfato de potasio dibasico K;HPQ, 16 g
Cloruro de amonio NH.CI 15 g
Cloruro de magnesio MgCly6H,0 017 g
sextahidratado
Sulfato de sodio heptahidra tado ~ NaS0, 7H,0 15 g
Cloruro de calcio dihidratado CaCl; 2H,0 0.045¢
Solucién mineral* 1.0 ml

*La solucion mineral se agrega después de esterilizar.

Fundamento

El fundamento es el de dilucién en placa (6.1.1), basado en la capacidad
de los microorganismos hidrocarbonoclastas de poder utilizar alos hidro-
carbutos como fuente de carbono y energia, cuando crecen en un medio
con estas caracteristicas de seleccion. El petréleo ligero que se impregna en
un papel filtro permite que las bacterias hidrocarbonoclastas se alimenten
de los hidrocarburos volatiles, o la adicion de un hidrocarbure en solu-
cién asperjando la superficie de la caja ya inoculada.

Interferencias

El agar noble para preparar el medio de cultivo s6lido debe ser un agar
puroe, libre de cualquier contaminante; de lo contrario puede haber creci-
miento de bacterias por las impurezas que pueda contener, permitiendo
el crecimiento de bacterias no hidrocarbonoclastas. Se recomienda inocu-
lar cajas de medio mineral sin hidrocarburo para tener un control negati-
vo y asegurar la pureza del agar.

El petrélec crude o hidrecarburo utilizado para este método debe ser
ligero (volétil), ya que el acceso de esta fuente de carbono y energia es
a través de los vapores que se generan de ella.
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Material y equipo

+ Cajas de Petri.

+ Matraces o botellas de cultivo 1 L.
+ Espétula.

+ Balanza analitica.

+ Agitador magnético.

+ Varilla para expandir muestra.

+ Papel filtro estéril.

+ Autoclave.

+ Campana de flujo laminar.

+ Material y equipo de la seccién 6.1.1.

Reactivos y medios

1) Agua destilada.

2) Agar noble (libre de impurezas).

3) Medio mineral basal (tabla 6.1).

4) Reactivos y soluciones de la seccién 6.1.1.

5) Solucién mineral (tabla 6.2). Disolver en un litro de agua destilada
cada uno de los componentes de la tabla 6.2 y esterilizar por filtracién,

6) Petrdlec crudo ligero estéril. Esterilizar el petrdleo crudo tres veces a
110°C durante una hora, dejando entre cada esterilizacién un dia a tem-
peratura ambiente,

7) Solucion de hidrocarburos puros: hacer una solucién del hidrocarbu-
ro de interés (fenantreno, dibenzotiofeno, eicosano, antraceno, etcéte-
ra) en hexano, en una concentracion de 1 g L1

Procedimiento

1) Preparar el medio de cultivo con los componentes de la tabla 6.1,
disolviéndolas en el orden sefialado en un litro de agua destilada.

2) Ajustar el pH a 7.0, después adicionar 15 g de agar puro (agar noble).

3) Esterilizar a 15 1b/15 min. Dejar enfriar, cuando el medio se encuen-
tre a 50°C aproximadamente, afiadir la solucién mineral estéril pre-
viamente preparada (1 ml por L de medio) (tabla 6.2).

4) Vaciar el medio en cajas de Petri en condiciones estériles, esperar a
que gelifique. :

5) En un disco de papel filtro estéril impregnar el petréleo crudo ligero
estéril v colocarlo en la parte interna de la tapa de la caja de Petri. El
hidrocarburo que se volatiliza servira como fuente de carbono y energia.
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Tabla 6.2 Solucién mineral.

Componente  Cantidad

Agua destilada 1L
Cloruro de ¢aleio dihidratado MgCLHO 51 g
Clorure de manganeso MnCl; H,O 066 g
monohidratado

Cloruro de sedio NaCl 10 g
Cloruro férrico sextahidratado FeCly6H;0 10 g
Cloruro de caleio dihidratado CaClzZ2H,QO 01 g
Cloruro de cobre CuCly 00l g
Cloruro de zinc ZnCl; 008 g
Cloruro de aluminio AlCIy 005 g
Acido borico HiBO4 041 g
Molibdato de sodio dihidratado Na;MoQ, 2H0 004 g

+ Si se quiere trabajar con un hidrocarburo puro, en lugar del paso 5
primero inocular como se indica en 6.1.1 y, posteriormente, asperjar la
solucion de hidrocarburo con un frasco provisto de atomizador y dejar
evaporar el solvente en la campana de flujo laminar.

6) Preparar la muestra de suelo y diluciones e inocular cada caja como se
indica en la seccién 6.1.1. Incubar las cajas de forma invertida a la tem-
peratura que se considere dptima en funcién del suelo y la localizacién
del sitio.

7) Después de cinco dfas de incubacion, proceder al conteo de colonias.

8) Para el célculo final de unidades formadoras de colonias (UFC) se debe
considerar la dilucién con que se inoculé la caja, la cantidad de indculo
(0.1 ml) y la humedad de la muestra.

Cdlculos
Para realizar los calculos de UFC/ g s.s. seguir el mismo procedimien-
to de la seccién 6.1.1

6.1.5 Hongos hidrocarbonoclastas por dilucion en placa
Método

Para el aislamiento y cuenta de hongos degradadores de hidrocarburos
se utiliz6 la misma técnica y medio que para bacterias hidrocarbonoclas-
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tas (6.1.4), con la diferencia de que al medio se le adiciona rosa de
Bengala y estreptomicina y se ajusta el pH a 4.9,

Material y equipo

+ Cajas de Petri.

+ Matraces o botellas de cultivo 1 L.
*+ Espétula.

+ Balanza analftica.

+ Agitador magnético.

* Material y equipo de la seccion 6.1.1.
* Potenciémetro.

+ Campana de flujo laminar.

+ Autoclave.

+ Papel filtro estéril.

* Varilla para expandir muestra.

Reactivos y medios de cultivo
Los mismos que para 6.1.4, ademds de rosa de Bengala, estreptomicina
y 4cido lactico al 10% (secci6n 6.1.3).

Procedimiento

1y Preparar el medio de cultivo con los componentes de la tabla 6.1,
disolviéndolos en el orden sefialado en un litro de agua destilada, adi-
cionar rosa de Bengala (50 mg /L).

2} Esterilizar a 15 Ib/15 minutos.

3) Después de la esterilizacién, cuando el medio se encuentre a 50°C
aproximadamente, ajustar su pH a 4.9 con 4cido ldctico estéril al 10%
(en condiciones estériles en campana de flujo laminar), afiadir 1 ml de
Ia solucién mineral estéril previamente preparada y la estreptomicina
(48 mg L. .

4) Mezclar bien y vaciar el medio en cajas de Petri en condiciones esté-
riles y esperar a que gelifique.

53) En un disco de papel filtro estéril impregnar el petroleo crudo lige-
ro estéril y colocarlo en la parte interna de la tapa de la caja de Petri,
EI hidrocarburo que se volatilice servira como fuente de carbono y
energia.

* 5i se quiere trabajar con un hidrocarburo puro en lugar del paso 5,
primero inocular {paso 6) como se indica en 6.1.1 y, posteriormente,

e

e i
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asperjar la soluicién de hidrocarburo con un frasco provisto de atomi-
zador y dejar evaporar el solvente en la campana de flujo laminar.

6) Preparar la muestra de suelo y diluciones, e inocular cada caja como
se indica en la seccién 6.1.1. Incubar las cajas de forma invertida a la
temperatura que se considere ¢ptima en funcién del suelo y la locali-
zacion del sitio.

7} Después de cinco dias de incubacién proceder al conteo de colonias.

8) Para el calculo final de unidades formadoras de colonias (UFC) se debe
considerar la dilucion con que se inocul6 la caja, la cantidad de indeulo
(0.1 ml} y la humedad de la muestra.

Caleulos
Para realizar los calculos de UFC/ g s.5. seguir el mismo procedimien-
to de la seccion 6.1.1,

6.2 Microorganismos anaerobios
6.2.1 Fundamentos de la técnica del nimero mas probable

Introduccion

Existen diversos métodos para cuantificar el nemero de microorganis-
mos presentes en muestras liquidas y sélidas. Dentro de las técnicas mas
comunes se encuentra el recuento directo por microscopia de fluorescen-
cia, asi como los procedimientos basados en diluciones en serie, haciendo
crecer microorganismos en medios de cultivo sintéticos solidos o liqui-
dos, como el recuento en placa de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) o la estimacién por el método del Namero Mas Probable (NMP).
Este tiltimo es muy adecuado para determinar bacterias anaerobias, por-
que permite mantener un ambiente anaerobio dentro de los tubos, sin
necesitar de sistemas anaerobios més complejos como cimaras o jarras
anaerobias.

El método del niimero més probable fue descrito por McCrady en 1915 y
actualmente sigue siendo ampliamente utilizado {Hurley y Roscoe, 1983).
En un principio este método fue empleado para estimar el nimero
de microorganismos en muestras de alimentos y aguas. Sin embargo, se
ha demostrado que también puede ser aplicado para la determinacién de
microorganismos aerobios y anaerobios en lodos, sedimentos marinos v
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suelos contaminados (Wrenn y Venosa, 1996; Vester y Ingvorsen, 1998; .

Kuai et al., 2001).

Método
Este método es aplicable para estimar el namero de microorganismos en
muestras de suelo y agua, tanto para bacterias aerobias como anaerobias.

Fundamento

El método consiste en la estimacién del namero de microorganismos via-
bles a partir de diluciones sucesivas (1/10) partiendo de 1 g de suelo o
sedimento en base hiameda o 1 ml de agua; posteriormente, de tres o més

de las diluciones se inoculan tubos con medio de cultivo con sustratos y -

aceptores de electrones especificos. En este método se asume que en las
series de diluciones los microorganismos se encuentran distribuidos al
azar y que al menos un microorganismo generara crecimiente, produ-
ciendo una respuesta positiva (turbidez, cambio de color del. medio,
produccién de algiin metabolito especifico). Esta técnica se basa en la
estimacion de la densidad bacteriana por el método estadistico de maxi-
ma probabilidad, utilizando la teoria de las diluciones.

Para realizar la estimacion microbiana se utiliza un minimo de tres dilus
ciones y un intervalo de 3 a 10 réplicas (“n” tubos de medio para creci-
miento) por dilucién; el namero de diluciones y réplicas utilizadas
estara en funcién de la precision requerida. Actualmente, existen tablas
estandar como las publicadas por la FDA o NACE para estimar el ntime-
ro de microorganismos mas probable. Estas tablas estdn limitadas a tres
diluciones y a 3, 5 y 10 réplicas por dilucién; sin embargo, también exis-
ten programas de computadora (MPN Calculator™, “Chem SW”) para
obtener la estimacion microbiana empleando mas de tres diluciones y un
namero mayor de réplicas.

6.2.2 Método de NMP para la cuantificacién
de microorganismos anaerobios en suelos

A continuacién se presenta la metodologia general para la determinacién
de bacterias anaerobias por NMP, proporciondndose posteriormente el
medio base y los aceptores especificos para cada grupo y la interpretacién
de las pruebas.

ae el e E PR e = e =
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Interferencias
La presencia de oxigeno es el principal factor de interferencia, por lo que
se deben conservar las condiciones anaerobias durante toda la técnica.

Material y equipo

+ Matraz Erlenmeyer de 1 L.

+ Matraz volumétrico de 1 L.

+ Jeringas hipodérmicas de 1 ml (0 1/1.0 ml).

+ Papel aluminio.

+ Gradillas.

+ Espatula. : ‘

¢ Tubos para cultivo anaerobio tipo Hungate, con septo de hule y tapa
horadada.

+ Autoclave.

+ Camara de anaerobiosis. -

Reactivos y soluciones -

1} Nitrégeno (Nj), de preferencia de ultra alta pureza (99 999%), como
gas reductor.

2) Agua destilada andxica. Adicionar agua destilada necesaria para la pre-
paracion de las soluciones estindar en un matraz Erlenmeyer. Marcar el
nivel del liquido con una linea en el matraz para indicar el volumen de
solucion deseado y adicionar de 15 a 25% mas de agua destilada. Tapar

- el matraz con papel aluminio haciendo dos pequefios orificios para per-
mitir la salida del vapor y colocarlo en una parrilla hasta ebullicion.
Retirar el matraz de la parrilla un poco antes de que el nivel de la solu-
cién llegue hasta Ia marca y enfriar con un burbujeo de N, para mante-
ner las condiciones andxicas: Una vez'frio el nivel del medio debe estar
en' la marca,

3) Hidroéxido de potasio (KOH) IN. Disolver 56.09 g de KOH en 200 ml
de agua destilada y posteriormente aforar a 1L.

4) Reésarzurina al 0.1%. Disolver 0.1 g de resarzurina en 100 ml de agua
destilada y esterilizar por filtracién.

Procedimiento .-

A) Preparacidn de fubos con medw de crecimiento.

Se preparan tubos anaerobios tipo Hungate (tubo con tapén de rosca y septo)
con 9 ml de medio de cultivo base. La técnica se detalla en la seccion 6.2.3.
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B) Adicidn de sustratos y aceptores de electrones,

Los sustratos y aceptores de electrones son adicionados a los tubos de cre-
cimiento con medio base anaerobio, previamente esterilizados. El tipo de
sustratos y aceptores adicionados dependeréin del grupo de microorga-
nismos que se estd evaluando (secciones de 6.2.4 a 6.2.8).

C) Preparacion de tubos con solucion salina para diluciones 1/10.

1} Agregar 8.5 g de NaCl, 0.5 g de cisteina-HCl y 1.0 ml de solucién
de resarzurina en un matraz Erlenmeyer y disolver en 1 L de agua
destilada.

2) Ajustar el pH a 7 a la solucién salina con un potenciémetro a termpe-
ratura ambiente, agregando aproximadamente 0.4 ml de KOH 1N; la
tonalidad de la solucién se tornard de color azul oscuro a guinda.
Marcar con una linea el nivel del liquido en el matraz Erlenmeyer y
adicionar entre 15 y 25% mds de agua destilada. Tapar el matraz con
papel aluminio haciendo dos pequefios orificios para permitir la sali-
da del vapor, y colocarlo en una parrilla para su calentamiento hasta
ebullicion.

Nota: El cambio de coloracién de la solucién de rosa a transparente es indicativo
de la pérdida de oxigeno y de las condiciones antxicas.

3) Retirar el matraz de la parrilla un poco antes de que el nivel de la
solucitn llegue hasta la marca y enfriar con N, para mantener las con-
diciones andxicas.

4) Una vez que la solucion salina se encuentre a temperatura ambien-
te, continuar burbujeando con N, hasta que termine la dosificacion
{distribucién en cada tubo). Colocar los tubos de cultivo perfecta-
mente limpios en gradillas e introducir una manguera con flujo de
N; en cada uno de ellos. Para dosificar la solucién se utiliza una
pipeta de 10 ml con una perilla de tres vias o un dosificador de
engranes. Antes de iniciar la dosificacién purgar la pipeta tres veces
con Ny.

5) En cada tubo adicionar 9.0 ml de solucién fisiolégica salina andxica,
tapar el tubo con el septo de hule, extrayendo la manguera de Nj len-
tamente, y posteriormente colocar la tapa de rosca horadada. Esterili-
zar los tubos en autoclave durante 20 minutos a una temperatura de
121°C a 15 1b/ pulg? de presion.
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D) Inoculacion. .

1) Preparacion del inéculo. Pesar dentro de la cdmara anaerobia 1 g de
muestra de suelo en base hiimeda y adicionarta a un tubo con 9 ml
de solucion salina estéril. Tapar nuevamente con el septo de hule y la
tapa horadada, agitar perfectamente hasta obtener una suspensién
homogénea (desaparicion de los agregados del suelo). Bajo condicio-
nes estériles y andxicas (purga con nitr6geno), tomar (con jeringa esté-
ril) 1 ml de la suspensién de suelo y adicionarlo en un tubo nuevo con
solucion salina estéril, agitar perfectamente. Realizar las diluciones
sucesivas, necesarias para la inoculacién.

Nota: Bl nimero de diluciones depender4 de la densidad microbiana de cada

muestra de suelo.

2) Inoculacién. Utilizando como indeulo las dltimas tres diluciones prepa-
radas, adicionar 1 ml de la dilucién correspondiente a cada una de las “n”
réplicas o tubos con 9 ml de medio de cultivo por dilucién. Realizar la

inoculacién bajo condiciones estériles y andxicas (purga con nitrégenoy.

Nota: El nimero de réplicas o tubos inoculados por dilucién dependerd de la
precisién requerida. Suponiendo un minimo de tres tubos por dilucién, se ten-
dran que inocular tres tubos de medio de cultive por cada dilucién, para obte-
ner un total de nueve tubos inoculados.

3) Mantener los tubos inoculados en oscuridad. La temperatura y el
tiempo de incubacién estaran en funcién de las condiciones de creci-
miento especificas de los microorganismos por evaluar.

E) Andlisis de resultados, indicador de crecimiento

Después del tiempo de incubacién analizar los tubos de crecimiento. De-
pendiendo del tipo de respuesta producida por los microorganismes,
puede ser la evaluacién del crecimiento (turbidez), cambio de coloracion
del medio de cultivo o la deteccién de algiin metabolito especifico.

Célculos

Dependiendo de las respuestas obtenidas se utiliza el siguiente proce-
dimiento para calcular el nimero de microorganismos mas probables
por gramo de suelo (base seca):
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1) Ordenar los resultados negativos y positivos por dilucion.
2) Determinar, de acuerdo con el niimero de tubos positivos en cada
dilucién, el niimero mas probable de microorganismos, empleando las

tablas de valores reportadas por (NACE, 1990).

3) De acuerdo con estas tablas, multiplicar el niimero de microorganis-

mos por la dilucién més baja inoculada.

NMP/ g suelo hiimedo = V, * FD. |

NMP/ g suelo humedo = niimero méas probable de microorganismos

por g de suelo hamedo.
V; = valor de tablas (NACE, 1990).
FD = factor de la primera dilucién,

4) Corregir la cuenta de microorganismos por la humedad de la mues-

tra para obtener los resultados en base seca.

NMP/ g suelo seco = NMP x {100/ (100-h)).

h = humedad del suelo con respecto at peso hiimedo (%).

Nota: Ejemplo con tres diluciones y tres réplicas por dilucién:

Dilucién 10t 1¢° 10°
Respuesta + + + + -+ R
Valor 3 2 1

Buscar et valor de tablas:
3,2,1=15.

Multiplicar por la dilucién mas baja:
NMP/g de suelo himedo = 15 x 104
Suponiendo una humedad de 30%:

NMP/ g de suelo (base seca) = 21 x 104,
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6.2.3 Preparacién de tubos con medio base
para el cultive de bacterias anaerobias

Introduccion

En condiciones de laboratorio, los medios de cultivo proveen las carac-
teristicas fisicas v quimicas del ambiente para el crecimiento de los
microorganismos, existiendo una gran diferencia en los requerimientos
nutricionales entre las diferentes especies. Gradualmente se han ido per-
feccionando los medios de cultivo para hacerlos especificos; para las bac-
terias anaerobias los medios de cultivo son mas delicados que los medios
para bacterias aerobias, y la especificidad va aunada a indicadores y
secuestradores de oxigeno, los cuales garantizan la efectividad de un
medio andxico.

La preparacion de los medios de cultivo anaerobios se basa en la apli-
cacion de dos principios fundamentales: 1) exclusién total de trazas de
oxigeno en la preparacién y almacenamiento de los medios de cultivo;
v 2) mantenimiento de condiciones reductoras estrictas.

Los medios de cultivo especificos para cada grupo de bacterias anaerobias
(fermentativas, sulfato reductoras, nitrato reductoras, hierro reductoras,
metanogénicas, etcétera), estdn constituidos por un medio de cultivo base
en condiciones andxicas, el cual se describe a continuacion.

Fundamento

El presente método se basa en la preparacion de tubos con medio de
cultivo base en condiciones andxicas, al cual sélo hay que adicionar los
aceptores de electrones especificos para cada tipo de microorganismo
que se quiere crecer. Dichos tubos son utilizados en la cuantificacién de
microorganismos por la técnica del nimero més probable.

Interferencias

La presencia de oxigeno es el principal factor de interferencia, por lo
que se deben conservar las condiciones anaerobias durante todo el pro-
cedimiento.

Material y equipo
+ Frascos Wheaton de 125 ml.
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+ Agitador magnético.

* Potenciémetro.

+ Papel aluminio.

+ Balanza analitica.

+ Espéatula.

* Parrilla de calentamiento.

* Matraz Erlenmeyer de 2 L.

+ Pipeta de 10 ml (1/10 ml).

+ Gradillas.

+ Tubos para cultivo anaerobio tipo Hungate.
» Perilla de tres vias o dosificador de engrane.
+ Autoclave.

Soluciones y reactivos

1) Nitrégeno (N5), de preferencia de ultra alta pureza (99.999%), como
gas reductor.

2) Mezcla de gas N,/ CO,, 80/20%.

3) Resarzurina al 0.1% (ver seccién 6.2.2). f

4) Agua destilada andxica (ver seccién 6.2.2).

5) Bicarbonato de sodio (NaHCOj3) al 10%. Preparar la solucién estan-
dar de NaHCO; en condiciones anéxicas (flujo de Ny) en un frasco
Wheaton de 125 ml, pesar 10 g de NaHCOj; por cada 100 ml de agua
destilada anéxica (agua previamente hervida y enfriada con Nj) y
disolver. Tapar el frasco con un septo de hule y sellar con un casqui-
llo de aluminio, agitar hasta disolver el reactivo y finalmente esterili-
zar en autoclave por 20 minutos a 121°C (15 Ib/ pulg?).

6) Hidréxido de potasio (KOH) 1M. Disolver 56.09 g de KOH en 200 ml
de agua destilada y posteriormente aforar a 1L.

7) Selucién de oligeelementos (Balch et al., 1977). En un frasco de capa-
cidad adecuada disolver 1.5 g de écido nitrilotriacético en 100 ml de
agua destilada, ajustar el pH a 6.5 con KOH 10N; en otro frasco disol-
ver en 100 ml de agua destilada los reactivos listados en la tabla 6.3,
agregar esta solucion lentamente a la solucién de cido nitrilotriacéti-
co previamente preparado, y llevar a 1 L con agua destilada en un
matraz volumétrico. Mantener esta solucioén en refrigeracién.
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Tabla 6.3 Compuestes de la solucién de oligoelementos.

Compuesto Férmula Cantidad
Cloruro de magnesio MgCls.-6H,O 25 g
hexal}idratado

Cloruro de manganeso MnCl,.-4H,O 06 g
tetrahidratado

Cloruro de sodio NaCl 10 g
Cloruro ferroso FeCly- 4H,O 01 ¢
tetrahidratado

Cloruro de cobalto CoClz.-6H0O 01 g
hexahidratado

Clpruro de aluminio AlCl; 00lg
Acido bérico H;BO; 0.01g
Motibdato de sodio Na;MoO,.2H,0 001 g
dihidratado

Cloruro ciprico CuClz.2H0 001g
dihidratado

Cloruro de calcio CaCly.-2H,0O 01 g
dihidratado

Cloruro de zinc ZnCl;. ool g
Agua destilada 1.0 L

Procedimiento

1) En un matraz Erlenmeyer disolver en 1L de agua destilada los reac-
tivos listados en la tabla 6.4 y agitar hasta disolver. Una vez disuel-
tos todos los compuestos se obtiene una solucion con tonalidad rosa
debido a la resarzurina, indicativo de que hay oxigeno presente en el
medio,
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Tabla 6.4 Medio de cultivo para el cultivo de microorganismos anaerobios
{Ravot et al., 1995).

Compuesto Férmula  Cantidad
Agua destilada 1L |
Cloruro de amonio NH.CI 1.0g {‘
Fosfato de potasio monobasico KH;PO, 03g |
Fosfato de potasio dibasico K,HPO, 03g
Cloruro de magnesio sexta hidratado MgClz-6H,0 02¢g
Cloruro de sodio NaCl 20¢g
Cloruro de calcio dihidratado CaCl,2H,0 01g |
Cloruro de potasio KCl1 0lg }
Extracto de levadura 1.0g “
Triptona peptona 1.0g i
Solucion de oligoelementos 10 ml : 3
Cisteina-HCI . 05g j
Resarzurina 0.1% 1 ml

]
r

2) Ajustar el pH a 7 con un potenciémetro a temperatura ambiente, agre-
gando aproximadamente 0.4 ml de KOH 1N, la tonalidad de la solucion
se torna azul oscuro o guinda.

3) Marcar el nivel de la solucién con una linea en el matraz, adicionar de
15 a 25% de agua destilada. Tapar el matraz con papel aluminio hacien-
do dos pequefios orificios para permitir la salida del vapor y colocarlo
en una parrilla para su calentamiento hasta ebullicién. Retirar el matraz
de la parrilla de calentamiento un poco antes de que el nivel de la solu-
¢ién llegue hasta la marca, y enfriar con un burbujeo de N para mante-
ner las condiciones anéxicas. Una vez frio el nivel del medio debe estar
en la marca. ’

Neta: El cambio de coloracién del medio de rosa a transparente es indicativo de la

pérdida de oxigeno y de las condiciones anéxicas del medio.
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4) Una vez que el medio se encuentra a temperatura ambiente, continuar
burbujeando con N,. Colocar los tubos de cultivo perfectamente limpios
en gradillas e introducir una manguera con flujo de N; en cada uno de
ellos. Para dosificar el medic se utiliza una pipeta de 10 ml con una peri-
lla de tres vias o un dosificador de engranes. Antes de iniciar la dosifi-
cacion del medio, purgar la pipeta tres veces con Nj.

5) Adicionar en cada tubo 9 ml de medio de cultivo anéxico, tapar con
los septos de hule extrayendo la manguera de N, y finalmente colocar
el tapon de rosca horadado.

6) Cambiar la atmésfera a N»/CO; (80/20) en todos los tubos prepara-
dos. En el septo de cada tubo insertar una aguja conectada con la
manguera de la mezcla de gases y otra aguja libre para permitir el
intercambio de gases durante 30 segundos. Finalmente, esterilizar los
tubos de cultivo en autoclave durante 20 minutos, a una temperatura
de 121°C a 15 Ib/ pulg? de presi6n.

7) Una vez estériles y frios los tubos con medio de cultivo, adicionar con
una jeringa estéril de 1 ml y bajo condiciones andxicas {purga con nitro-
geno) y estériles, 0.2 ml de la solucién estéril de NaHCO, a cada tubo
para obtener un pH final de 7.

6.2.4 Bacterias fermentativas

Introduccion

Las bacterias fermentativas (por ejemplo Clostridium) en ausencia de un
aceptador de electrones externo pueden catabolizar los compuestos or-
ganicos mediante fermentacién. En la fermentacién los compuestos
organicos sirven como aceptor y donador de electrones. Estas bacterias
pueden fermentar una amplia variedad de compuestos como azticares,
celulosa, proteinas, aminoédcidos y purinas. En suelos contaminados con
hidrocarburos, bajo condiciones limitadas de oxigeno o andxicas, las
bacterias anaerobias estrictas y facultativas son las que metabolizan los
hidrocarburos, utilizindolos como aceptor de electrones o como subs-
trato. Si el metabolismo no es fermentativo, las bacterias anaerobias uti-
lizan compuestos oxidados como sulfatos, nitratos, Fet3 u otros, como
aceptores de electrones.

La fermentacion de Ia glucosa es el proceso mds comin y se puede
representar, mediante la siguiente ecuacion quimica (Suthersan, 1999):
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CeHip0g — . 2CO, + 2 CHy-CH,-OH .
C6H1 206 J—— C02 + CH3 -COOH + Hz.

Método

Este método es aplicable para el cultivo y cuantificacién de bacterias
anaerobias fermentativas, provenientes de muestras de suelo por la téc-
nica NMP.

Fundamento

La cuantificacién se basa en el crecimiento especifico de bacterias fermen-
tativas de muestras de suelo, en un medio de cultivo anaerobio utilizan-
do glucosa como tnica fuente de carbono y aceptor de electrones. La
cuantificacién se realiza por el método de nimero mds probable (NMP),
utilizando como indicador positivo el cambio del color del medio de cul-
tivo de azul a transparente, El indicador azul de bromotimol, presente en
el medio, funciona como un indicador de acidez; varia a incoloro cuan-
do el medio se acidifica como resultado de la presencia de acidos orgéni-
cos, producidos por el metabolismo fermentativo.

Material y equipo

+ Jeringas hipodérmicas de 1 ml {((.1/1.0 ml).

+ Frascos Wheaton (serologicos) de 125 ml.

+ Matraz volumétrico de 1 L.

+ Espatula.

+ Camara de anaerobiosis.

* Tubos anaerobios con 9 ml de medio de cultivo base, preparados de
acuerdo con la técnica 6.2.3 y azul de bromotimol.

+ Autoclave,

Soluciones y reactivos

1} Nitrégeno (Nj), de preferencia de ultra alta pureza (99.999%), como
gas reductor.

2} Agua destilada anéxica (ver seccion 6.2.2).

3} Glucosa (CgH,504) 1M, Preparar la solucién en condiciones anéxicas
(flujo de Ny) en frascos Wheaton de 125 ml, pesar 18 g de glucosa por
cada 100 mi de agua destilada andxica, tapar el frasco con un septo de
hule y sellar con un casquillo de aluminio, agitar hasta disclver el reac-

§ T o et
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tivo y finalmente esterilizar en autoclave por 20 minutos a 121°C
(15 b/ pulgh).

4) Hidréxido de sodio (NaOH) 1N. Pesar 40 g de NaOH vy adicionarlos
cuidadosamente a un matraz volumétrico de 1 L con 500 ml de agua des-
tilada, disolver las lentejas conforme se vayan adicionando. Finalmente
aforar con agua destilada.

5) Azul de bromotimol 1% en NaOH 1N. Pesar 1 g de azul de bromoti-
mol y disolver en 100 ml de una solucién de NaOH 1N. Almacenar en
frasco ambar.

Procedimiento

Este procedimiento comprende la adicién de sustratos y aceptores de
electrones a tubos con medio de cultivo base, previamente preparados
de acuerdo con la técnica descrita en la seccién 6.2.3, y el analisis de
los resultados para cuantificar el ntimero de microorganismeo por la
técnica NMP, Ia cual se detalla en la seccién 6.2.2.

Noia: Para este tipo de bacterias se recomienda probar hasta una dilucién 10+,

A) Adicidn de sustratos y aceptores de electrones,

1) Para este grupo de microorganismos es necesario adicionar el indicador
azul de bromotimol al momento de preparar el medio de cultivo base,
de acuerdo con la técnica descrita en seccién 6.2.3. Adicionar 1 ml de la
solucién de azul de bromotimol por cada litro de medio preparado.

2) Posteriormente, la fuente de carbono se adiciona a los tubos con 9 ml de
medio de cultivo base y azul de bromotimol previamente esterilizados.

3} Agregar a cada tubo 0.2 ml de la solucién estéril de glucosa a traveés de
una jeringa hipodérmica, bajo condiciones estériles y anoxicas (purga
con nitrégeno).

B) Condiciones de cultivo.
1) Mantener los tubos inoculados a una temperatura controlada de 30°C
durante 30 dias.

C) Andlisis de resultados, indicativo de fermentacion,

1) Después de los 30 dias de incubacién, determinar los tubos positivos por
el cambio de color del medio de cultivo de azul a incoloro y determinar el
niimero de bacterias de acuerdo con Ia técnica descrita en la seccién 6.2.2.
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6.2.5 Bacterias anaerobias sulfato reductoras

Introduceion

Los microorganismos definidos como sulfato reductores abarcan una
diversidad de bacterias que incluyen €l dominio Archaea y Bacteria. Las
bacterias sulfato reductoras son versatiles y capaces de crecer utilizando
sulfato u oxianiones de sulfuro como aceptor de electrones y acetato, lac-
tato y glucosa como donadores de electrones. El proceso general de sul-
fato reduccion y de oxidacién de benceno con sulfato comno aceptor de
electrones se muestra a continuacion (Suthersan, 1999):

SO, —= S04 = S » H,S.
CgHg + 3.75 5042 + 7.5HY —— 6C0O, +3.75 Hys + 3 Hyo.

En suelos contaminados con hidrocarburos existen tanto bacterias aero-
bias como anaerobias que llevan a cabo la degradacién de hidrocarbu-
ros. Es importante considerar ainbos metabolismos, especialmente cuan-
do se quiere seguir la atenuacién natural o conocer la microflora de los
sitios. En fosas de residuos de perforacion existen grandes concentracio-
nes de sulfatos y condiciones de baja concentracién de oxigeno, por las
arcillas y barita presentes; caracteristicas que favorecen la presencia de
bacterias sulfato reductoras (IMP, 2004). ’

Método
Este método es aplicable para el cultivo y la cuantificacién de bacterias
anaerobias sulfato reductoras en muestras de suelo por la técnica NMP.

Fundamento

Este método se basa en el cultivo de bacterias sulfato reductoras pre-
sentes en muestras de suelo, en un medio de cultivo anaerobio utili-
zando acetato como fuente de carbono y sulfato de sodio como aceptor
de electrones. La cuantificacion se realiza por la técnica del ndmero
mas probable, utilizando como indicador positive de la sulfato reduc-
cién la formacién de un precipitado negro de sulfuro de fierro resultado
de la reaccién de sulfuro de hidrégeno producide por la reduccién
biolégica de sulfatos, con el cloruro de fierro presente en el medio
de cultivo.
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Material y equipo
El mismo material requerido en la técnica descrita en la seccion 6.2.4.

Soluciones y reactivos

1) Agua destilada andxica. Ver la técnica descrita en la seccion 6.2.2.

2} Acetato de sodio (C;HaOpNa) 0.15 g/ ml. Preparar la solucion estan-
dar en condiciones andxicas en frascos Wheaton de 125 ml, pesar 15 g
de acetato de sodio por cada 100 ml de agua destilada andxica y disol-
ver. Tapar el frasco con un septo de hule y sellar con un casquillo de
aluminio, agitar hasta disolver el reactivo y finalmente esterilizar en
autoclave por 20 minutos a 121°C (15 1b/ puig?).

3) Sulfato de sodio (Na;SC,) 1M. Preparar la solucion en condiciones andxi-
cas en frascos Wheaton de 125 mi, pesar 14.2 g de NaySO, por cada 100 mi
de agua destilada anoxica, tapar el frasco con un septo de hule y sellar
con un casquillo de aluminio, agitar hasta disolver el reactivo y finalmen-
te esterilizar en autoclave por 20 minutos a 121°C (15 Ib/pulg?).

4) Cloruro ferroso {FeCl,.4H,0} 1.8 mg/ml. Preparar la solucién en con-
diciones andxicas en frascos Wheaton de 125 ml, pesar 180 mg de clo-
ruro férrico por cada 100 ml de agua destilada andxica, tapar el frasco
con un septo de hule y sellar con un casquillo de aluminio, agitar hasta
disolver el reactivo y finalmente esterilizar en autoclave por 20 minu-
tos a 121°C (15 1b/ pulg?).

Procedimiento

El procedimiento comprende la adicién de sustratos y aceptores de elec-
trones a tubos con medio de cultivo base, previamente preparados de
acuerdo con la técnica descrita en la seccién 6.2.3, y el analisis de los
resultados para cuantificar el nimero de microorganismos por la técni-
ca NMP, la cual se detalla en la seccién 6.2.2.

Nota: Para las bacterias sulfato reductoras se recomienda probar hasta una dilu-
cion 1078,

A) Adicidn de sustratos y aceplores de electrones.

Agregar, con una jeringa hipodérmica, a cada tubo con 9 ml medio de cul-
tivo base 0.2 ml de la solucién estéril de acetato de sodio, 0.2 ml de so-
lucién de sulfato de sodio y 0.2 ml de cloruro férrico. Todo se realiza bajo
condicicnes estériles y anéxicas {(purga con nitrégeno).
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B) Condiciones de cultivo.
Mantener los tubos inoculados a una temperatura controlada de 30°C
durante 30 dias.

C) Andlisis de resultados, indicativo de sulfato reduccion.

Al término del tiempo de incubacién determinar los tubos positivos por
la formacién de un precipitado negro en el medio de cultivo y calcular
el nimero de bacterias de acuerdo con la seccién 6.2.2.

6.2.6 Bacterias anaerobias reductoras de fierro

Introduccion

Las bacterias hierro reductoras son una clase especial de microorganis-
mos que utilizan 6xidos e hidréxidos de Fe como aceptores de electro-
nes, obtienen energia de la reducci6n de Fe3* a Fe?* acoplada a la oxida-
cién de contaminantes organicos y otros metabolitos para formar CO,
(Lovley, 1991).

Estudios moleculares del DNA ribosomal (DNAr) 165, en bacterias ais-
ladas de sistemas liquidos, indican que los miembros de la familia
Geobacteraceae son los microorganismos reductores de Fe3* predomi-
nantes (Lovley ef al., 1993).

La reduccion de Fe* acoplada a la oxidacién de acetato y benceno se pre-
senta en las siguientes ecuaciones (Lovley et al., 1991; Suthersan, 1999):

CH3COO0- + 8Fedt + 41,0 «—»  8Fe?* + 2H,CO5 + 9H*.
CgHg + 30Fe?* +12 HyO — 6CO, + 30H* + 30Fe*,

Método
Este método es aplicable para el cultivo y la cuantificacién de bacterias
anaerobias hierro reductoras en muestras de suelo por la técnica NMP.

Fundamento

La cuantificacién se basa en el crecimiento especifico de las bacterias
reductoras de hierro presentes en muestras de suelo, en un medio de cul-
tivo anaerobio utilizando acetato como fuente de carbono y Fe3* como
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aceptor de electrones. La cuantificaciéon se realiza por el método del
namero mas probable, utilizando como indicador positivo el cambio de
color del medio de cultivo, de amarillo a transparente, El color amarillo
del medio se debe a la presencia de citrato de hierro y el cambio a trans-
parente indica la reduccién de Fe?* a Fe2*,

Material y equipo
Se emplea el mismo material que se reporta en la técnica descrita en la
seccién 6.2.4.

Soluciones y reactivos

1) Agua destilada andxica. Ver técnica en la seccién 6.2.2.

2) Acetato de sodio (CoH30,Na) 0015 g/ ml. Preparar la solucién estan-
dar en condiciones andxicas en frascos Wheaton de 125 ml, pesar 15 g
de acetato de sodio por cada 100 ml de agua destilada andxica y disol-
ver. Tapar el frasco con un septo de hule y sellar con un casquillo de
aluminio, agitar hasta disolver el reactivo y finalmente esterilizar en
autoclave por 20 minutos a 121°C (15 1b/ pulg?).

3) Citrato de fierro (FeCgHsO7) 0.1 g/ ml. Preparar la solucién estéandar
en condiciones andxicas (flujo de Nj) en frascos Wheaton de 125 ml,
pesar 10 g de citrato de hierro por cada 100 ml de agua destilada ané-
xica y disolver. Tapar el frasco con un septo de hule y sellar con un
casquillo de aluminio, agitar hasta disolver el reactivo y finalmente
esterilizar en autoclave por 20 minutos a 121°C (15 b/ pulg?).

Procedimiento

El procedimiento comprende la adicién de sustratos y aceptores de elec-
trones a tubos con medio de cultivo base, previamente preparados de
acuerdo con la técnica descrita en la seccion 6.2.3, y el analisis de los resul-
tados para cuantificar el ndmero de microorganismos por la técnica
NMP, la cual se detalla en la seccién 6.2.2.

Nota: Para las bacterias hierro reducteras se recomienda probar hasta una dilu-
cién 105

A) Adicion de sustratos y aceplores de electrones.
Agregar, con una jeringa hipodérmica, a cada tubo con 9 ml de medio
de cultivo base, 0.2 ml de las soluciones estériles de citrato de fierro y
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0.2 ml acetato de sodio; bajo condiciones estériles y andxicas (purga de
la jeringa con nitrégeno).

B) Condiciones de cultivo.
Mantener los tubos a una temperatura controlada de 30°C durante 30 dias.

C) Andlisis de resultados, indicativo de fierro reduccion.

Al término del tiempo de incubacién determinar los tubos positivos por
el cambio de color del medio de cultivo de amarillo a incoloro, y calcu-
lar el niimero de bacterias de acuerdo con la seccion 6.2.2.

Nota: La presencia de sulfatos en las muestras de suelo podria estimular, a bajas
diluciones, la produccion de HyS l:;or bacterias sulfato reductoras. La produc-
cién de este metabolito premueve la formacién de un precipitado negro de sul-
furo de fierro, que disminuye la disponibilidad del fierro para las bacterias fierro
reductoras e interfiere en la cuantificacién de estos microorganismos, Sin embar-
g0, se ha demostrado que las bacterias hierro reductoras. tienen la capacidad
metabdlica de reducir sulfatos, bajo ciertas condiciones de cultivo como altas
concentraciones de este aceptor de electrones, formando-también el precipita-
do negro. Esto dificulta determinar con exactitud qué tipo de bacterias son las
que realmente estan participando en el sistema cuando hay sulfato presente en

el medio.

Es recomendable tener controles estériles de suelo para evitar la forma-
cién de otro tipo de precipitados abiéticos, resultado de la presencia de
compuestos en el suelo como: Fe(OH),, Mn(OH)s,, etcétera.

6.2.7 Bacterias nitrato reductoras

Introduccién

La desnitrificacién es un proceso llevado a cabo por una gran variedad
de bacterias, la mayoria de ellas anaerobias facultativas, representantes
de casi todos los taxas del dominio Bacteria. Estos organismos son cons-
tituyentes comunes de las comunidades microbianas, su distribucién no
necesariamente es afectada por una exposicién previa a la contamina-
cién (Cunhingam et 4l., 1998). La oxidacién de benceno hasta CO; en
condiciones de nitrato reduccién se ejemplifica en la siguiente ruta
(Suthersan, 1999):
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C6H6 + 6H* + ENO— 6 C02 +3 N2 +6 H20

Método ‘
Este método es aplicable para el cultivo y la cuantificacion de bacterias
nitrato reductoras en muestras de suelo por la técnica NMP.

Fundamento

La cuantificacién se basa en el crecimiento especifico de bacterias
nitrato reductoras presentes en muestras de suelo, en un medio de cul-
tivo anaerobio por la reduccién de nitratos, empleande acetato como
fuente de carbono. El ntimero de bacterias se determina por el méto-
do del nimero mas probable, analizando la aparicién de nitritos por
la adicion de los reactivos de Griess Llosvay y polvo de zinc (Drysdale
et al., 2001).

La reaccién de Griess Llosvay se basa ¢n la adicién de una solucién de
acido sulfanilico y una solucidn acida de alfa naftilamina, las cuales al
reaccionar con los nitritos forman un complejo color rojo de diazonio,
p-sulfobenceno-azo-o-naftilamina. :

El desarrollo del color rojo después de la adicién de los reactivos repre-
senta una reaccién positiva para la reduccidn de nitratos. La ausencia de
color después de agregar los reactivos representa una reaccién negativa,
lo cual significa la ausencia de nitritos en el medio. Esta reacci6n tiene dos
explicaciones: (i) que los nitratos no han sido reducidos o (i) que los
nitratos han sido reducidos hasta amonio, 6xido nitrice (NO), éxido
nitroso (IN,O) o nitrégeno molecular (N;). Para distinguir entre una reac-
cién negativa falsa o verdadera es necesario afiadir una pequefia cantidad
de polvo de zinc a todas las reacciones negativas. Los iones de zinc redu-
cen los nitratos a nitritos; el desarrollo de un color rojo después de agre-
gar el polvo de zinc indica la presencia de nitratos y confirma la reaccién
negativa verdadera. 5i después de agregar el polvo de zinc el tubo per-
manece incoloro, significa que los nitratos fueron reducidos hasta éxidos
de nitrégeno por la actividad reductora de las bacterias, por lo que la
prueba es positiva (Drysdale et al,, 2001).

Material y equipo
+ Se emplea el mismo material que se reporta en la seccion 6.2.4.
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Soluciones y reactivos

1) Agua destilada anéxica. Ver técnica descrita en la seccién 6.2.2.

2) Acetato de sodio {(C;H30,Na) 0.15 g/ml. Preparar la solucién estan-
dar en condiciones anéxicas en frascos Wheaton de 125 ml, pesar 15 g
de acetato de sodio por cada 100 ml de agua destilada anéxica y disol-
ver. Tapar el frasco con un septo de hule y sellar con un casquillo de
alumninio, agitar hasta disolver el reactivo ¥ finalmente esterilizar en
autoclave por 20 minutos a 121°C (15 Ib/ pulg?).

3) Nitrato de potasio (KNO;) 50 g L-1. Preparar la solucién en condicio-
nes andxicas en frascos Wheaton de 125 ml, pesar 5 g de nitrato de
potasio por cada 100 ml de agua destilada andxica, tapar el frasco con
un septo de hule y sellar con un casquillo de aluminio, agitar hasta
disolver el reactivo y esterilizar en autoclave por 20 minutos a 121°C
(15 I/ pulg?).

4) Acido acético (CH3-COOH) 5N. Para preparar 250 ml de solucién,
medir en una probeta 71 ml de acido acético puro, vaciar en un matraz
aforado de 250 ml y aforar con agua destilada.

5) Acido sulfanilico (CH7NO45) 8g L-1. Pesar 0.8 g de 4cido sulfanilico,
agregarlos a un matraz aforado de 100 ml y aforar con 4cido acético 5N.
Almacenar la solucion en un frasco de vidrio y cubrirlo con papel alu-
minio.

6) Solucién acida de alfa-naftilamina (C;gHoN) 5g Ll Pesar 0.5 g de

a-naftilamina, agregarlos en un matraz aforado de 100 ml y aforar con

acido acético 5N. Almacenar la solucién en un frasco de vidrio y cubrir-
lo con papel aluminio.

Procedimiento

El procedimiento comprende la adicién de sustratos y aceptores de elec-
trones a tubos con medio de cultivo base, previamente preparados de
acuerdo con la técnica descrita en la seccién 6.2.3, y el anlisis de los resul-
tados para cuantificar el namero de microorganismos por la técnica NMP,
Ia cual se detalla en la seccion 6.2.2.

Nota: Para las bacterias nitrato reductoras se recomienda probar hasta una dilu-
cién 105,

A) Adicidn de sustratos y aceptores de electrones.
Agregar, con una jetinga hipodérmica, a cada tubo con 9 ml de medio
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de cultivo base 0.2 ml de la solucion estandar estéril de nitrato de pota-
sio y 0.2 ml de solucién de acetato de sodio, ba]o condiciones estériles y
andxicas (purga con nitrégeno).

B) Condiciones de cultivo. ~

Mantener los tubos a una temperatura de 30°C durante 30 dias.

C) Andlisis de resultados, indicativo de nitrato reduccion.
Al término del tiempo de incubacién realizar la determmacmn de nitri-
tos en cada tubo.

1) Adicionar a cada tubo 0.2 ml de la solucién de dcido sulfanilico y 0.2 ml
de la solucitn 4cida de naftilamina, agitar vigorosamente y esperar 30
segundos para evaluar la aparicién de color. Si aparece un color rojo
entonces se considera una reaccion positiva (+).

2) Si la reaccién es negativa (tubos transparentes), entonces agregar una
pequefia cantidad de polvo de zine, agitar vigorosamente y esperar 30
segundos para evaluar la aparicion de color. Si aparece un color rojo
entonces se considera una reaccién negativa {(-}. 5i no aparece ninguna
tonalidad se considera una reaccién positiva (+).

Contar los tubos con reaccién positiva, calcular el ntimero de bacterias
de acuerdo con la seccién 6.2.2.

6.2.8 Bacterias anaerobias metanogénicas

Introduccién

Todos los microorganismos metanégenos conocidos (por ejemplo: Methano
coccus, Methanobacterium) se encuentran dentro de la familia Euryarchacofa
del dominio Archaea. Estos organismos son anaerobios estrictos que produ-
cen metano por fermentacién de acetato, o utilizando el CO, como aceptor
de electrones y como donadores de electrones pueden utilizar hidrégeno,
acetato, formato, compuestos de metilo y alcoholes. Viven en asociacion
intima con bacterias acetogénicas reciclando el H, y CO, liberado
(Suthersan, 1999; Zwolinski et al., 2000).

Las rutas metabélicas que llevan a la formacién de metano se muestran
en las siguientes ecuaciones (Suthersan, 1999):
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C02 +4 H2 —— CH4 +2 Hzo
CHy-COOH —-» CH, + CO,

El metabolismo metanogénico en suelos contaminados se asocia a la
degradacion de hidrocarburos.

Método
Este método es aplicable para el cultivo y cuantificacion de bacterias
metanogénicas en muestras de suelo por la técnica NMP.

Fundamento

La cuantificacién se basa en el crecimiento especifico de bacterias meta-
nogénicas de muestras de suelo, en un medio de cultivo base anaerobio
empleando acetato como fuente de carbono. La cuantificacion se realiza
por el método del niimero mds probable, utilizando como indicador posi-
tivo de la metanogénesis la produccién de metano, el cual se detecta por
cromatografia de gases.

Material y equipo

+ Se emplea el mismo material que se reporta en la técnica descrita en la
seccién 6.2.4.

* Mezcla de gases Hy:CO, (20:80).

Soluciones y reactivos

1) Agua destilada anéxica. Ver técnica descrita en la seccion 6.2.2.

2) Acetato de sodio (C;H;O9Na) 0.15 g/ ml. Preparar la solucion estindar
en condiciones andxicas en frascos Wheaton de 125 ml, pesar 15 g de
acetato de sodio por cada 100 ml de agua destilada anéxica y disolver.
Tapar el frasco con un septo de hule y sellar con un casquillo de alumi-
nio, agitar hasta disolver el reactivo y finalmente esterilizar en autocla-
ve por 20 minutos a 121°C (15 Ib/ pulg?).

Procedimiento

El procedimiento comprende la adicién de sustratos y aceptores de elec-
trones a tubos con medio de cultivo base, previamente preparados de
acuerdo con la técnica descrita en la seccion 6.2.3, y el analisis de los resul-
tados para cuantificar el niimero de microorganismos por la técnica
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NMP, la cuél se detalla en la seccién 6.2.2. Para estos microorganismos es
necesario realizar el cambio de atmdsfera de los tubos de crecimiento en
la etapa de inoculacién.

Nota: Para las bacterias metanogénicas se recomienda probar hasta una dilucién
104,

A) Adicion de sustratos y aceptores de electrones.

Agregar, con una jeringa hipodérmica, a cada tubo con 9 ml de medio
de cultivo base, 0.2 ml de solucion estéril de acetato de sodio. Después
de la etapa de inoculacién, presurizar los tubos con un flujo de H»:CO,
(20:80) durante 30 segundos, conservando las condiciones estériles.

Nota: Tomar la precaucion de no manipular los sistemas cerca de una flama debi-
do a la explosividad del gas H,.

B) Condiciones de cultivo.
Mantener los tubos inoculados a una temperatura controlada de 30°C
durante 60 dias.

C) Auiilisis de resultados, indicativo de metanogénesis.

Al finalizar la incubacién, determinar la produccién de metano en los tubos
de cultivo. La deteccién de metano se puede realizar por varias técnicas:
desplazamiento de medio por el gas, utilizando un tubo pequefio (campa-
na) invertido dentro del tubo de cultivo, por cromatdgrafo de gases con
detector de ionizacién de flama o conductividad térmica. Los sistemas
con formacion de gas son considerados positivos; caleular el nfimero de
bacterias de acuerdo con la seccion 6.2.2.

6.3 Cuantificacion de la produccion de CO, en suelo

Introduccion

Los suelos son sistemas que cuentan con una flora microbiana propia, la
cual dependiendo de su actividad metabdlica puede contribuir a la reme-
diacién de los sitios contaminados. La actividad metabélica de los microor-
ganismos aerobios y de algunos anaerobios del suelo puede ser cuantificada
per medio de la produccion de COy, el cual es un producto de la respiracion
de dichos microorganismos. Ademas, este parametro puede estar estre-
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chamente relacionado con la degradacion de los contaminantes (Alef,
1995; Bossert y Kosson, 1997).

En la respiracién, que es la oxidacion de la materia orgénica por microor-
ganismos aerobios, el oxigeno funciona como el aceptor final de electro-
nes. El producto final del proceso son CO, y agua, por lo que la actividad
metabdlica de los microorganismos del suelo puede ser cuantificada por
la medicién de la produccién de CO; o consumo de O,. (Nannipieri et
al., 1990). Como otras actividades metabdlicas, ésta depende del estado
fisiologico de las células y estd influida por diferentes factores en el
suelo como la humedad, temperatura, disponibilidad de nutrimentos y
estructura del suelo.

La produccién microbiolégica de COy en el suelo puede ser determi-
nada incubando el suelo en jarras, cajas de Petri cerradas o en diferen-
tes tipos de matraces o recipientes. Una de las técnicas mas sencillas
para la cuantificaciéon de CO; es adsorbiéndolo en NaCH y BaCl y
determindndolo por titulacién con HCL. Otros métodos para la deter-
minacién de COy se basan en los cambios de conductividad eléctrica
de la solucién de NaOH o uso de cromatografia de gases (Brookes y
Paul, 1987} o espectroscopia de infrarrojo. El consumo de O, también
puede ser estimado por medio de un electrorrespirémetro o cromato-
grafia de gases para determinar la actividad metabélica de los micro-
organismos en el suelo (Trevors, T985).

Método

En esta técnica la medicién de CO, producido por microorganismos
durante la incubacién de suelo en un sistema cerrado y a determinadas
condiciones, se cuantifica por cromatografia de gases con un detector de
conductividad térmica.

Fundamento

Este método es aplicable para medir el CO, producido por el metabolis-
mo aerobio y/o anaerobio de microorganismos presentes en miutestras de
suelo incubadas en sistemas cerrados, mediante cromatografia de gases.
De la atmésfera de los sistemas se toma una muestra con una jeringa que
se introduce en un cromatégrafo de gases para su cuantificacién. En Ia
columna especifica (CTR 1), se separan los gases de la muestra que son
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acarreados con el helio {gas inerte), los cuales son detectados con un sis-
tema de conductividad térmica. Los detectores de conductividad térmica
{DCT) para CG consisten en un filamento calentado térmicamente o ter-
mistor. La temperatura del elemento sensible depende de la conductivi-
dad térmica del gas que se pasa sobre éste. Los cambios en conductividad
térmica, que ocurren cuando las moléculas desplazan el gas acarreador,
causan un incremento de temperatura, el cual es detectado como un cam-
bio de resistencia.

El DCT es capaz de detectar concentraciones desde 100% y bajas hasta
100 mg kg1. Sin embargo, los limites de deteccién de este método van
de 0.1 a 156% de CO, producido en el sisterna.

Interferencias

Si en la atmésfera de los sistemas por monitorear CO, hay evaporacién
de agua, ésta puede capturarse junto con la muestra e introducirse al
cromatégrafo, lo que produce problemas de contaminacién en el equi-
Po y lecturas erréneas.

La presencia de carbonatos en los sistemnas es una fuente potencial abié-

tica de CO,. Fugas en el sistema por monitorear pueden producir pér-
didas de CO.

Material y equipo

* Botellas serolégicas de 125 ml.

* Tapones de hule para botellas seroldgicas.

* Sellos de aluminio para los tapones de hule.

+ Jeringa para gases de 5 ml.

+ Cromatografo de gases con detector de conductividad térmica.

Reactivos
1) Helio grado cromatografico de alta pureza.

Procedimiento

1) Sistemna de degradacién: colocar una muestra de suelo en un recipien-
te (botella serol6gica) sellado con un tapén de hule y arillo de aluminio
(la cantidad dependerd del tamafio del sistema por establecer); poste-
riormente, se incubaré a condiciones de temperatura, humedad, pH,
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establecidas. Las condiciones dependeran del sistema de monitoreo del
suelo que se desee evaluar.

Nota: La medicion de CO, producide también se puede realizar en sistemas
abiertos con flujo de aire constante, monitoreando en linea (conectando directa-
mente al cromatografo).

2) A través del tapén de hule introducir la jeringa para obtener la mues-
tra de gas.

3) Tomar con la jeringa de 0.5 a 2.0 ml de muestra de la atmésfera de los
sistemas por monitorear,

Nota: El volumen de muestra dependera del tipo de sistema que se tenga, mien-
tras més actividad microbiana presente el sistema (suelo) menor ser4 el volumen
de muestra gaseosa que se requiera; por el contrario, mientras menor actividad
microbiana se observe, mayor serd el volumen necesario de muestra gaseosa

para la cuantificacién de CO, producido.

4) Antes de inyectar la muestra gaseosa, el cromatégrafo de gases debe
estar a las condiciones sefialadas en la tabla 6.5.

Tabla 6.5 Condiciones de operacién del cromatdgrafo de gases.

Condicion
Columna CTR 1 Temperatura ambiente (25 °C)
Inyector 40°C
Detector 100°C
Gas acarreador: helio Flujo de 55 mi/min
Corriente - 125 mAmp
Tiempo de corrida 5 min

5) Inyectar el volumen total de la muestra de gas tomada en la jeringa
en el cromatégrafo de gases.

6) Fl resultado de la medicioén en este equipo permite cuantificar didxi-
do de carbono (COj), oxigeno (O3), nitrégeno (Nj} y metano (CHy). El




Andlisis microbioldgicos 157

primer pico que sale es de inyeccion, el segundo corresponde a CO,,
el tercero a Oy, el cuarto a Nj y el quinto a CH, (Fig. 6.3). Cuando se
hace la integracién de los datos, eliminar el primer pico de dicha inte-
gracion, porque el resultado del drea de cada pico se toma en porcen-
taje. Tomar la lectura del area del pico de CO, en porcentaje.

7) Una vez tomadas las dreas de los picos en porcentaje, se procede a
calcular la concentracion de CO, presente en los sistemas, utilizando
la ecuacién de los gases:

Pico de inyaceion

Figura 6.3 Cromatograma donde se muestran los gases que pueden ser cuantificados
por CG-DCT.

Cdlculos
Para calcular la concentracién de CO, se emplea la ecuacion de los gases
ideales:

PV = nRT.
Despejando n = PV /RT.

El resultado en mol CO, / g de suelo seco o material seco en el sistema,
se calcula de Ia siguente forma:

PV* (%CO,/100%)
Moles de CO3 / g, =

RT* g,
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Donde:

%CO, = area del pico de CO; en porcentaje.

P = presion atmosférica (atmj.

V = volumen de la atmosfera-de los sistemas a medir (L).
R = constante de los gases (0.082205 L * atm / mol * K).
T = temperatura del sistema (* K).

£q.5. = gramos de suelo seco.

La grafica de CO; vs el tiempo debera construirse de forma acumulati-
va (sumando las producciones de CO,}.

Nota: Con este mismo métodoe o cuantificacién se puede determinar al mismo
tiempo el O y N del sistemna, Esto permite conocer la cantidad de oxigeno
consumido en los sistemas, dato que se utiliza para calcular su coeficiente res-
piratorio (QR). Este parametro biolégico determina la actividad biologica
(estado fisiolégico} que ocurre en un sistema y refieja la relacion entre el CO,

producido vy el O, consumido.

QR = moles CO, producide / moles O, consumido.
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7. Analisis toxicolégicos
de muestras de suelos

a toxicidad es el grado de efectividad de una sustancia téxica en

humanos, animales, plantas o microorganismos. Este efecto adverso
puede tomar varias formas, como enfermedad, deformidad, modifica-
ciones del comportamiento, cambios en la reproduccién, dafio genético
0 muette.

La toxicidad se evaltia mediante bicensayos que consisten en exponer
organismos vivos (algas, bacterias, vegetales y fauna en general} a sustan-
cias toxicas a diferentes concentraciones y registrar los efectos sobre los
mismos. Finalmente, se determina para cada concentracién el nimero de
organismos afectados, dato con el que se pueden establecer varios para-
metros:

CLsy (Concentracion letal media). Concentracion de toxico que mata 50%
de los organismos ensayados. ’

CEj5 (concentracion efectiva media). Concentracién de téxico que produce
50% del efecto tomado como indicador de toxicidad.

Concentracion inhibitoria, Concentracién de téxico que inhibe un proceso
bioldgico, tal como la reproduccién en un determinado porcentaje.

NOEC (No observed effect concentratio, concentracion a la que ningiin efecto
es observado). Méaxima concentracion de toxico para la cual no se obser-
van efectos sobre los organismos ensayados.

LOEC (Low observed effect concentration, concenfracion mids baja en la que un
efecto es observado). Minima concentracién de téxico en la cual se obser-
van efectos sobre los organismos.
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Para todos los parametros definidos anteriormente, cuanto menor sea
el valor de CLs; para un determinado producto, més elevada sera su
toxicidad. ’

Conocer los efectos fitotéxicos que provoca un compuesto permite valo-
rar y determinar los factores de riesgo asociados a su exposicién, asi
como el grado de tolerancia o sensibilidad de la planta examinada.
En conjunto, esto puede aportar mayor certeza, aunque no contundente,
para vislumbrar el impacto ambiental y poder también atribuir a una
especie el papel de bioindicador ambiental para un contaminante o con-
junto de ellos.

La fitotoxicidad de un contaminante, por tanto, se evaliia por medio del
analisis cualitativo y cuantitativo del efecto provocado en uno o mis
pardmetros fisioldgicos que se consideran relevantes o representativos.
En este sentido, es comin que las pruebas de fitotoxicidad estén orien-
tadas a la valoracién de: 1) la mortalidad (toxicidad aguda), 2) €l indice
de germinacién, 3) la elongacién radicular, 4) el crecimiento o produc-
cién de biomasa, 5) el contenido de clorofila y 6} la tasa fotosintética,
entre ofras.

7.1 Prueba de germinacién de semillas

Introduccién

La contaminacién del suelo por hidrocarburos del petréleo tiene un
efecto adverso sobre las comunidades vegetales. Después de un derra-
me, los hidrocarburos del petréleo de bajo punto de ebullicién exhiben
alto grado de toxicidad de contacto en las porciones fragiles o jovenes
de raices y brotes; sin embargo, tienen poco efecto sobre las partes lefio-
sas de arbustos y de drboles (Adam y Duncan, 2002).

Una de las etapas mas importantes del desarrollo de una planta es la
germinacion de las semillas al emerger el primer cotiledén. En la ger-
minacién ocurren cuatro procesos: a) la imbibicion o toma fisica de
agua, b} la formacion de los sistemas enzimaticos e inicio de la sintesis
de proteinas y de ARN, c) la emergencia de la radicula y d) la inicia-
cién del crecimiento.
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La activacion de la semilla es inhibida ante la presencia de sustancias
téxicas, que afectan su germinacion. La divisién celular de los meriste-
mos radiculares puede afectarse, ya sea por retardo en el proceso de
mitosis o alteraciéon en el proceso de alargamiento radicular, por lo
que la fitotoxicidad de un compuesto puede ser determinada a través de
la medicién de la germinacién de semillas.

Método
Este método es aplicable para evaluar la fitotoxicidad de hidrocarburos
por la prueba de germinacién de semillas (Allium cepa, Glycine max).

El método de referencia utilizado para este bicensayo de toxicidad es el
de la EPA-Ecological Effects Test Guidelines. OPPTS 850.4200 (1996),
Seed Germination / Root Elongation Toxicity Test.

El método fue modificado de la siguiente forma: el solvente utilizado
para el extracto de hidrocarburos fue diclorometano y el solvente usa-
do como cosolvente, junto con el agua para la exposicion, fue el dime-
til sulfoxido (DMSO) al 0.5%.

Fundamento

En las pruebas de germinacion se observa el efecto que causa el toxico
en la promocién o inhibicion del surgimiento radicular en la semilla a
diferentes concentraciones, se registra la frecuencia del evento y cuan-
do se aprecia al menos 50% de la germinacién en el testigo, entonces se
considera el tiempo final de la prueba y se comparan los tratamientos.

Material, equipo y reactivos

+ Diclorometano grado HPLC.

¢+ Agua destilada.

¢ Papel filtro Whatman No. 1 o 40.
* Frascos de vidrio de 250 ml.

+ Cajas de Petri de 210 mm.

+ Probetas de 50 y 100 ml.

+ Papel aluminio.

* Parafilm.

*+ Micropipetas {10-1 000ml).

+ Pipetas graduadas y volumétricas de 1, 5 y 10 ml.
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* Regla o vernier.

+ Campana de extraccion.

+ Cdmara ambiental / incubadora.
+ Higrometro.

* Timer.

+ Balanza semianalftica.

Material biolégico
Semillas certificadas de Allium cepa, Glycine max.

Soluciones

1) Hipoclorito de sodio al 5% {cloro). Mezclar 25 ml de hipoclorito de
sodio con 475 ml de agua destilada.

2) Dimetil sulfoxido 0.5%. Preparar con 2.5 ml de dimetil sulféxido de
sodio con 475 ml de agua destilada.

Procedimiento

Esta metodologia requiere de algunas pruebas preliminares o de tamiz

con el extracto de hidrocarburo del suelo contaminado. Las pruebas se

deben realizar por triplicade para cada tratamiento y llevando a cabo el
siguiente procedimiento:

1) Extraer el hidrocarburo del suelo contaminado con diclorometano
mediante el método de extraccion Soxhlet 0 método de agitacion-cen-
trifugacién, descritos en la seccién 5.2.

2) Seleccionar y escarificar (accién de retirar la cubierta de la sernilla) las
semillas por utilizar con cloro al 5% durante 15 minutos, enjuagar con
agua de la llave y al final con agua destilada.

3) Colocar discos de papel filtro Whatman No. 1 o 40 de celulosa den-
tro de la caja de Petri de 110 mm, proporcionales al diametro de la caja
(aprox. 9 cm).

4) Adicionar 2 ml de cada una de las disoluciones que son preparadas
con diclorometano a partir del extracto de hidrocarburo original, en un
intervalo de por lo menos cinco concentraciones (en serie logaritmica,
ejem. 0.1, 1.0, 10, 100, 1 000}, distribuyendo de forma homogénea sobre
papel filtro. '

5) Como testigo positivo utilizar una caja de Petri agregando 2 ml de diclo-
rometano o del solvente utilizado para la extraccién. Y como testigo
negativo adicionar tnicamente agua destilada.
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6) Dejar evaporar el disolvente, durante 10 minutos, dentro de la cam-
pana de extraccién.

7) Colocar 10 semillas por cada caja de Petri, distribuyendo de tal forma
que se permita un adecuado crecimiento. Se hacen tres réplicas por
tratamiento.

8) Incubar las semillas dentro de una cdmara ambiental controlada a
temperatura de 22+2°C y en total oscuridad hasta que 65% de las semi-
las del testigo negativo haya germinado.

9) Agregar 1 ml de la solucion de DMSO al 0.5 %, por caja de Petri cada
24 o 72 horas seglin se requiera en funcion de la humedad del papel
filtro, el cual debe observarse hiimedo.

10) Registrar el niimero de semillas germinadas, siguiendo el criterio de
germinacion con radicula mayor que 5 mm.

11) Posteriormente, realizar las pruebas definitivas utilizando un interva-
lo de concentraciones mds reducido (en serie geométrica), seleccionan-
do aquellos tratamientos en los que se observe un efecto adverso, para
insertar entre alguno de ellos este nuevo intervalo de concentraciones
(ejemplos:100, 50, 25, 12. 5, 6.25, 3.125%).

12) Elaborar la curva dosis-respuesta de las diferentes concentraciones
en un intervalo reducido y calcular los valores de CLgg, por medio del
método Probit.

Calculo de la Clgg

La CLgj se calcula utilizando el método de regresion Probit, también
conocido como método de unidades probabilisticas, que es usado para
evaluar la relacién de dosis-respuesta de un contaminante sobre un orga-
nismo, medida en términos de la concentraci6n letal media (CLgg) v su
precision o intervalo de confianza. Se asigna el valor Probit de tablas res-
pecto del porcentaje de mortalidad obtenido para cada concentracién o
tratamiento, incluyendo los valores-de cada una de las réplicas en el
andlisis de regresién. Los valores Probit se pueden consultar en el tra-
bajo de Finney (1971) sobre el analisis Probit o en libros de estadistica
en los que se aborden modelos de regresién (Rosner, 1990). ~

Efectuar el anilisis de regresi6n lineal entre la concentracién y la res-
puesta téxica, mediante el método minimos cuadrados. Utilizando los
valores obtenidos de la ecuacién de la recta, calcular la CLsg, conside-
rando el valor de mortalidad o efecto a 50% de individuos utilizados en
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cada lote o tratamiento (valor de Y). Calcular el intervalo de confianza
a95% por medio de la desviacién estdndar y el valor de tablas del esta-
distico de “t” de Student.

Interpretacién de resultados

El resultado es un valor virtual obtenido estadisticamente, en términos
de concentraci6n, ya sea en mg de HTP kg de suelo o de pg de algin
compuesto {ejemplo: HAP); en base seca, este valor se relaciona de
forma inversa con el potencial de toxicidad; es decir, una sustancia es
mas tOxica si requiere de una menor concentracién para producir la
letalidad o algiin otro dafio subietal. Para tal efecto se ha establecido
una clasificacién para asignar categorias de toxicidad en funcién de la
concentracién (tabla 7.1). .

Tabla. 7.1 Clasificaciton de la toxicidad en funcién de la concentracién.

Categorias de toxicidad en funcién ‘ ) Valor
de la concentracion
Extremadamente toxico <l mgkg
Altamente téxico 1a50mgkg’
Moderadamente toxico 50 a 500 mg kg™
Ligeramente toxico 0525gke”
Pricticamente atoxico 5-15gkg™
Relativamente i nocuo Misde 15 gkg™

Este valor se utiliza de forma comparativa con los valores obtenidos
de otras sustancias o mezclas y no se maneja como una constante bio-
logica, esperando una respuesta parecida bajo las mismas condiciones
de prueba. '

7.2. Prueba de crecimiento de plantas terrestres
y de alargamiento radicular

Introduccion
La fitotoxicidad generalmente se refiere a la manifestacién o aparicién
de una o més respuestas adversas o desfavorables en las plantas, resul-
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tado de la exposicién (por una o varias vias) a una sustancia toxica o
mezcla de ellas (Kapustka, 1998).

Comparado con los arboles y arbustos, las plantas herbaceas, especial-
mente los pastos, tienen caracteristicas de rapido crecimiento, cualidad
que las hace excelentes organismos de prueba para la evaluacién de los
parametros biométricos, asimismo pueden ser utilizados como puntos
finales de respuesta toxica (ISO 11269-1, 1994).

Método

Este método es aplicable para evaluar la fitotoxicidad de hidrocarburos
por la prueba de crecimiento en plantas terrestres (principalmente de tipo
herbdceas y hortalizas) y alargamiento radicular.

Esta prueba se realiza con la combinacién de los métodos OECD-208
(1984): Terrestrial plants, growth test y US EPA-OPPTS 850.4200 (1996):
Seed germination/ root elongation. Toxicity Test.

Fundamento

En algunas plantas los hidrocarburos forman una pelicula hidrofébica alre-
deder de la raiz, que impide la entrada de agua; esto provoca un estrés
hidrico que afecta algunas etapas de su crecimiento; ademas son vulnera-
bles a las sustancias téxicas con efectos negativos en los parametros
btométricos ya mencionados. Los efectos adversos en el crecimiento se pue-
den reflejar en la biomasa del tejido vegetal, ya sea del ejemplar completo
o de alguna estructura de interés.

Material, equipo y reactivos
+ Agrolita.

¢+ Diclorometano.

*+ Agua destilada.

+ Frascos de vidrio de 250 ml de boca ancha.
+ Balanza semianalitica.

+ Luxémetro,

+ Timer.

+ Parafilm.

+ Micropipetas (10-1 000 pL}).
* Regla o vernier.



168 Manual de técnicas de andlisis de suelos

+ Cdamara ambiental / incubadora.
*+ Higrémetro.
+ Balanza analitica.

Material biolégico '
Semillas certificadas de Allium cepa y Glycine max.

Solucicnes
Son las mismas que las reportadas en la seccion 7.1.

Procedimiento

1)Para realizar esta prueba se debe partir del intervalo de concentracio-
nes obtenidas de la prueba de toxicidad aguda (CLg,) de germinacion
de semillas (ver técnica descrita en la seccion 7.1) y aplicar concentra-
ciones similares o ligeramente por abajo de CLgy,.

2) Seleccionar y escarificar las semillas (accion de retirar la cubierta de
la semilla) con cloro al 5% {ver técnica descrita en la seccién 7.1),
durante 15 minutos; enjuagar con agua de la llave, 10 minutos, y al
final con agua destilada.

3) Colocar 10 g de material inerte (agrolita) en un frasco de vidrio de 250 mi
y humedecer con 30 ml de agua destilada, alcanzando aproximada-
mente 40% de humedad.

4) Adicionar 2 ml de cada una de las disoluciones preparadas del extrac-
to original preparado con diclorometano, en un intervalo de concen-
traciones amplio (en serie logaritmica, ejemplo 0.1, 1.0, 10, 100, 1 000),
distribuyendo de forma homogénea sobre la agrolita en toda la base
del frasco,

5) Como testigo positivo utilizar un frasco agregando 2 ml de diclorome-
tano o del solvente utilizado para la extraccién. Y como testigo negati-
vo adicicnar agua destilada.

6} Colocar 10 semillas por cada frasco de 250 ml, distribuyendo de tal
forma que se permita un adecuado crecimiento. Hacer tres réplicas
por tratamiento.

7) Incubar las semillas dentro de una cdmara ambiental controlada a
temperatura de 22+2°C y en total oscuridad hasta que 65% de las
semillas del testigo negativo hayan germinado.

8) Posteriormente, aplicar iluminacién con ldmparas de luz de dia
{30 pmolm™2/s1) y con un fotoperiodo de 16:8 luz/ oscuridad.
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9) Adicionar a las plantas diariamente 1 ml de agua destilada contenien-
do dimetil sulféxido al 0.5 %.

10) Realizar observacién diaria de las plantas y registrar anomalias {(deco-
loracion, necrosis de hojas, etcétera).

11) Después de 14 dias a partir de la germinacion se da por terminada
la prueba y se miden los pardmetros de crecimiento: biomasa, longi-
tud de tallo y raiz. Para determinar el peso de la biomasa en peso seco,
se debe secar el tejido en una estufa a 70°C por 24 horas y efectuar el
pesado en una balanza analftica.

12) De ser necesario, realizar las pruebas definitivas en un intervalo de
concentraciones més reducido.

13) Elaborar la curva dosis-respuesta de las diferentes concentraciones
en un intervalo reducido y calcular los valores de CEg {(concentracién
efectiva medjia), por el método Probit.

Célevlo de la CEsg

Se utiliza el método Probit, también conocido como método de unida-
des probabilisticas, que es usado para evaluar la relaci6n dosis-respues-
ta de un contaminante sobre un organismo, medida en términos de la
concentracién efectiva media (CEgp) y su precisién o intervalo de con-
fianza.

Efectuar el ciiculo de la misma manera que para la CLsp, de acuerdo
con la técnica descrita en la seccién 7.1

Interpretacion de resultados

La interpretacién de resultados de la CE5; se maneja en los mismos tér-
minos que la CLsg, es un valor virtual obtenido estadisticamente, en
términos de concentracién, ya sea en mg de HTP kg1 de suelo o de pg
de algtin compuesto (ejemplo: HAP); en base seca, este valor se relacio-
na de forma inversa con el potencial de toxicidad, es decir una sustancia
es més t0xica si requiere de una menor concentracién para preducir la
letalidad o algiin otro dafio subletal.

No se manejan valores de referencta por no ser una constante biolégica
y s0lo se puede interpretar en términos de comparacién, Es de gran valia
en el contexto de riesgo ambiental, la obtencién de los percentiles de 1, 5
y 10%, que permiten obtener niveles de efecto umbral; ademas, con la
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pendiente de la recta se puede estimar el margen de seguridad para el
téxico o contaminante en cuestion.

7.3 Prueba de toxicidad aguda con lombriz de tierra
{Eisenia foetida)

Introduccion

La contaminacién del suelo por hidrocarburos del petrdleo tiene un
efecto adverso sobre las comunidades de invertebrados del suelo, como
las lombrices de tierra, nemétodos, otros poliquetos y microartrépoedos.
En particular la lombriz de tierra ha sido utilizada en estudios en donde
se evaliia [a sobrevivencia, crecimiento y reproduccién.

Estos organismos son cosmopolitas en ambientes en donde se provee
suficiente humedad y adecuada temperatura, son vulnerables a la ma-
yoria de los factores que afectan este microecosistema, especialmente
aquellos asociados con la aplicacion de quimicos agricolas y residuos
dispuestos inadecuadamente (IS0 11268-1, 1993).

Método
Este método es aplicable para evaluar la toxicidad aguda de hidrocar-
buros en la lombriz de tierra (Eisenia foetida).

El bioensayo se realiza aplicando los métodos EPA 712-C-96-167-1996:
Earthworm subchronic toxicity test, y OECD-207-1984: Earthworm acute
toxicity test.

Fundamento

La exposicién de estos organismos a suelos y sedimentos contaminados
produce el contacto directo con su epidermis, lo que ocasiona un dafio
dérmico o la absarcién de téxicos por esta via, al grado de provocar la
muerte. La mortalidad en estos organismos es determinada por la falta de
movimiento en respuesta a estimulos tactiles definidos en su porcién final.
Otro aspecto con el que se determina la condicién de muerte es la tenden-
cia a la desintegracion rapida, queda como remanente del organismo una
mancha amarillenta. Los sintomas patolégicos previos son las lesiones
superficiales y la hinchazén de la porcion de intersegmentos o 4reas ulce-
radas en la epidermis.
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Materiales, equipo y reactivos

+ Papel filtro Whatman No. 1 o 40.
* Diclorometano grado HPLC.

*+ Apua destilada.

* Frascos de vidrio de 250 ml.

* Cajas de Petri de 210 mm,

+ Camara ambiental / incubadora.
+ Balanza semianalitica.

¢+ Balanza analitica.

¢+ Papel aluminio.

* Parafilm.

*+ Micropipetas (10-1 000 pl).

+ Pipetas serolégicas de 1, 5y 10 ml
+ Probetas de 50 y 100 ml.

+ Regla o vernier.

+ Higrémetro.

Material biolégico
Organismos adultos de la lombriz de tierra Eisenia foetida.

Soluciones
Ver técnica descrita en la seccién 7.1.

Procedimiento

Realizar pruebas preliminares o de tamiz con el extracto del suelo con-

taminado como se indica a continuacién:

1) Colocar discos de papel filtro Whatman niimeros 1 o 40 de celulosa den-
tro de cajas de Petri proporcionales al didmetro de la caja de 210 mm de
didmetro.

2) Colocar un control positivo agregando 1 ml de diclorometano grado
HPLC en una caja de Petri. Y un control negativo en el que se adicio-
na agua destilada en otra caja de Petri (ASTM E1976, 1997).

3) Adicionar 2 ml de cada una de las disoluciones que son preparadas
con diclorometano, a partir del extracto eriginal, en un intervalo de
por lo menos cinco concentraciones en serie logaritmica, (ejem. 0.1, 1.0,
10, 100, 1 000), distribuyendo de forma homogénea sobre papel filtro.

4) Dejar evaporar el disolvente por 10 minutos en una campana de
extraccién.
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5) Posteriormente agregar en la caja de Petri 1 ml de agua destiladay 0.5
de dimetil sulféxido al 0.5%, como vehiculo para disolver el téxico
adecuadamente para el organismo.

6) Colocar cinco lombrices en cada caja, los organismos deben estar pre-
viamente pesados y aclimatados por 24 horas, las cajas se incuban en
la oscuridad a 22+ 2°C y humedad relativa 505 %.

Nota: La especie Eisenia foetida que se selecciona para la prueba debe permanecer
dentro del rango de 300-450 mg y debe tener mds de seis semanas de edad.

7) Registrar los cambios morfoldgicos observados, asi como la mortali-
dad después de siete dias (considerando como muerto al organismo
que no responda a ningfin estimulo mecénico).

8) Adicionar 0.5 ml de agua destilada conteniendo DMSO0 al 0.5% , cada
48 horas, para evitar la desecacién del organismo.

9) Realizar las pruebas definitivas utilizando un intervalo de concentra-
ciones mds reducido (en serie geométrica), seleccionando aquellos
tratamientos en los que se observe un efecto adverso, para insertar
entre alguno de ellos este nuevo intervalo de concentraciones (ejem-
plo: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125%).

10} Elaborar la curva dosis-respuesta de las diferentes concentraciones
en un intervalo reducido y calcular los valores de CLgy, por medio del
método Probit.

Caleulo de ta Clgg
Ver técnica descrita en la seccién 7.1.

Interpretacion de resultados
Ver técnica descrita en la secciéon 7.1.
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Anexo

Comparacion de la eficiencia de extraccién de hidrocarbures:
Métodos Soxhlet / agitacién-centrifugacion

Debido a que los hidrocarburos que se encuentran en una matriz tan
compleja como el suelo no siempre pueden ser removidos facilmente
durante los procesos de extraccién, es necesario evaluar su eficiencia de
extraccién, para lo cual se usa generalmente un estandar interno.

Con base en el nimero de extracciones sucesivas que se realizan duran-
te el proceso de extraccién Soxhlet (seccién 5.2.1), se puede considerar
como uno de los métodos de extraccién con mayor eficiencia de recupe-
racién. Sin embargo, al utilizar este método se restringe el niimero de
muestras que se pueden analizar, tomando en cuenta el tiempo de ana-
lisis, el nimero de plazas disponibles por equipo ademés de la cantidad
de disolvente por utilizar. Por lo anterior, es importante analizar otro
tipo de extracciones basado en los posibles equilibrios de particién que
se pueden establecer al agitar una muestra de suelo finamente dividida
en un disolvente con alta turbulencia, como es el método de extraccion
agitacidn-centrifugacién propuesto en la seccién 5.2.2.

Se compar6 la eficiencia de extraccién de los dos métodos sefialados:
Soxhlet y agitacién-centrifugacién, utilizando como estindar interno
2-fluorobifenilo, de acuerdo con el siguiente procedimiento.

Para evaluar la eficiencia de extraccién por el método Soxhlet se traba-
jé con 5 g de una muestra de suelo sin contaminar, secada previamente
y homogeneizada, a la cual se le adicionaron 158 L de un estdndar de
2-flucrobifenilo con una concentracién de 2 000 mg kg, alcanzando
una concentracion de 63 mg kg1,

Para evaluar la eficiencia de extraccién por el método agitacién-centrifu-
gacion se tomaron 2 g de la muestra de un suelo sin contaminar, secada
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previamente y homogeneizada, se le adicionaron 63 pL del estandar de
2-fluorobifenilo con una concentracién de 2 000 mg kgl Alcanzando la
misma concentracién que en el caso anterior (63 mg kg1).

Para cada caso se procedi6é a realizar la metodologia descrita en las
secciones 5.2.1 y 5.2.2,

Se realiz6 un analisis cuantitativo de hidrocarburos en suelo por cromato-
grafia de gases (seccion 5.4.3) y espectroscopia de infrarrojo (seccion 5.4.2).

Los resultados se presentan en la tabla Al, donde se observa que la efi-
ciencia de extraccion del estandar 2-fluorobifenilo adicionado al suelo,
aun cuando no alcanza 100% de recuperacion, para el método Soxhlet
es de 88.6% mientras que para el método de agitacion-centrifugacion es
de 87.87%.

Tabla Al Eficiencia de extraccién del estindar 2-flucrobifenilo.

Extraccion Suelo sin Suelo con Estindar  Eficiencia de

~ estindar esténdar - enel extraccién
(mg kg™) (mgkg')  extracto (%)
(mg kg™ )
Soxhlet 0 63.0 5582 88.60
Agitacidon -

centrifugacion 0 63.0 54.92 87.87

Con los resultados obtenidos se puede concluir que el método de agita-
cién-centrifugacion puede utilizarse al igual que el método Soxhlet, con
la ventaja de manejar un mayor niimero de muestras, en menor tiempo
y utilizando una menor cantidad de disolvente.

También se compararon los métodos de cuantificacién de hidrocarbu-
ros: espectroscopia infrarroja y cromatografia de gases-FID. En la tabla
A2 se muestran los resultados correspondientes al promedio de cinco
extractos de un suelo contaminado con hidrocarburos obtenidos por
cada método de extraccién, cuantificados mediante cromatografia de
gases CG-FID y por espectroscopia de infrarroja (EIR).
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Tabla A2 Comparaci6n de las concentraciones promedio obtenidas para el suelo conta-

minado.
Tipo de extraccién Concentracitn promedio mg kg ' de suelo seco
CG-FID ‘ EIR
Extraccion Soxhlet 141 438 + 40 948 110336 = 59 458
Extraccion agitacion - 140 909 £ 23 667 139521 + 32 841

centrifugacion

La concentracién de hidrocarburos promedio de los cinco extractos del
suelo obtenidos por el método de extraccién Soxhlet cuantificada por CG-
FID fue 141 438 + 40 948 y por espectroscopia infrarroja 110 33 6 + 59 458,
mientras que por el método de extraccidén agitacién-centrifugacion
cuantificada por CG-FID fue 140 909 + 23 667 y por espectroscopia infra-
rroja 139 521 + 32 841 (tabla A2}. Es importante destacar que la concen-
tracién obtenida por el método de agitacion-centrifugacion ademas de
ser muy similar a la obtenida por extraccién Soxhlet, presenta una des-
viacion estdndar menor. Se debe sefialar que el método de cuantifica-
cién por espectroscopia infrarroja presenté una desviacién estandar
maés elevada que la obtenida por el método de CG-FID.

La eficiencia de extraccion del método agitacién-centrifugacién cuanti-
ficada por cromatografia de gases es de 99.63%. Lo que indica que este
método es excelente, va que nos reduce el gasto en solventes, asi como
el tiempo de extraccién, permitiendo el manejo de mas muestras.



APHA
API
ARN
ASTM
CE
CE50
cG
CG/EM

CG/FID
Cla
CIC
Clsp
co
coT
S
DCT
DMSO
DOF

E medido
E ref
Eh
EIC
EIR
EPA
FD
FDA
FH
FID
HDPE
HPA

. Siglas y abreviaturas

American Public Health Association

Analytical Profile Index

Acido ribonucleico

American Society for Testing and Materials
Concentracién del extracto (F)

Concentracion efectiva 50

Cromatografia de gases

Cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de -
masas

Cromatografia de gases/detector de 1omzac16n de flama
Analizador Capilar de Tones
Capacidad de intercambio catiénico
Concentracién letal 50

Carbono organico

Carbono organico total

Concentracion de Fe en suelo
Detectores de conductividad térmica
Dimetil sulféxido

Diario Oficial

Potencial redox medido en milivolts (F)
Potencial redox de referencia (F)
Potencial relativo al electrodo de hidrégeno (mV) (F)
Electroforesis ion capilar

Espectroscopia de infrarroja

Environmental Protection Agency

Factor de dilucién (F)

Food and Drug Administration

Factor de correccion de humedad (F)

Detector de ionizacién de flama

Recipiente de polietileno de alta densidad
Hidrocarburos policiclicos aromaticos
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HPLC Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién

HTPs Hidrocarburos totales del petréleo

INIA Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas
18O International Organization for Standardization
LOEC Low observed effect concentration

m.o. Materia organica

NACE National Association of Corrosion Engmeers
NMP Numero mas probable
NOEC No observed effect concentration

NRES Natural Resources and Environmental Sciences
OSWER  Office of Solid Waste and Emergency Response
PDA Papa-dextrosa-agar

Profepa  Procuraduria Federal de Protecc1on al Ambiente
SARH Secretarfa de Agricultura y Recursos Hidraulicos

SCD Detector de quimioluminiscencia

Semarnat Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
SI Sistema Internacional de Unidades

UFC Unidades formadoras de colonias

USEPA  U.S. Environmental Protection Agency
Us Gs U. 5. Geological Survey :



