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Evaluacion del Contenido de Diésel Presente en un Medio de Cultivo

Pindado Jiménez, O.; Pérez Pastor, R. M.2
36 pp. 18 refs. 16 figs. 20 tablas

Resumen:

Se presenta la optimizacion de un método analitico para determinar el contenido de diésel y la
composicion de las fracciones de hidrocarburos alifaticos y aromaticos presentes en un medio de cultivo
de microorganismos. Como parte de los ensayos de laboratorio, el analisis de estos parametros es
fundamental e indispensable para conocer el grado de descontaminacion que producen diferentes
microrganismos para eliminar diésel en procesos de biorremediacion. El analisis de la matriz involucra
etapas de extraccion y fraccionamiento basadas en la extraccion en fase solida y finalmente el analisis
cromatografico con detector de ionizacion de llama. Se han empleado métodos de disefio experimental y
el procedimiento ha sido validado.

Evaluation of Diesel Content in a Growth Medium

Pindado Jiménez, O.; Pérez Pastor, R. M.2
36 pp. 18 refs. 16 figs. 20 tables

Abstract:

Analytical method optimization to analyze diesel and several aliphatic and aromatic fractions present in
a growth medium of microorganisms are showed. As a part of laboratory assays, analyzing these
parameters is fundamental and indispensable to know decontamination accomplished by different
microorganisms to eliminate diesel in bioremediation processes. Analysis of the matrix involves
extraction and clean up steps based on solid phase extraction and finally a chromatograph analysis with
flame ion detector. It has used design methods and the procedure has been validated.
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SIGLAS Y ACRONIMOS

B(a)A: Benzo (a) antraceno.

B(a)Py: Benzo (a) pireno.

B(b)F: Benzo (b) fluoranteno.

B(ghi)Pe: Benzo (ghi) perileno.

B(k)F: Benzo (k) fluoranteno.

DBA: Dibenzo (ah) antraceno.

DCM: Diclorometano.

EC: Numero equivalente de carbono.

EPH: Hidrocarburos extraibles del petrdleo.
FID: Detector de ionizacion de llama.

GC: Cromatdgrafo de gases.

InPy: Indeno (123-cd) pireno.

PAHs: Hidrocarburos aromadticos policiclicos.
SPE: Extraccion en fase solida.

TPH: Hidrocarburos totales del petrdleo.
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1. INTRODUCCION

El uso de los derivados del petréleo estda muy extendido en la sociedad moderna, bien como
materia prima para sintesis de nuevos materiales o como combustible para la produccién de energia.
Uno de los derivados del petrdleo mas empleados es el diésel, debido a su utilizacion como
combustible en calefacciones y en motores de vehiculos. El uso de diésel como combustible genera
graves problemas de contaminacién atmosférica, principalmente por particulas y éxidos de
nitrégeno [1, 2]. A pesar de que actualmente esta es una de las mayores preocupaciones de la
utilizacion del diésel, el problema que genera su uso no queda reducido Unicamente en la atmosfera,
sino que de hecho es considerado uno de los contaminantes mas comunes en los suelos [3-5].

El diésel es una mezcla de hidrocarburos con una densidad ligeramente superior a la
gasolina, debido a que el diésel esta formado por una mezcla de hidrocarburos mas pesados que las
gasolinas. El diésel suele estar formado por una mezcla de hidrocarburos con un nimero de atomos
de carbono que oscila entre 10 — 15. En cuanto a su composicion, suele estar formado por un 75 %
de hidrocarburos saturados y un 25 % de hidrocarburos aromaticos.

Debido a que el diésel es una mezcla compleja de diferentes compuestos, las técnicas
cromatograficas actuales no disponen de la suficiente resolucién y por lo tanto no son capaces de
identificar completamente cada uno de sus componentes. Es por ello que se definen diferentes
parametros para expresar la concentracién total de hidrocarburos en matrices de interés
medioambiental. Entre los parametro mas empleados cabe destacar los hidrocarburos totales del
petréleo (TPH) o los hidrocarburos extraibles del petréleo (EPH).

En los ultimos afios se estan ampliando los estudios de TPH para poder considerar el
comportamiento, la evolucion en el medioambiente o la toxicidad mediante procesos de
fraccionamiento. Los hidrocarburos tienen propiedades fisicoquimicas similares, por lo que pueden
ser clasificados en grupos o fracciones [6]. EIl método de clasificacion mas empleado se basa en el
nuimero equivalente de carbono (EC) definido por la “Total Petroleum Hydrocarbons Criteria Working
Group (TPHCWG)”. Este método referencia los compuestos aromaticos y alifaticos en funcién de sus
puntos de ebullicion normalizados con respecto a una especie que se toma de referencia: el n-
hexano [7, 8].

Una de las alternativas mas empleadas para la recuperacion de suelos contaminados es la
biorremediacion. Este proceso se basa en la utilizacién de microorganismos, principalmente
bacterias debido a su elevada capacidad metabdlica, para degradar los hidrocarburos presentes en el
suelo y conseguir eliminarlos completamente o producir la biotransformacién a especies mas
biodisponibles y por tanto menos peligrosas para el medioambiente. Estas alternativas han sido
empleadas con éxito en numerosos emplazamientos [9-15].

Una de las lineas de investigacion mas importantes en el campo de la biorremediacién se

centra en estudiar como actuan los microorganismos. Dentro del empleo de bacterias para degradar
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hidrocarburos, es muy interesante conocer que fracciones de hidrocarburos son mas susceptibles a
ser degradadas por cada microorganismo, estudiando las biotransformaciones que se produzcan o
bien evitando la generacién de sustancias recalcitrantes.

Estos estudios requieren el desarrollo de nuevas metodologias analiticas capaces de
determinar los contenidos de diésel presentes a lo largo de los ensayos de laboratorio que se
realizan en medios de cultivo de microorganismos controlados. Un medio de cultivo de
microorganismos debe poseer todos los nutrientes necesarios para el crecimiento de los
microorganismos presentes. El medio de cultivo empleado a lo largo de este estudio se denomina
medio de cultivo minimo, ya que dispone de la menor cantidad de nutrientes necesario. Esta
formado por un medio acuoso con una mezcla de sales inorganicas que proporcionen los elementos
necesarios para la vida de los microorganismos, un extracto de levadura (0.005 %) y una fuente de
carbono para el crecimiento microbiano que en este caso particular es el diésel (1 %). Esta nueva
matriz es un reto analitico, y las metodologias actuales para determinar hidrocarburos deben ser
modificadas [16, 17].

El presente trabajo tiene como objetivo desarrollar un método de andlisis capaz de
determinar el contenido de diésel en un medio de cultivo con microorganismos. Se debera
determinar cuantitativamente que cadenas de hidrocarburos son degradadas en mayor medida,
minimizando los problemas analiticos que pueda generar la matriz. Para realizar esta optimizacion,
se partird de métodos de andlisis validados [18] y se empleard el disefio experimental para optimizar
las variables mas criticas. El ultimo paso en el desarrollo de la metodologia es realizar el estudio de
validacién con el fin de demostrar su viabilidad. La validacién consiste en la determinacion de
algunos de los principales pardmetros de calidad analiticos. En este estudio se determinardn la
linealidad, la precisién intermedia, repetitividad y recuperacién, asi como la capacidad de los

cartuchos SPE.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1.

2.2.

2.3.

INSTRUMENTACION.

Cromatdgrafo de gases Agilent 7820A con detector FID e inyector automadtico.
Distribuidor de vacio para SPE de 12 puertos [Agilent].

Bomba de vacio [Vacuubrand].

Vitrina.

Centrifuga [Ortoalresa digito 21].

Agitador Vortex.

Sistema de evaporacion con corriente de nitrégeno.

MATERIALES.

Columna cromatogrdfica de silice fundida HP5 (30 m longitud; 0,32 mm didmetro interno; 0,25
um fase estacionaria). N@ serie: USA540816H.

Cartuchos de fase normal Isolute sorbent EPH (25 mL /5 g).
Cartuchos de fase inversa Waters Sep-pak tC,s (6 mL/ 1 g).
Jeringas de 25, 50, 100, 250, 500, 1000 y 2500 uL [Hamilton y SGE].
Probetas de 10, 25, 50 y 100 mL.

Pipetas de 50 y 100 mL.

Vasos de precipitados.

Tubos de centrifuga de 50 y 100 mL.

Pipetas Pasteur.

Viales de vidrio de 1, 5, 10 y 20 mL.

Tubos de ensayo.

Adaptadores y tuberias de pldstico.

Soportes, nuez y pinza de laboratorio.

PATRONES, DISOLVENTES Y GASES.

Medio de cultivo minimo.
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10

= Diésel.

= Patron de hidrocarburos alifdticos. DRH-FTRPH-SET: disolucion de 500 ug-mL™ en hexano de n-
alcanos comprendidos entre octano y el tetracontano, mds fitano y pristano [Sigma Aldrich].

= Patrén de hidrocarburos aromadticos. PAH-Mix9: disolucion de 100 ug mL™ en ciclohexano [Dr.
Ehrenstorfer GMBH].

= Acetona, hexano, diclorometano y metanol de calidad cromatogrdfica [Aldrich].
" Agua desionizada.
= Sulfato de sodio anhidro [Merck].

= Gas helio (N50 / B50) como gas portador, gas hidrégeno (N50 / B50) como gas de combustion,
gas aire (N50 / B50) como gas de mezcla y gas nitrégeno (N50 / B50) como gas “make up” 'y
para la concentracion de los extractos.

2.4. PREPARACION DE PATRONES Y REACTIVOS.

A partir del patrén comercial de hidrocarburos alifaticos de 500 ug-mL" se preparan por

triplicado las disoluciones de calibrado. Los volimenes empleados estan recogidos en la Tabla 1.

Tabla 1: Disoluciones de calibrado de hidrocarburos alifdticos.

Disolucion Concentracion Patron (impar) Patrén (par) Volumen
(ug-mL") 500 pg-mL™ (uL) | 500 pg-mL™ (uL) hexano
200 ”

40 40

150 30 30 40
100 20 20 60
50 10 10 80
25 25* 75

5 5* 95

-1

*
o
Q
-
=
=]
S
=
(=]
o
=
()
3
-

A partir del patrén comercial de PAHs de 100 ug-mL’l se preparan por triplicado las

disoluciones de calibrado. Los volumenes empleados estan recogidos en la Tabla 2.

Tabla 2: Disoluciones de calibrado de hidrocarburos aromdticos policiclicos.

Disolucion 1

(ng'mL™) (uL) (nL)
1] 100 100 -
L » ] 80 80 20
L = 1 60 60 40
4] 40 40 60
5 | 20 20 80
6 | 1 5* 95

* Patrén 20 pg-mL™
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2.5. ANALISIS CROMATOGRAFICO.

Las muestras seran tratadas con el fin de disponer el diésel en un medio apolar, como es el

hexano, para realizar el andlisis cromatografico.

2.5.1. CONDICIONES DE OPERACION.

Para el andlisis del diésel se definen las condiciones éptimas de operacién. En la Tabla 3

presentan las condiciones cromatograficas utilizadas para el analisis.

Tabla 3: Condiciones de operacién del GC/FID.

INYECTOR
Liner: 5062-3587 Modo Splitless Temperatura: 250 2C  Presion: 10.744 psi
Volumen inyectado: 3 uL muestra + 0,2 pL aire

Columna: HP5 (30 x 0,32 x 0,25) Flujo: 2 mL min™

(1) Temp. 80 2C Tiempo 0 min.
(2) Rampa 7 2C min™ Temp. 200 eC Tiempo 0 min.
(3) Rampa 11 2C min™ Temp. 300 2C Tiempo 17 min.

DETECTOR

Temperatura: 325 2C Frecuencia: 20 Hz
Relacion gases H,: 30 mL min™* Aire: 400 mL min™ N,: 25 mL min™

se

‘2.5.2. IDENTIFICACION DE LOS HIDROCARBUROS ALIFATICOS Y AROMATICOS.

La identificacion de los compuestos alifaticos y aromaticos presentes en el diésel se realiza a

través de los tiempos de retencidn. Para establecer precisamente los tiempos de retencién de cada

compuesto se deben realizar varias inyecciones a lo largo de un periodo de 48 horas. Se define la

ventana de tiempo de retencién como el tiempo de retencidon promedio mas menos tres veces la

desviacion estandar. Los tiempos de retencidn para los compuestos estudiados en el momento de la

redaccién de este informe estdn recogidos en las Tablas 4y 5.

Tabla 4: Tiempo de retencidn de los hidrocarburos alifdticos (tg * 3s)

4,65 + 0,02 18,55+ 0,04 27,09 0,04
6,17 £ 0,02 19,65 £ 0,04 27,83£0,05
7,83£0,03 20,63+ 0,03 28,68 £ 0,06
9,53+0,03 21,52£0,03 29,68 0,06
11,204 0,04 22,35+0,03 30,86 + 0,08
12,82+0,04 23,11+0,03 32,26 £ 0,10
14,38 0,04 23,84+ 0,03 33,94+0,10
14,48 + 0,04 24,53+ 0,03 35,96 £ 0,10
15,87 £0,04 25,19+ 0,03 38,401 0,12
16,01 £ 0,05 25,82£0,03 41,361 0,15
17,29+0,04 26,43+ 0,03

11
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Tabla 5: Tiempo de retencion de los hidrocarburos aromdticos policiclicos (tz + 3s)

6,08 £0,12 19,34+ 0,11 25,82+0,13
10,48 + 0,09 19,91+0,11 27,81+0,36
11,07 £0,10 22,79+0,34 28,11+0,24
12,66 0,10 22,97 +£0,10 28,50+ 0,36
15,63 £ 0,31 25,06 +0,28
15,80+ 0,16 25,23 + 0,06

2.5.3. DEFINICION DE LOS RANGOS DE HIDROCARBUROS.

Se definen los rangos de hidrocarburos alifaticos en funcion del nimero de atomos de
carbono de la cadena alifdtica. En la Tabla 6 se definen los 5 rangos de hidrocarburos alifaticos. Cada
rango comienza 0,1 minutos antes de la elucién del primer hidrocarburo del rango y termina 0,1

antes de la elucién del primer hidrocarburo de siguiente rango.

Tabla 6: DEfInICIDI’I de los rangos de hidrocarburos allfat/cos

alifaticos (mln) (m|n)

>C 0-C

>Cy, - Cig 7,0 13,5
13,5 20,2
202 31,0
31,0 43,23

Para definir los rangos de hidrocarburos aromaticos se emplea el nimero equivalente de

carbono. En la Tabla 7 se presentan los resultados para los hidrocarburos aromaticos.

Tabla 7: Numero equivalente de carbono de los hidrocarburos aromdticos policiclicos.

P.E. P.E.
(eC)* Carbono (eC)* Carbono

11,69 26,37

270 12 15,06 448 18 27,41
277,5 12 15,50 481 20 30,14
295 13 16,55 481 20 30,14
339 14 19,36 495 20 31,34
340 14 19,43 536 22 35,01
375 16 21,85 524 22 33,92
360 16 20,80 525 22 34,01

* P.E: Punto de ebullicién.

Los rangos de hidrocarburos aromaticos definidos en funcion del EC estan recogidos en la
Tabla 8. Al igual que los hidrocarburos alifaticos, cada rango comienza 0,1 minutos antes de la
elucién del primer PAHs del rango y termina 0,1 antes de la elucidn del primer PAHs de siguiente

rango.
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Tabla 8: Definicion de los rangos de hidrocarburos aromdticos policiclicos.

aromaticos (min) (min)
4,0 6,5

6,5 12,5

12,5 20,0

20,0 27,0

27,0 42,23

‘2.5.4. CUANTIFICACION DE LOS RANGOS DE HIDROCARBUROS.

La cuantificacion de los rangos definidos se realiza utilizando factores de calibracién. Esta
técnica de calibracion es la recomendada para determinar la relacidn entre la respuesta del detector

FID y la concentracién de las especies analizadas.

2.5.4.1. FACTORES DE CALIBRACION PARA LOS HIDROCARBUROS ALIFATICOS.

Se preparan 6 disoluciones de hidrocarburos alifaticos, segun el punto 2.4 de este informe, y
se analizan todas las disoluciones de calibracién de acuerdo al punto 2.5.1. La disolucién de
concentracién mas baja y la disolucidn de concentraciéon mas elevada definen el intervalo de trabajo.

La expresion para calcular los factores de calibracién de los 5 rangos de hidrocarburos

alifaticos se muestra en la Ecuacion 1:

A
FC[Rango] = ZT
t

[Ecuacidn 1]

Donde A es el area del pico cromatogréfico y C, es la concentracién total inyectada en cada
rango. Esta no es igual en todos los rangos ya que cada uno de ellos incluye un niumero diferente de
compuestos. En la Tabla 9 se resumen las concentraciones inyectadas en los diferentes rangos para

cada disolucidn de calibracidn.

Tabla 9: Concentraciones de hidrocarburos alifdticos en las diferentes disolucidn de calibrado.

- Concentracién total de hidrocarburos inyectada (ug mL™)

n Dis. 1 Dis. 2 Dis. 3 Dis. 4 Dis. 5 Dis. 6
2 400 300 200 100 50 10
4 1800 600 400 200 00 20
7 1400 1050 700 350 175 35
14 2800 2100 1400 700 350 70
5 1000 750 500 250 125 25

13
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El tipo de integracidon que se realiza es a “linea base”. El factor de calibracion se calcula
como la media de los factores de calibracion obtenidos en las 6 disoluciones inyectadas. Los

resultados obtenidos estan recogidos en la Tabla 10.

Tabla 10: Factores de calibracidn de los rangos de hidrocarburos alifdticos.

Rango h.ld ?carburos FC RDS (%)
alifaticos

507.241
505975
287.752
333553 15

La Figura 1 muestra el cromatograma de un patrén de hidrocarburos alifaticos de 50 pg mL™.

(21N ) o) B OF ]

2

€32
c12 b

-
g
]
-

36

. J A

Figura 1: Cromatograma del patrén 4 de hidrocarburos alifdticos (50 ppm).




EVALUACION DEL CONTENIDO DE DIESEL PRESENTE EN UN MEDIO DE CULTIVO

2.5.4.2. FACTORES DE CALIBRACION PARA LOS HIDROCARBUROS AROMATICOS.

Se preparan las 6 disoluciones de hidrocarburos aromaticos descritas en el punto 2.4. El
intervalo de trabajo queda definido por la disolucion de concentracion mas baja y la disolucion de
concentracién mas elevada.

La ecuacién 1 recogia la expresion para calcular los factores de calibracidn de los 5 rangos
de hidrocarburos aromaticos, mientras que en la Tabla 11 se resumen las concentraciones

inyectadas en los diferentes rangos.

Tabla 11: Concentraciones de hidrocarburos aromdticos en las diferentes disoluciones de calibrado.

Concentracién total de hidrocarburos inyectada (pug mL™)
ango

n Dis.1  Dis.2  Dis.3  Dis.4  Dis.5  Dis.6
1 100 80 60 40 20 1
2 200 160 120 80 40 2
5 500 400 300 200 100 5
5 500 400 300 200 100 5
3 300 240 180 120 60 3

La integracién que se realiza es a “linea base”. El factor de calibracién se calcula como la
media de los factores de calibracion obtenidos en las 6 disoluciones inyectadas. Los resultados

obtenidos estan recogidos en la Tabla 12.

Tabla 12: Factores de calibracidn de los rangos de hidrocarburos aromdticos.

aromaticos
585.134
591.750
578.406
569.131
a20488

La Figura 2 muestra el cromatograma de un patrén de hidrocarburos aromaticos de 40 ug

w b~ B 01 b
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Figura 2: Cromatograma del patrdn 3 de hidrocarburos aromdticos (60 ppm).

2.5.5. CALCULO DE LAS CONCENTRACIONES EN LAS MUESTRAS.

La identificacién cuantitativa de los rangos de hidrocarburos en las muestras se realiza a

partir del area cromatografica y los factores de calibracion segun la Ecuacién 2:

c A
Rango —
g FC
[Ecuacidn 2]

La concentracidon de los rangos de hidrocarburos en las muestras de medio de cultivo

. . . -1 .2
acuosas se proporciona con una cifra decimal como mg L™, de acuerdo a la Ecuacidn 3:

Cr X Vi x 1073

VM C

Cyc(mg - L™1) =

[Ecuacion 3]

Donde Vi es el volumen (expresado en mL) en el que se disuelve la muestra para ser

inyectada en el GC/FID, y Vyc es el volumen (expresado Litros) del medio de cultivo.
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3. RESULTADOS.

3.1. OPTIMIZACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA.

|3.1.1. DISENO EXPERIMENTAL: METODO DE EXTRACCION.

Se parte de un método optimizado para el analisis de cadenas en muestras de agua. Para
optimizar el método, se prepararan diferentes muestras de medio de cultivo enriquecido con diésel.
Para hacer los ensayos, se realizara con alicuotas de 40 mL de medio de cultivo a las que se le ha
afiadido 40 pL de diésel.

Se utiliza un disefio de experimentos mediante el programa informatico Statgraphics. Se
configura una secuencia de experimentos con el fin de que produzcan la mayor informacién posible
sobre los factores escogidos y sus interacciones con el menor nimero de experimentos posible.

El primer paso es definir la variable respuesta, en nuestro caso sera el contenido de TPH
presente en el medio de cultivo, que serd el pardmetro a maximizar a lo largo de la secuencia de
experimentos. La concentracion de TPH total se ha establecido que varia entre 0 — 1000 ppm.

Los factores experimentales que variaran a lo largo del transcurso de los experimentos son
cuatro. Las variables que se evaluaran son:

B Porcentaje de acetona en la muestra (5 —20 %).
= Tiempo de secado (5 — 20 minutos).

" Elucion con un volumen de hexano (1 -5 mL).

= FElucion con un volumen de DCM (1 —5 mL).

Se debe escoger un disefio experimental con la mayor resolucién posible, capaz de estimar
los efectos principales y las interacciones entre dos factores, y el mayor nimero de grados de
libertad posibles. Para un disefio que evalla cuatro factores continuos se ha escogido un disefio
factorial con la maxima resolucién y 4 puntos centrales aleatorios, de este modo se realizaran un
total de 20 ejecuciones.

El modelo escogido considera la interaccidn de los cuatro factores y las interacciones entre

dos factores, de acuerdo a la Ecuacién 4.

YTPH = .80 + .BacetonaXacetona + .BtiempoXtiempo + BhexanoXhexano + BDCMXDCM
+ Bacetona—tiempoXacetonaXtiempo + Bacetona—hexanoXacetonaXhexano
+ Bacetona—DCMXacetonaXDCM + .Btiempo—hexanoXtiempoXhexano

+ Btiempo—DCMXtiempoXDCM + Bhexano—DCMXhexanoXDCM
[Ecuacion 4]

Una vez definido el experimento se realizan las 20 ejecuciones indicadas y se evaltan los

resultados. En la Tabla 13 se presentan los resultados obtenidos.
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Tabla 13: Caracteristicas y resultados de las ejecuciones del modelo para opt/m/zar el método de extraccion.

Ejecucion Acetona Tiempo Hexano
experimento (%) (mln) (mL) (mL) (ppm)

o : :

e 20 5 5 1 152
R 20 20 1 5 474
[ 4 IV 12,5 3 3 328
e 20 20 5 5 429
[ 6 EEEVY 12,5 3 3 377
5 20 1 5 580
R 20 1 1 359
T 125 12,5 3 3 429
[ 10 | 20 1 5 356
e 5 1 5 452
5 5 1 1 437
[ 13| 5 20 5 1 682
R 5 5 5 5 494
20 5 5 153
N 5 5 5 1 558
20 20 1 1 109
5 20 1 1 598
[ 19 | 20 20 5 1 491
I 15 12,5 3 3 273

Segun los resultados del disefio experimental, los 4 factores tienen diferentes
contribuciones al contenido de TPH. El diagrama de Pareto muestra que el contenido de acetona
tiene una contribucion negativa mientras que los otros tres factores son positivos. La representacion
grafica de los efectos principales (Figura 3) nos muestra que al aumentar el contenido de acetona en
la muestra, la recuperacién el nivel de TPH disminuye drasticamente. Contrariamente, al aumentar el
tiempo de secado, el valor de TPH aumenta considerablemente, mientras que el contenido de
hexano y DCM afecta en menor medida al contenido de TPH, aunque en ambos casos tienen una

contribucién positiva.

[y
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Grafica de Efectos Principales para TPH

e

Contenido Acetona Hexano
Tiempo secado DCM

540

500

460

420

TPH

380

340

300

Figura 3: Grdfica de efectos principales del disefio experimental para el andlisis del TPH en un medio de cultivo.

Es destacable la interaccidon entre los dos disolventes organicos empleados en la elucidn.
Segln se aprecia en la Figura 4, si el volumen de hexano usado en la elucién es bajo, para aumentar
el contenido de TPH es necesario aumentar el volumen de DCM. Se debe a que con un volumen bajo
de hexano no se recupera todo el diésel adsorbido en los cartuchos de SPE. Sin embargo, si el
volumen de hexano para realizar la elucién es alto, al aumentar el volumen de DCM se produce una
disminucién del TPH. Esta circunstancia se debe a que se genera un mayor volumen de disolvente
organico que tiene que ser concentrado posteriormente, por lo tanto aumenta el tiempo de

concentracién y por consiguiente aumentan las pérdidas por volatilidad.

Grafica de Interaccién para TPH

480 - 7

450 Hexano=5,0 Hexano=1,0 —

420 - .

TPH

390 - Hexano=5,0 7]

360 - .

Hexano=1,0
330 ]
1,0 5,0
DCM
Figura 4: Grdfica de interaccidn de los factores volumen de hexano y volumen de DCM para la elucidn.

El modelo ha sido ajustado de acuerdo con las 4 variables estudiadas. El modelo explica el
80 % de la variacidn de la respuesta estudiada. En la Figura 5 se representa la superficie de respuesta

estimada por el modelo.
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20

Superficie de Respuesta Estimada
Hexano=5,0,DCM=1,0

TPH
I 300,0
400,0
[ 500,0
800 600,0
N 700,0
600
T 400
=
200
Contenido Acetona
Superficie de Respuesta Estimada
Contenido Acetona=5,0,Tiempo secado=20,0
. TPH
. 300,0
g 400,0
[ . 500,0
600,0
800, - . = 7000
600 ]
T 400 ]
(=
200 ]
4 5
0 R 3
0 1 1
2 3 4 5 0 DCM
Hexano

Figura 5: Superficie de respuesta obtenida en el desarrollo experimental para el andlisis del TPH.

De acuerdo al modelo, las condiciones éptimas para determinar el contenido de diésel en

un medio de cultivo con el método propuesto son las siguientes (Tabla 14).

Tabla 14: Condiciones dptimas para determinar el contenido de diésel en un medio de cultivo.

Contenido acetona 5% 20 % 5%

5 minutos 20 minutos 20 minutos
Volumen hexano 1mL 5mL 5mL
Volumen DCM 1mL 5mL i1mL

|3.1.2. DISENO EXPERIMENTAL: METODO DE LAVADO.

Debido a las caracteristicas de las muestras analizadas, parte del diésel contenido en un
medio acuoso tiende a quedarse sobre las paredes de vidrio que lo contiene. Es por ello que los
métodos de lavado son necesarios para aumentar la recuperacién en los analisis de hidrocarburos en
medios acuosos.

Del mismo modo que en el punto anterior se utiliza el disefio de experimentos mediante el
programa informatico Statgraphics.

Para hacer las pruebas, se realizara con alicuotas de 20 mL de medio de cultivo a las que se

le ha afiadido 20 pL de diésel. De acuerdo al método de extraccidon optimizado en punto 3.1.1.se
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afnade el 5 % de acetona (1 mL). Las muestras se agitan y se realiza su analisis segun el procedimiento
anteriormente descrito.

La variable que se maximizara a lo largo de la secuencia de experimentos sera el contenido
de TPH que queda en el material de vidrio que contenia la muestra una vez que ésta ha pasado por
los cartuchos de SPE. La concentracion de TPH total se ha establecido que varia entre 0 — 1000 ppm.

Los factores experimentales que variaran a lo largo del transcurso de los experimentos son
tres. Las variables que se evaluaran son:

= Volumen de Acetona en el lavado: 0 — 5 mL.
®  Volumen de Hexano en el lavado: 0 — 5 mL.
= Volumen de DCM en el lavado: 0 — 5 mL.

Para el disefilo experimental que evalle tres factores continuos se ha escogido un disefio
factorial con la maxima resolucion y 2 puntos centrales aleatorios, de este modo se realizardn un
total de 14 ejecuciones.

El modelo escogido considera la interaccién de los tres factores y las interacciones entre dos

factores, de acuerdo a la siguiente Ecuacién 5.

YTPH = [”o + ﬁacetonaXacetona + ﬁhexanoXhexano + ﬁDCMXDCM + ﬁacetona—hexanoXacetonaXhexano
+ ﬁacetona—DCMXacetonaXDCM + ﬁhexano—DCMXhexanoXDCM

[Ecuacion 5]

Una vez definido el experimento se realizan las 14 ejecuciones indicadas y se evaltan los

resultados. En la tabla 15 se presentan los resultados obtenidos.

Tabla 15: Caracteristicas y resultados de las ejecuciones del modelo para optlmlzar el método de lavado.

Ejecucion Acetona Hexano
experimento (mL) (mL) (mL) (ppm)

—— ;

R 2.5 5 0 191
R 0 0 5 209
| 4| 2.5 0 0 128
[ 5] 0 5 5 171
[ 6 | 5 0 5 160
R 5 5 5 153
[ 9| 5 5 0 203
25 25 25 172
e 25 0 5 234
R 0 5 0 192
25 25 25 153
R 2.5 5 5 211
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Segun los resultados obtenidos por el disefio experimental las variables volumen de hexano
y volumen de DCM afectan de forma positiva al contenido de TPH medido, mientras que la cantidad

de acetona tiene un efecto negativo en el contenido de TPH.

Grafica de Efectos Principales para Concentracion TPH

Concentracién TPH
o
8
T

0,0 50 0,0 50 0,0 50
Acetona Hexano DCM

Figura 6: Grdfica de efectos principales del disefio experimental para el método de lavado.

La interaccidén entre los factores volumen de hexano y volumen de DCM ha sido asignada
como el factor con mas peso en el modelo. Se aprecia que cuando el volumen de hexano empleado
para lavar es minimo, el aumento del volumen de DCM mejora considerablemente el TPH medido
gracias a la etapa de lavado. Sin embargo, cuando el volumen de hexano empleado en el lavado es
maximo, el empleo de DCM no mejora los resultados, sino que incluso baja ligeramente debido a

posibles pérdidas a lo largo del proceso de concentracién, como se explicd anteriormente.

Grafica de Interaccion para Concentracion TPH

240

200 Hexano=5,0 He xano=0,0

Hexano=5,0
160
120

80

Concentracion TPH

40 Hexano=0,0

0,0 5,0

DCM
Figura 7: Grdfica de interaccidn de los factores volumen de hexano y volumen de DCM para el lavado.

El modelo ha sido ajustado de acuerdo con las 3 variables estudiadas y la interaccién entre
el volumen de hexano y volumen de DCM. El modelo propuesto explica el 76 % de la variacién de la

respuesta estudiada. En los siguientes graficos se representa la superficie de respuesta estimada por

el modelo para los tres factores estudiados.
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Figura 8: Superficie de respuesta obtenida en el desarrollo experimental para el método de lavado.

De acuerdo al modelo, las condiciones dptimas para el lavado empleado para determinar el

contenido de diésel en un medio de cultivo se recogen en la Tabla 16.

Tabla 16: Condiciones dptimas para el lavado del material de vidrio.

0mL 5 mL omL
0mL 5 mL 5 mL
0mL 5 mL 1 mL

3.2. METODO DE ANALISIS.

De acuerdo con los dos disefios experimentales realizados, el método propuesto para
analizar el contenido de diésel en un medio de cultivo con microorganismos quedaria seguin el

diagrama de la Figura 9.
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e - ] N
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Figura 9: Esquema del método de andlisis del diésel en un medio de cultivo de microorganismos.

Se procede a tomar 50 mL del medio de cultivo con una pipeta, que se deposita en un tubo
de centrifuga. A continuacion, la muestra acuosa debe acondicionarse mediante la adicidon de un

disolvente organico con lo que se modifica la polaridad de la matriz y se favorece la disolucién de los
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hidrocarburos presentes. Para ello se debe afiadir 2,5 mL de acetona. Para eliminar los
microorganismos presentes en la muestra, se debe centrifugar durante 4 minutos a 2500 rpm.

Todo el material de vidrio que esté en contacto con la muestra debe de lavarse para
minimizar las pérdidas de hidrocarburos durante el analisis, ya que estos compuestos tienden a
quedarse adsorbidos sobre la superficie de los materiales que los contienen. El proceso de lavado
consiste en afiadir 5 mL de hexano y 1 mL de DCM, para a continuacién afiadir sulfato de sodio
anhidro para eliminar trazas de agua. La mezcla de disolventes organicos se recoge en tubos de
ensayo hasta su utilizacién

Los cartuchos de SPE deben activarse antes de su empleo. La etapa de activacion consiste
en hacer pasar un disolvente organico fuerte, como minimo 2-4 veces el volumen del lecho. Para los
cartuchos empleados [Waters sep pak tC;s (6 mL / 1g)] 10 mL de MeOH son suficientes para activar
completamente el adsorbente. Una vez activado, se debe proceder a equilibrar del cartucho y para
ello se hacen pasar 10 mL de la mezcla agua/MeOH al 5 %. Para activar y acondicionar los cartuchos
se aplica vacio (presion 150 — 200 mmHg). A continuacidn, y sin dejar secar el adsorbente, comienza
la etapa de carga de la muestra. En la parte superior del cartucho se acopla un adaptador y una
tuberia de teflon que se introduce en la muestra. Se conecta la bomba de vacio y comienza a pasar la
muestra a un caudal constante de 5 mL min™. La cuarta etapa consiste en secar el adsorbente. Esta
etapa es fundamental para mejorar el rendimiento de la extraccion. Para ello se hace pasar aire
durante 20 minutos mediante la aplicacion de vacio (presion 400 mmHg). La Ultima etapa consiste en
eluir la muestra retenida. Para ello se hace pasar 5 mL de hexano y 1 mL de diclorometano. Se aplica
una ligera presién para obtener un caudal de 1 mL min™. En la Figura 10 se presenta el esquema del

procedimiento de extraccién en fase sélida.

12 ACTIVACION 22 ACONDICIONAR 32 CARGA 42 SECADO 52 ELUCION

10 mL MeOH 10 mL Agua/MeOH 5% Muestra (5 mL/min) Aire (20 minutos) 5 mL hexano + 1 mL DCM

3 3 > 3 3
2 > > > >

Figura 10: Esquema de la SPE de los cartuchos Waters Sep-pak tCis.

El eluato y el disolvente organico del lavado se juntan para seguir con el procedimiento de
analisis. Para evitar las trazas de agua es necesario anadir sulfato de sodio anhidro a la mezcla.
Finalmente, se concentra con nitrégeno hasta 1 mL de hexano y se procede a su fraccionamiento.

El fraccionamiento se realiza mediante el empleo de los cartuchos de SPE de fase normal
Isolute (25 mL/ 5 g). Estos cartuchos deben activarse antes de su empleo, y para ello se hacen pasar
30 mL de hexano. A continuacidn, y sin dejar secar el adsorbente, comienza la etapa de carga de la
muestra. Esta consiste en depositar la muestra, disuelta en 1 mL de hexano, en la parte superior del
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lecho. Por gravedad la muestra se introduce en el cartucho. La etapa de elucidén consiste en afiadir
12 mL de hexano. Este disolvente pasa a través del cartucho y se recogen en un vial marcado como
fraccién alifatica. El volumen de hexano es critico, ya que un exceso de hexano puede producir la
elucion de los compuestos aromaticos. Una vez recogida la primera fraccidn y sin que se haya secado
el lecho del cartucho, se afiaden 20 mL de diclorometano, que se recogen en un vial marcado como
fraccién aromatica. El fraccionamiento se realiza sin necesidad de aplicar presién. Por gravedad los
disolventes pasan a través del cartucho, a una velocidad de 2-3 mL min™. En la Figura 11 se presenta

el esquema del procedimiento de extraccion en fase sélida.

12 ACTIVACION 22 CARGA 32 ELUCION 42 ELUCION
[ [ [m 3 [ 3 [ 3 (= =l
30 mL Hexano 1 mL Muestra 12 mL Hexano 20 mL DCM
> c J) (S : )| — >
* L]

Figura 11: Esquema del fraccionamiento del diésel mediante cartucho Isolute EPH.

3.3. CAPACIDAD DE CARTUCHOS SEP-PAK PARA EL DIESEL.

Se determina la capacidad de los cartuchos Sep-pak para retener el diésel presente en un
medio de cultivo de microorganismos. La capacidad de un cartucho se define como la cantidad de
analito, en este caso diésel, que puede retener el adsorbente sin que se llegue a la saturacion de
éste. Para estudiar la capacidad del cartucho se hacen pasar cantidades mayores de diésel
manteniendo constante el volumen del medio de cultivo.

Las muestras que se analizaran tienen una concentracion tedrica de diésel en el medio de
cultivo en torno a 1000 ppm. Para realizar el estudio de capacidad se analizaran alicuotas de medio
de cultivo de 50 mL segun el procedimiento optimizado a las que se les afadiran diferentes
cantidades de diésel. Las alicuotas y la concentracion de cada una de los ensayos que se van a

realizar estan definidas en la Tabla 17.
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Tabla 17: Alicuotas analizadas para determinar la capacidad del cartucho Sep Pak.

(mL) (ml-) ul-) (ppm)

100
50 2.5 10 200
50 2.5 25 500
50 2.5 50 1000
50 2.5 100 2000
50 2.5 250 5000
50 2.5 500 10000

Para determinar la capacidad de los cartuchos, Unicamente se analizara la muestra que se
haya eluido de los cartuchos, sin incluir los lavados. Sin embargo como se ha podido ver
anteriormente las recuperaciones oscilaran ya que una parte del diésel queda sobre las paredes de
vidrio y no entra por el cartucho de SPE. Se estima que un 20 % del diésel se recoge en los lavados.

Para calcular la capacidad se representa la recuperacién obtenida en cada caso respecto al
compararlo con un patrén de diésel que no ha pasado por la columna. En la Figura 12 se presentan

los resultados.

Capacidad cartucho Sep-pak para Diesel
e==g=== Capacidad === |ineal (Capacidad)

80% -

c
8
8 40% -
[}
s
3 20% - y = 7E-05x + 0,5553
« R? = 0,0244
0% . . . . . .
0 100 200 300 400 500 600

Volumen Diesel (uL) en 50 mL de medio de cultivo

Figura 12: Capacidad del cartucho Sep.pak para retener diésel.

Se observa que la recuperacién oscila entre el 50 — 70 %, debido a que no se han incluido los
resultados de los lavados. Sin embargo si se aprecia que la recuperacién no disminuye con la
cantidad de diésel que pasa por el adsorbente, lo que indica que no se ha llegado a la capacidad del
cartucho. Se representa la regresién entre las dos variable y no se aprecia una disminucion de la
recuperacién con el aumento de la cantidad de diésel. Se puede concluir que capacidad del cartucho

Sep-pak para determinar diésel en un medio de cultivo es superior a 10000 ppm.
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3.4. FRACCIONAMIENTO.

Uno de los objetivos del trabajo consiste en determinar qué fracciones de hidrocarburos,
presentes en el diésel, son degradadas y en qué proporcidn al utilizar microrganismos. Para ello en
primer lugar se debe determinar la composicidn del diésel empleado. Por normal general el diésel
estd compuesto por % parte por hidrocarburos saturados y % por hidrocarburos aromaticos.

Para determinar la composicién del diésel se procede a realizar el fraccionamiento de 4
alicuotas de diésel, con una concentracién de 1000 mg/L en hexano, segun el procedimiento descrito
en punto 3.2.

Una vez realizado el fraccionamiento del diésel, se procede a analizar las diferentes cadenas
que lo componen. En las Figuras 13 y 14 se representa la composicion de las fracciones de

hidrocarburos en funcién del nimero de 4tomos de carbono.

Cadenas de compuestos alifaticos en Diesel

m>C10-C12 m>C12-Cl6 m>Cl6-C21 m>C21-C35 m>C35

11% 0% 16%

Figura 13: Distribucién de cadenas de hidrocarburos alifdticos presentes en el diésel.
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Cadenas de compuestos aromaticos en Diesel

m>C10-C12 m>C12-Cl6 m>Cl6-C21 m>C21-C35 m>C35

3%4%

Figura 14: Distribucidn de cadenas de hidrocarburos aromdticos presentes en el diésel.

La fraccion alifatica estda compuesta principalmente por hidrocarburos volatiles, mas de 50%
esta formado por compuestos con menos de 16 dtomos de carbono. Los compuestos de mas de 21
atomos de carbono solo representan el 10 % del diésel. En cuanto a la fraccion aromatica, que
representa Unicamente el 20 % del diésel, solamente el 25 % estd compuesto por hidrocarburos con
un numero equivalente de carbono inferior 16, mientras que el 40 % esta formado por hidrocarburos

mas pesados, con nimero equivalente de carbono superior a 21.

3.5. VALIDACION

3.5.1. LINEALIDAD

La linealidad ha sido evaluada mediante el uso de los factores de calibracidn, los cuales
determinan la relaciéon entre la sefial del detector y la concentracién de analito inyectada. Para
determinar la linealidad se ha inyectado por triplicado, seis disoluciones de hidrocarburos alifaticos y
seis disoluciones de hidrocarburos aromdticos a diferentes concentraciones. Los factores de
calibracién son calculados como la relacién entre el drea del pico cromatografico y la concentracién
inyectada.

En la Tabla 18 se presentan los factores de calibracidon obtenidos, asi como la desviacién
estandar relativa. La concentracidn mas baja y la concentracion mas alta definen el intervalo de

trabajo donde la sefial del detector es lineal.
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Tabla 18: Linealidad para el andlisis de hidrocarburos en un medio de cultivo.

Inicio linealidad Fin linealidad
Rango g _ FC RDS (%,
(ug mL™) (ug L") -

25 150 507.241 3
25 200 507.809 6
25 200 509.975 5
25 200 487.752 5
25 100 333.553 15
20 100 585.134 4
20 100 591.750 5
20 100 578.406 4
20 100 569.131 4
20 100 420.488 3
. TtH [ 2 ] 20 | 4823 [ 3 |

|3.5.2. RECUPERACION.

Se realiza un estudio de recuperacion del método de andlisis optimizado para cuantificar el
contenido de diésel en un medio acuoso de cultivo. Este estudio consiste en analizar 8 alicuotas de
20 mL de medio acuoso enriquecidas con 20 pL de diésel segun el procedimiento en diferentes dias.

Los resultados obtenidos para las ocho alicuotas son comparados con muestras de diésel de

Tabla 19: Recuperacion obtenida en el andlisis de 8 alicuotas de muestra marcadas con diésel.

I T | ©® | () | @ | () | Media_
61 57 72 64 61

>Cio-Ca2 43 58 63 70

>Cy—Cy6 57 69 68 71 67 79 69 79 70
> Ci6—Co 62 72 71 75 69 81 70 81 73
>Cy1—Cas 64 74 72 76 70 82 71 83 74

> C35

123 121 120 116 121 122 107 118 119
o6 e 71 e 79 e 79 70

Se observa que la recuperacion es ligeramente mas baja para los compuestos mas volatiles,
debido a las pérdidas que se producen a lo largo del proceso de tratamiento de muestra,
principalmente durante la etapa de concentracién bajo una ligera corriente de nitrégeno.

El estudio estadistico del conjunto de datos ha demostrado que provienen de una
distribucion normal y que no existen valores aberrantes. La Figura 15 representa el diagrama de caja
y bigotes de la recuperacidon de TPH, mientras que la Figura 16 representa la grafica de posibles

valores aberrantes.
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Figura 15: Diagrama de caja y bigotes de la recuperacion de TPH en muestras de medio de cultivo.

Grafica de Aberrantes con Limites Sigma
Media de la muestra = 0,69625, desviacion estd. = 0,0713017
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Figura 16: Grafica de valores aberrantes para la recuperacion de TPH.
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De acuerdo al estudio estadistico puede establecerse con un 95 % de confianza que la
recuperacién obtenida al aplicar el método propuesto para determinar el contenido de diésel en un
medio de cultivo de microorganismos se encuentra comprendida entre el 64 — 75 % con una

desviacion estandar de entre 5 — 14 %.

3.5.3. PRECISION.

Para validar un procedimiento analitico existen diferentes medidas de la precisidn, siendo
las dos mas importantes la repetitividad y la precisién intermedia.

Para realizar el estudio se han preparado alicuotas de medio de cultivo marcadas con 1000
mg L™ de diésel. La repetitividad se calcula como la desviacion estandar relativa obtenida al inyectar
consecutivamente 4 alicuotas de medio de cultivo. Por otro lado, la precision intermedia se
establece como la desviacidon estandar relativa obtenida al analizar a lo largo de una semana 11
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alicuotas de medio de cultivo enriquecidas con 1000 mg L™ de diésel. Los resultados de repetitividad

y precisién intermedia estan resumidos en la Tabla 20.

Tabla 20: Repetitividad y precision intermedia del andlisis de diésel en un medio de cultivo.

Rango Repetitividad (n=4) Precision intermedia (n=11)
Hidrocarburos RDS (%) RDS (%)
__

>C1p—Cye

__

>Cy; —C3s

__
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4. CONCLUSIONES.

Se ha procedido a la optimizacidn de un método analitico para determinar el contenido de
diésel y la composicion de hidrocarburos alifaticos y aromaticos en un medio de cultivo con
microorganismos.

El método desarrollado sera aplicado en el seguimiento de varias pruebas de laboratorio
que tienen como objetivo determinar el grado de degradacion de diésel que tienen diferentes
bacterias. Asi mismo, el método optimizado permitird determinar que fracciones de hidrocarburos
alifaticas o aromaticas son degradadas por cada microorganismo.

El método de anélisis del diésel en el medio de cultivo se basa en una extraccién en fase
sélida empleando adsorbentes de fase inversa, un fraccionamiento con adsorbentes de fase normal
y una ultima etapa de analisis mediante GC-FID.

Para realizar la optimizacién de la metodologia se ha partido de un método validado para
analizar hidrocarburos en agua. Se ha aplicado un disefio experimental con el objetivo de maximizar
la recuperacion de diésel a lo largo de la etapa de extraccidon y el proceso de lavado del material.

Se ha evaluado la capacidad de los cartuchos empleados para la extraccion de diésel
presente en un medio de cultivo. La capacidad ha demostrado ser superior a 10 000 mg LY por lo
que el método propuesto puede ser aplicado satisfactoriamente en los ensayos propuestos.

La viabilidad del procedimiento ha sido demostrada mediante un estudio de validacién. Se
han establecido varios parametros analiticos como la linealidad, la recuperacién, repetitividad y la
precision intermedia.

Se ha establecido con un 95 % de confianza que la recuperacion obtenida al aplicar el
método propuesto para determinar el contenido de diésel en un medio de cultivo con
microorganismos se encuentra comprendida entre el 64 — 75 % con una desviacién estandar de
entre5-14 %

La repetitividad calculada es inferior al 3 %, mientras que la precision intermedia se ha

establecido con valores de RDS inferiores al 8 %.
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