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Resumen

La introduccién de petrdleo por diferentes rutas constituye una de las formas
mis frecuentes de contaminacién marina en el mundo. Las distintas maneras en las que
los componentes del crudo entran a los ecosistemas marinos incluyen la descarga de
aguas residuales, provenientes de dreas industriales y urbanas principalmente; las
actividades que involucran la explotacion y el transporte del petrdleo asi como de sus
derivados, los derrames accidentales, la ruta atmosférica, y la exploracion y produccion,
que son también contribuyentes importantes.

Los derrames de petroleo sobre la superficie de los cuerpos de agua limitan el
intercambio gaseoso, que a su vez provocan un decremento en la fotosintesis del
fitoplancton, en la respiraciéon y el crecimiento del zooplancton, y mata o causa
anormalidades en el desarrollo de muchos organismos acudticos. Debido a estos efectos,
se han desarrollado estrategias de control para limitar los impactos, entre ellas destacan
la contencién y recuperacion mediante el uso de bombas, la combustion y la aplicacion
de dispersantes. En cada caso, se deberd considerar para una buena eleccion las
caracteristicas del derrame y la topografia de la zona.

Los dispersantes incrementan el area superficial del petrleo, lo que favorece el
ataque microbiano y la migracién de las micelas de petrdleo y sus derivados a través de
la columna de agua. Sin embargo, inicialmente, las substancias utilizadas tuvieron
efectos tdxicos sobre el proceso microbiano, retardando la tasa de descomposicion del
petréleo. Debido a que no se conoce con exactitud el efecto que los dispersantes tienen
sobre el proceso de degladaclén de los hidrocarburos, en este estudio se planteé como
objetivo el identificar si la presencia del dispersante comercial Corexit 9500° favorecia
la degradacién de los compuestos alifdticos y aromaticos una vez que se depositaban en
el sedimento. Para el experimento, se utilizé sedimento que presentaba un ligero
enriquecimiento de los compuestos que se estudiaron, con la finalidad de que la posible
comunidad bacteriana pudiera estar presente para realizar el proceso de degladaclon de
los compuestos

Los resultados sugleren que la degradactén de la fraccion alifitica no se ve -
favorecida por la presencia del dispersante, ya que este procesn se desarrollé de la
misma forma en el tratamiento que no contenfa al Corexit 9500°, en ambos casos se
identificd que los compuestos que presentaron una disminucién en su concentracién
fueron los hidrocarburos de catorce hasta dieciocho carbonos. Su decaimiento parece
seguir un comportamiento que se ajusta a uno de ‘tipo logaritmico y
exponencial. Adicionalmente, el petrdleo utilizado contenia 4 compuestos aromaticos
identificables por cromatografia, y al igual que en la fraccion alifitica, se observd que
su degradacién no fue inhibida con la presencia del dispersante, por el conirario, es
mayor en el tratamiento que contiene inicamente combustible. Las ecuaciones que se
identificaron para explicar el tipo de decaimiento fueron del tipo lineal y logaritmica,
alcanzando para el compuesto Benzo(a)antraceno un 88 por ciento de remocion, con
respecto a su concentracion inicial. Estos datos muestran que es importante investigar el
efecto del dispersante una vez asociado con el combustible, sobre los microorganismos
presentes en la columna de agua, a diferentes concentraciones y en diversos ambientes
para asegurar que los diferentes dispersantes no resultardn en efectos negativos sobre
organismos y ecosistemas.
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1.0 Introduccion.
1.1.  Caracteristicas y composicién del petréleo y sus derivados,

El término petrdleo proviene del latin petro oleum, cuyo significado es “Roca de
Aceite”. El petréleo es una mezcla compleja de diversos componentes, de los cuales se
considera comio principales a los hidrocarburos. Los hidrocarbures son compuestos
formados principalmente por atomos de carbono e hidrégeno, de gran abundancia en la
naturaleza y son considerados como una mezcla compleja de gases, liquidos y sélidos,
existiendo cantidades trazas de njtrdgeno, oxigeno y azufre, ademds de contener
compuestos de hierro, niquel, vanadio y otros metales. (Bojes et al., 2007; Aldrett e/ al.,
1997 & Altamirano-Garcia, 2004, PEMEX, 1988).

La composicién quimica del petréleo varia de acuerdo a la regién de extraccion
del erudo. En México se conocen ftres tipos de crudo, aunque solo se tienen
caracterizados por su composicién de hidrocarburos a dos, los cuales tienen las
siguientes caractetfsticas: (a) el crudo proveniente del Istmo de Tehuantepec que
contiene un 24% de octanos (C5-C10), 15% de Keroseno (C11-C12), 11% de destilados
ligeros (C13-C20), 28% de destilados pesados (C21-C40) y 16% de residuos pesados
(>C40); (b) el crudo Maya 20.5% de octanos (C5-C10), 10% de Keroseno (C11-C12),
7% de destilados ligeros (C13-C20), 14% de destilados pesados (C21-C40) y 48% de
residuos pesados (>C40). Los hidrocarburos del petréleo de mayor estudio son los
alcanos de cadena lineal y ramificados, los cuales representan en promedio el 30%, Ids
ciclo alcanos, 50%, y los aroméaticos que conforman un 15%. (Albers 1994). El cruda
Olmeca es una mezcla, considera como extra ligera, por lo tanto abundan los octanos,
kerosenos y destilados ligeros.

I.os productos del petr6leo son mezclas complejas de cientos de hidrocarburos,
desde compuestos ligeros y voldtiles, de cadena corta, hasta compuestos pesados de
cadena larga y compuestos ramificados, ciclicos y aromaticos. La composicién exacta
de los productos del petréleo varia dependiendo principalmente del tipo y la fuente del
petroleo crudo y las précticas de refinacién usadas para obtener los productos. Durante

el proceso de refinacion, el petréleo crudo es separado en fracciones que presentan



similares puntos de ebullicién, estas [racciones son modificadas por craqueo,
condensacion, polimerizacion y el proceso de alquilacion.

Posteriormente son formulados productos comerciales como la nafta, la
pasolina, el combustible para aviones y el conocido como Fuel Oil. La composicién de
estos productos puede variar en base a la refinacién involucrada, la época del afio, la
adicién de aditivos o modificadores y otros factores. Las principales caracteristicas de
estos combustibles son: |

Gasolina de Autos: La gasolina para automéviles es una mezcla de
hidrocarburos con punto de ebullicién bajo, es adecuado para generar la combustion
interna en las maquinas y tiene un rango de octanos de al menos 60. Esta, tipicamente
contiene alrededor de 150 compuestos de hidrocarburos, sin embarge han sido
identificados cerca de mil (ATSDR 1995a). La longitud de las cadenas de los
hidrocarburos tipicos son desde C4 hasta C12 con una distribucion general de los
hidrocarburos de la signiente manera: 4-8% alcanos, 2-5% alquenos, 25-40%
isoalcanos, 3-7% cicloalcanos, 3-7% cicloalcanos, 1-4% cicloalquenos y del 20-50%
arométicos (TARC 1989a). Sin embargo estas proporciones varfan considerablemente.

Diesel: Se caracteriza por hidrocarburos de cadenas largas en el rango de C11-
C20. Su composicién consiste de aproximadamente 64% de hidrocarburos aliféticos
(cadenas lineales de alcanos y cicloalcanos), 1-2% de hidrocarburos insaturados
(alquenos), 35% de hidrocarburos aromiticos (incluyendo alquil-benceno y compuestos
arométicos de 2/3 anillos). Contiene menos del 5% del hidrocarburos aromaticos
policiclicos (ATSDR 1995g).

Fuel Qil #6: Es la forma residual del petréleo crudo después de que han sido
extrafdos los aceites ligeros, la gasolina, la nafta, el Fuel Oil #1 y Fuel Oil #2. Los
combustibles residuales son generalmente més complejos en cuanto a su composicion e
impurezas que los combustibles destilados. Los datos disponibles sobre la composicion
del Fuel Oil #6 son limitados (ATSDR. 1995g). Clark et af (1990), indican que el Fuel
Oil #6 contiene alrededor de 25% de arométicos, 15% parafinas, 45% naftalenos y 15%

de otros compuestos. Los hidrocarburos aromadticos policiclicos (HAP’s) y HAP’s




alquilados son componentes persistentes y riesgosos en el Fuel Oil #6. (Robert, Joan, &

Daniel 1999)

1.2.  Ingreso de los hidrocarburos del petréleo al oeéano.

Los mares son considerados receptores de compuestos orgdnicos de origen
natural y antropogénico, por ejemplo los que ingresan del continente via fluvial v del
transporte atmosférico. Los sedimentos costeros actian, a corto o largo plazo, como
sumidero de compuestos orgénicos de diversas fuentes (Medeiros et. al 2004). Cuando
los contaminantes orgdnicos son aportados al ambiente, especialmente en suelos y
sedimento, la funcion y la estructura de la microflora cambia. |

Es razonable asumir que las especies microbianas que pueden degradar estos
compuestos crecerdn en un sitio donde la contaminacién ocurra, mientras aquellas que
no puedan competir 0 soportar tales niveles de polucion, disminuirdn con el tiempo
(Moon et al., 2006).

En afios recientes el volumen de petrdleo que ha sido introducido en el ambiente
se ha incrementado de manera importante, ya que el petréleo es la principal fuente de
energia usada por el hombre, El ingreso de petréleo constituye una de las formas mas
frecuentes de contaminaciéon marina en el mundo (Martinez-Alonso. ef al, 2003).
Existén varias formas de ingreso de petréleo hacia el mar, la mis importante es la
descarga de aguas residuales, la cual contribuye con un 38% y es consecuencia del
propio consumo de hidrocarburos, que a nivel mundial ha crecido en 25% desde 1985
hasta el 2000 comprende todas las descargas provenientes del continente (industriales,
urbanas, etc.). Las actividades que involucran explotacion y transporte del petrdleo y
sus derivados contribuyen con un 33%, los derrames por accidentes representan solo un
12% del total descargado al mar; al transporte atmosférico aporta un 9%; los aportes
naturales el 7% y por 1iltimo la exploracién y produccién con un 2% (NRC 2005 &
Altamirano-Garcia, 2004), '

Los hidrocarburos del petréleo estdn formados por compuestos quimicos de
extrema complejidad, debido a que provienen de diversas fuentes. Los hidrocarburos

que han sido descargados al mar pueden sufrir cambios en sus propiedades quimicas por



los procesos naturales presentes, como son la foto oxidacién, el metabolismo biolégico
de diversos microorganismos y el equilibrio de particién, de diferentes componentes
individuales, entre fases disueltas y particuladas en el agua (Zaghden et. al 2005).

Los derrames de petroleo sobre la superficie de los cuerpos de agua limitan el
intercambio gaseoso, asf como también asfixia y mata a los organismos que habitan en
la superficie y a los peces. Este problema provoca un decremento en la fotosintesis del
fitoplancton, en la respiracién y el crecimiento del zooplancton, mata o causa
anormalidades en el desarrollo y el crecimiento de muchos organismos acuéticos.

El petréleo que ingresa al mar, ya sea de fuentes naturales o antropogénicas,
esta sujeto a una serie de procesos naturales que cambian su estado fisico o localizacion.
Estos procesos incluyen la dispersién, disolucién, evaporacién y sedimentacién; sin
embargo, no tienen efecto en la remocién final del petréleo derramado, en cambio los
procesos que modifican su composicién quimica como la combustién, la foto oxidacién

y biodegradacion, finalmente convierten a los hidrocarburos en bioxido de carbono y

agua.

1.3.  Estrategias de Control,

Los derrames de petréleo y el alcance negativo de los efectos a gran escala que
eslos generan sobre el ambiente demandan el desarrollo de diversas estrategias de
control. Entre los mas importantes se encuentran los sistemas de contencin y
recuperacién vsando bombas, desnatadoras, ete., asf como la combustién y aplicacién_
de dispersantes. Sin embargo, ciertas caracteristicas se deben considerar para dictaminar
el tipo de estrategia de control a desarrollar, tales como son el volumen de petréleo
derramado, la sensibilidad del cuerpo receptor, la topografia del érea, etc. Los
dispersantes son aplicados usualmente cuando es necesario eliminar de manera
inmediata la masa flotante de la pelicula de petréleo, especialmente cuando el derrame
se presenta cerca de la linea de costa (NRC 1989).

Los dispersantes actian emulsificando o firaccionando la capa de petroleo,
formando pequefias gotas de tal manera que garanticen la dispersion de Tos

hidrocarburos no solubles en los ecosistemas acuaticos. Sin embargo, es importante




resaltar que la mayoria de los dispersantes que fueron introducidos inicialmente en el
mercado resultaron extremadamente téxicos para los organismos que habitaban en los
ecosistemas marinos, debido a que estos incrementaban la toxicidad de los
hidrocarburos del petréleo (Otitoloju, 2005).

Los dispersantes incrementan el &rea superficial lo que favorece el ataque
microbiano y la migracién de las esferas de petréleo v sus derivados a través de la
columna de agua, lo cual provoca que el oxigeno y los nutrientes sean disponibles. Sin
embargo, con su empleo se enconfrd que algunos tuvieron efectos téxicos sobre el
proceso microbiano, retardando la tasa de descomposicion del petréleo.

Con relacién al proceso de degradacion en el medio ambiente, 1a evidencia es
controversial. Algunos estudios han propuesto que los dispersantes tienen un efecto
insignificante sobre la biodegradacién, mientras que otros sugieren un efecto positivo y
algunos otros estudios contradicen estas conclusiones ya que sugieren un efecto
negativo (Mulkins-Phillips & Stewart, 1974; Varadaj ef al, 1995; Lindsttom ef al.,
2002; Macnaughton ef al., 2003; Otitoloju, 2005).

Debido a la controversia que se ha generado sobre el uso de los dispersantes y
los pocos estudios que existen en la Republica Mexicana relacionados con este tema, es
necesario realizar investigaciones para conocer los efectos que los dispersantes tienen
sobre la degradacién de los hidrocarburos del petréleo en el ambiente marino. Los
planes de contingencia requieren de una respuesta rdpida al problema de los derrames
de petroleo y sus derivados que se puedan presentar en las costas mexicanas, y donde
los dispersantes quimicos estén considerados como alternativa para atender y evitar que

el petréleo llegue a la zona costera.



2.0. Antecedentes.

Los dispersantes quimicos son sustancias importantes para el control de
derrames de petréleo en ambientes acudticos debido a que minimizan la ptesencié de
hidrocarburos en la superficie de los cuerpos de agua. Sin embargo, se deben tomar en
cuenta diversos factores para su utilizacién, como son la efectividad fisica de los
dispersantes bajo diferentes condiciones, la toxicidad del dispersante y del petréleo
dispersado sobre especies marinas locales y el efecto de los dispersantes sobre el
petréleo derramado y sus hidrocarburos (Lindstrom et al., 2002).

Un dispersante comercial es una mezcla de tres tipos de sustancias quimicas:
solventes, aditivos y los mds importantes: agentes de superficie activa (surfactantes).
Los solventes se agregan principalmente para promover la disolucién de los
surfactantes, para mantener los surfactantes en solucién, los solventes reducen la
viscosidad de los productos y afecta la solubilidad de los dispersantes en el petroleo.
Los aditivos estan presentes para mejorar la disolucién de los surfactantes en la mancha
de petréleo e incrementan la estabilidad de la formulacién del dispersante a largo plazo.
Los surfactantes son compuestos que contienen dos partes, una es compatible con el
petréleo (parte lipofilica o hidrofobica) y la otra es compatible con el agua (parte
hidrofilica), reducen la tensién entre las fases (agua-aceite), por la orientacion de los
grupos hidrofilicos los cuales interactian con la fase acuosa y los grupos hidrofébicos
los cuales interactuan con el petrdleo. La reduccion de la tension superficial entre el
petrbleo y el agua facilita la formacion de un gran mimero de pequefias gotas de
petroleo (Fig. 1) que se pueden integrar a la columna de agua donde se asocian con

material particulado para finalmente depositarse en el fondo de los cuerpos de agua
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Figura 1. Mecanismo de dispersién quimica, con la aplicacién del dispersante.
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La evidencia més directa del efecto de los dispersantes sobre la biodegradacion
de los hidrocarburos del petréleo involucra la medicién de los cambios en la
composicién del petréleo, usualmente mediante cromatografia de gases con detector de
ionizacién de llama (GC-FID), cromatografia de gases acoplado a espectroscopia de
masas (GC-MS), o también por la medicién de la tasa de biotransformacion de
hidrocarburos especificos a didéxido de carbono (NRC 2005).

El efecto de los surfactantes y las mezclas de dispersantes sobre la
biodegradacién de los hidrocarburos del petréleo involucra interacciones complejas
entre el petroleo, el surfactante y la composicion de la comunidad microbiana debido a
que se incrementa su solubilidad en el agua y a su vez la biodisponibilidad de estos
compuestos (Bruheim ef al., 1997).

Emulsificacion
{da horas a dias)

Dispersion
(de horas a dias)

Adsorcién
(de dias a sernanes) Dissolution
(da horas a dias)

Figura 2. Procesos de remocion de los compuestos del crudo y sus
derivados en ambiente marino.

La biodegradacién de los hidrocarburos del petréleo derramado en ambientes
acudticos es el mecanismo de mayor importancia en la remocién de estas sustancias, ya
que los compuestos resultantes finalmente se depositan en el sedimento. Es durante el
proceso microbiano donde el combustible es usado como una fuente de carbono
orgénico, resultante de la desintegracion de los componentes de la mezcla de
hidrocarburos a compuestos de bajo peso molecular, o su transformacion a compuestos

mads polares de igual niimero de carbonos que el compuesto padre (Aldrett et al. 1997).




Esto se demuestra con los trabajos hechos en Alaska donde ocurrié el derrame del
Exxon Valdez, los cuales han estimado que el 50% del petrdleo derramado fue
biodegradado tanto en la columna de agua como en los sedimentos (Wolfe ef al. 1994).

De manera natural, la poblacién de los microorganismos degradadores de
hidrocarburos presentes en el ambiente marino es de menos del 1% del total de la
comunidad microbiana, Sin embargo, al ocurrir un derrame de petréleo, la poblacién de
estos microorganismos especializados se incrementa y puede llegar a alcanzar hasta un
10% de la comunidad microbiana (Atlas 1995).

En adicién a la biodegradacién, el petrdleo derramado experimenta varios
procesos fisicoquimicos (Fig. 2), como son la evaporacién, la oxidacién fotoquimica, la
emulsificacién y la disolucién. Cuando estos procesos se llevan a cabo, se presentan
cambios en la composicién del petréleo sobre la superficie del mar horas después de un
derrame. En principio, se evaporan las fracciones voldtiles de bajo peso molecular,
inicia la foto-oxidacién de algunos hidrocarburos, los constituyentes solubles se
~ disuelven en el agua de mar y los componentes inmiscibles se comienzan a emulsificar;
los compuestos del petréleo mds volatiles, toxicos y ligeros se pierden relativamente
rapido debido a estos procesos (Kennish 1997).

La importancia de estudiar la biodegradacion en los sedimentos marinos se debe
a que los hidrocarburos en ¢l medio acudtico tienden a asociarse con la materia orgénica
en funcion del tamafio y del contenido de las particulas finas. Las caracterfsticas de la
materia orgénica favorecen el transporte de los hidrocarburos hacia el sedimento marino
el cual actiia como un depoésito a largo plazo de los compuestos hidrofébicos (Colombo
et al 1989).

Varios estudios han incluido andlisis de sedimentos después de los derrames de
petrdleo (Hoffman and Quinn, 1978; 1979); en ecosistemas experimentales controlados
(Gearing et al, 1980; Gearing & Gearing 1982, a,b; Wade & Quinn, 1980); se ha
estimado la tasa de sedimentacion en regiones con actividad petrolera, (Malinky &
Shaw, 1979); y estudios fundamentales de absorcién (Bassin & Ichiye, 1977; Herbes
1977; Rogers et al., 1980; Karickhoff, 1981). La interaccién fisica (quimica) de las

gotas de petréleo dispersas con el material particulado en suspensién ha sido estadiada



desde los 80°s por Mackay & Hossain hasta, Payne ef al., (2003), quienes sugieren que
Ia interaccion entre la materia suspendida y el petr6leo disperso en la columna de agua
puede ser importante para el transporte de los hidrocarburos del petréleo derramado a
los sedimentos submareales. El material particulado suspendido puede interactuar con
las gotas de petrleo dispersadas quimica o fisicamente, para formar aglomerados,
también puede interactuar abioticamente con las patticulas bioldgicas, incluyendo
aglomerados de fitoplancton o el zooplancton puede ingerir el petréleo, el cual
subsecuentemente serd depositado como pellets fecales (Johansson ef al. 1980). Cuando
se incrementa el tamafio de la particula debido a la aglomeracién o al empaquetamiento
biolégico, se favorece la sedimentacién y el transporte de los componentes del petrdleo
al sedimento (Payne ef al., 2003).

El proceso de sedimentacién puede ocurrir en regiones a lo largo de la linea de
costa en playas arenosas donde encontramos altas cargas de material suspendido. En
ansencia de la turbulencia suficiente para mantener los aglomerados de petroleo y
material particulado en suspensién en la columna de agua, las particulas se hunden y se
depositan en los sedimentos supetficiales,

Bl Coeficiente de particién octanol/agua (octanol/water partition coefficient)
representa la solubilidad relativa de un compuesto en octanol y en agua. Suele
representarse con Kow. Cuanto mayor es el valor de Kow, menos soluble es el
compuesto en agua. El logaritmo de Kow suele utilizarse como un indicador de la
tendericia relativa de un compuesto organico en ser adsorbido por un suelo, Durante la
fase de precipitacién o hundimiento, los compuestos aromaticos monociclicos, mas
solubles (log Kow 2.1-3.7) y los compuestos alifaticos més volatiles (C;-Cy), son
fraccionados en la columna de agua, donde subsecuentemente se evaporan y/o
biodegradan bajo condiciones aer6bicas; mientras que los compuestos de medio y alio
peso molecular (Cy;-Cyo4) y sustitutos alquilados 2-5 anillos en HPA’s (Hidrocarburos
poliaromdticos) (log Kow> 4), permanecen asociados con la precipitacién de las
particulas (Payne et al., 1984).

Los microorganismos degradadores del petroleo, producen una variedad de

surfactantes que son diversos compuestos quimicos que seudo-solubilizan a los



hidrocarburos poco solubles en agua, y facilitan la degradacién por los
microorganismos, de esta forma el contaminante puede ser removido del ambiente en el
que se depdsito (Nievasa et al, 2005). El efecto .de los surfactantes sobre la
biodegradacion de hidrocarburos depende de un determinado niimero -de factores
incluyendo el tipo de surfactante, la concentracién aplicada, el tipo de hidracarburo y de
los microorganismos presentes. Los surfactantes pueden incrementar la solubilizacién
de hidrocarburos que se encuentran adsorbidos sobre las particulas del suelo o
sedimento. Sin embargo, los surfactantes también tienen efectos negativos sobre la
biodegradacién de los hidrocarburos como resultado de su toxicidad para los
microotganismos o la toxicidad de los hidrocarburos debido al incremento de su
solubilidad (Sartoros ef al, 2005).

Debido a la controversia que existe alrededor del uso de los dispersantes se han
hecho estudios que han evaluado el efecto que tienen los dispersantes sobre las
concentraciones de los hidrocarburos que forman parte del petréleo bajo condiciones
experimentales, Lindstrom ef al., (2002) examinaron el efecto del dispersante Corexit
9500° sobre la biodegradacion de ciertos hidrocarburos del petroleo a una temperatura
de 8 grados centigrados, donde se utiliz6 un inéculo de bacterias crecidas en un medio
enriquecido con hidrocarburos para que de esta forma la degradacién de los compuestos
se realizara solo por el grupo bacteriano que fue aislado en el laboratorio. También,
Macnaughton ef al., (2003) estudiaron el efecto del Corexit 9500° sobre la dispersion,
biodegradacién y colonizacion microbiana de dos tipos de petréleo crudo, a 8 y 15
grados centigrados. Este estudio se realiz6 con agua de mar natural bajo condiciones de
laboratorio simulando el ambiente marino, durante 35 dias y el efecto del dispersante
estudiado se evalué en la columna de agua. Otiloloju (2005) estudié la toxicidad del
dispersante al mezclarse con un petréleo ligero, comparandolo con el efecto que tiene el
petroleo por si solo sobre juveniles de camarones de la especie Macrobrachium
vollenhovenii. Se analizaron diferentes concentraciones de petréleo y dispersante, con la
finalidad de encontrar mezclas adecuadas que mostraran una toxicidad baja para los

0rganismos.
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Venosa ef al, (2007) evaluaron bajo condiciones de laboratorio, la
biodegradabilidad de petroleo crudo disperso quimicamente en agua de mar artificial, a
dos diferentes temperaturas, 20°C y 5°C. Se utilizaron dos dispersantes, Corexit 9500° y
ID2000°, los cuales se encuentran listados en el Plan de Contingencia Nacional de la
EPA. Se aislé un consorcio bacteriano de la Isla Disk, cuya linea de costa fite
contaminada por el derrame de petrdleo del Exxon Valdez en 1989, los grupos de
compuestos que se analizaron fueron los hidrocarburos alifaticos y aromaticos totales
durante 50 dias, con la finalidad de evaluar el decremento de las concentraciones,
durante el tiempo que realizé el experimento

La razén por la cual se sigue estudiando el efecto del dispersante quimico sobre
el proceso de degradacién de los hidrocarburos en el ambiente marino, se debe a que a
pesar de los estudios realizados en la década de los 80s, 90’s y atn en época reciente,
no ha sido posible llegar a conclusiones concretas que permitan observar los efectos del -
dispersante en el proceso de biodegradacion. Esto puede deberse a que los experimentos
que se ha ejecutado solo se enfocan en estudiar la degradacién de los compuestos del
petréleo en la columna de agua como 'principal objetivo (Mulkins-Philllips & Stewart,
1974; Lindstrom et. al., 2002; Macnaughton et al., 2003; Otiloloju, 2005; Venosa et. al.,
2007), olvidando que el sedimento finalmente serd el deposito de los compuestos que
ingresen al medio y donde la mayor remocién de los mismos se efectta, principalmente
por el proceso de biodegradacion.

Existen evidencias que sugiere que la dispersién, ya sea quimica o mecénica del
petrdleo en el agua acorta el tiempo requerido para la degradaciéon microbiana de los
hidrocarburos, aunque esto depende principalmente de la capacidad de los OIganisimos
para ufilizar a estos compuestos como fuente de carbono y energia. Hua (2006)
apoyandose en trabajos como el publicado por Wolfe ef al., (1994), quienes mencionan
que alrededor del 50 por ciento de la degradacién del petréleo derramado por el Exxon
Valdez en 1989, se presenté durante 3 afios, no solo en la columna de agua sino también
en el sedimento; plantearon su experimento, el cual consistia en estudiar la
biodegradacién en el sedimento, con el objetivo de entender el efecto que las eslrategias

de aplicacion de dispersante tienen sobre los microorganismos que habitan en el
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sedimento y son capaces de aprovechar los hidrocarburos como fuentes de energia y
carbono y consideraron dos escenarios:
1. Una pre-aplicacién de dispersantes al petréleo antes de su ingreso al mar.
2. El segundo considerd aplicar dispersante una vez que el contaminante esta sobre .
la superficie del agua, lo que se ha planteado como respuesta en los planes de

contingencia.

Actualmente, a nuestro conocimiento, en la costa noroccidental de Baja
California no existen estudios que analicen la degradacién de los hidrocarburos
dispersos quimicamente y que posteriormente se depositan en el sedimento. Por tal
motivo en este estudio se evalia de manera experimental el efecto de los dispersantes
sobre el proceso de degradacién natural de los hidrocarburos pertenecientes a la
fraccién alifética y aromdtica en un ambiente matino de Baja California. Lo anterior
permitird comprender y diferenciar la manera en la que los hidrocarburos permanecen

en la columna de agua una vez dispersos y cuando estos se depositan en el sedimento.
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3.0. Objetivos.

3.1  Objetivo general.

Estimar de manera experimental el efecto del dispersante quimico Corexit 95 00°
sobre el proceso de degradacién natural de los hidrocarburos pertenecientes a la
fraccion alifatica y aromaética, en un sustrato contaminado con un combustible utilizado

en la subestacion de descarga de PEMEX, en Rosarito, Baja California.

3.2 Objetivos particulares.

» Cuantificar las concentraciones de hidrocarburos aromaticos y alifaticos en el
sedimento contaminado y en la columna de agua de las unidades experimentales,
asi como sus variaciones a lo largo del tiempo.

e Comparar la degradacién, de los compuestos alifaticos y aromaticos presentes en
el sedimento contaminado, con y sin la presencia de dispersante quimico

»  Comprobar si ocurre una mayor disolucién de los compuestos hidrocarburos en

el tratamiento que contiene dispersante contra el tratamiento que no lo contiene.

4.0. Hipotesis

La aplicacién de dispersante Corexit 9500° en los derrames de combustibles,
favorecera la degradacién de los hidrocarburos alifiticos y arométicos, una vez que
estos se depositan en el sedimento. Lo anterior, debido a que ¢l surfactante que contiene
el dispersante aumenta su biodisponibilidad y favorecen la atenuacién natural que los

microorganismos ofrecen para la remocion de los compuestos antes mencionados.
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5.0. Materiales v Métodos

51 Obtencién de muestras de sedimento.

Se seleccionaron dos lugares para la obtencion del sedimento que se utilizé en
este experimento: 1) Zona de descarga de combustibles, correspondiente a la
subdireccién de almacenamiento y distribucién Pemex, ubicada en el municipio de
Rosarito, BC., México. Esta localidad fue seleccionada debido a que los ductos de
transporte de combustibles estin en contacto con el fondo marino, por lo tanto puede
estar influenciado por la presencia de los hidrocarburos del petréleo. Este sedimento se
obtuvo por buceo auténomo; la muestra se colects en la superficie del sedimento y se
deposit6 en un recipiente metalico de ~10 Lis que se tap6 en el fondo para evitar perder
el sedimento.

El segundo punto de muestreo fue en la boca de la Bahia de Todos Santos
(BTS), ubicada en el municipio de Ensenada, B.C. Este lugar fue seleccionado debido a
que estudios previos hacen referencia de la presencia de concentraciones relativamente
altas de hidrocarburos (Macias-Zamora ef. al. 2002), esta muestra de sedimento se
colecté con una draga tipo Van Veen y con cuidado se tomé el sedimento de la
superficie. Ambas muestras se mantuvieron en refrigeracion, a una temperatura de 4
grados centigrados hasta el momento de su analisis. :

Debido a que los combustibles que arriban a la costa noroccidental de Baja
California no contienen una variedad extensa de hidrocarburos (comunicacién personal
en PEMEX, Rosarito BC) se opté por utilizar un combustible conocido como IFO-15.
El combustible usado en este experimento fue proporcionado por la subdireccion de
almacenamiento y distribucién de PEMEX. El TFO-15 es una combinacion de
combustdleo (85%) y diesel (15%); es utilizado por los barcos y en las boyas de
descarga, se utiliza como “tap6n”, debido a que es el primer material drenado a través
de las boyas, posteriormente se descargan los combustibles contenidos en las
embarcaciones. Este nos da un espectro'mds amplio de los compuestos que conforman a
los grupos arométicos y aliféficos, con los cuales se enriquecieron los sedimentos que
formaron parte del microcosmos. Los crudos que se extraen en nuestro pais no fueron

considerados para este estudio debido a que no arriban a las costas de Baja California,
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en dado caso se puede hacer la recomendacién que en las costas mexicanas donde se
transporten, almacenen o descarguen, se cuente con estudios de este tipo, si es que se
considera como respuesta la aplicacién de algin dispersante, en caso de presentarse
fuga o derrame de hidracarburos en las zonas costeras'o cuerpos de agua, '
Finalmente, el dispersante Corexit 9500 fue proporcionado por personal de
Pemex y la Secretaria de Marina ubicada en Ensenada, BC. Este dispersante fue
considerado en el experimento ya que dentro del plan de contingencia MEX-US-PAC
(Plan de confingencia binacional entre México y Estados Unidos de America, del lado
del Pacifico), es utilizado como respuesta de conirol en caso de dertames de
hidrocarburos. Las caracteristicas de este producto son similares a las del dispersante
Corexit 9527°, el cual tiene constituyentes aniénicos y noidnicos; el solvente oleofilico
que caracteriza a Corexit 9500° es identificado como “glicol éter, sal 4cida carboxilica”

(Lindstrom e, al. 2002).

52 Anidlisis de muestras.
5.2.1. Limpicza de material.

El material de laboratorio que se utilizé en el proceso de extraccion y
concentracion de las muestras fue lavado con jabén Micro® diluido a un 2%. El
material se enjuagd con agua corriente y posteriormente con agua destilada. Para
eliminar material orgdnico, el material se calcind en una mufla por 4 hotas a una
temperatura de 400°C. El material volumétrico, , se descontaminé con metanol y

diclorometano.

5.2.2. Porcentaje de humedad.

El porcentaje de humedad del sedimento de ambas zonas se caleuld por diferencia
de pesos. De manera independiente, se pes6 una alicuota de sedimento y se colocd en
una navecilla de aluminio, tarada. La muestra se secé a una temperatura de 50°C en una
estufa durante 96 horas, posteriormente se colocé en un desecador a temperatura
ambiente y finalmente se pes6. Esta operacién se repiti6 hasta que se alcanzé el peso

constartte.
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El porcentaje de humedad se obtiene con la signiente férmula:
W, —W
% Humedad = Wom =Wees 4 100

Fum

%8,,, =100 —% Humedad
Donde:

Whum = Peso del sedimento humedo.
Wee = Peso del sedimento seco

Ssee = Sedimento seco

5.2.3. Tamaiio de grano.

Para determinar la distribucion de tamafio del sedimento, se utilizé un analizador
de particulas marca Horiba (Horiba Instruments, Irvine, CA, USA).
5.2.4. Materia orginica.

El analisis de carbono orgédnico total (COT) se realizd6 en un analizador
clemental marca Carlo Erba, modelo 1106 (Carlo Erba, Milan, Italia), conectado a un
integrador marca Spectra Physics Minigrator, utilizando como estindar de referencia el

sedimento MAG, (valor de referencia de COT es de 2.15 =+ 0.02 %).

5.3. Extraccion y andlisis de hidrocarburos.

Para la extraccién de hidrocarburos del sedimento se utiliz6 un sistema soxhlet,
utilizando aproximadamente 15 gr. de sedimento seco colocado en un dedal de
extraccion. Se adiciond cobre activado con HCI en el matraz colector con el objetivo de
eliminar el azufre elemental. Las muestras se extrajeron por 12 horas con 150 mL de
diclorometano (DCM) a una temperatura de 50°C. Al finalizar el tiempo de extraccién
se colocd una columna Snyder sobre los matraces y se introdujeron en un bafio maria a
una temperatura de 55°C con el objetivo de intercambiar el solvente de extraccion por
hexano. Posteriormente, las muestras se traspasaron a tubos de concentracién, se
enjuagd Vvarias veces el matraz colector con hexano y se traspaso al tubo con ayuda de
pipetas Pasteur. Finalmente los extractos se concentraron a 1 mL con un flujo constante

y suave de nitrdgeno, grado alta pureza. ~ Los extractos fueron fraccionados y
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purificados por medio de cromatografia de columna empacada con silica gel y alimina.
(Ver Apéndice 1, con la metodologia detallada). De la cromatografia de columna se °
obtuvieron dos fracciones:

e Hidrocarburos Alifaticos (F1), eluida con 15 m). hexano.

o Hidrocarburos Arométicos Policiclicos (F2), eluida con 40 ml. De una mezcla

de dicloro metano y hexano (DCM:Hexano), 30:70, v/v.

Las fracciones obfenidas fueron concentradas en dos etapas primero con un
rotaevaporador hasta 1 ml, posteriormente se traspasaron a tubos de concentracion.
Cada fraccion se concentro con un flujo suave de nitrogeno gaseoso, se resuspeﬁdic’n al
volumen al cual se inyectaria la muestra al cromatégrafo, para este caso el volumen fue
de 1.0 mL, finalmente se transfiri6 a viales de vidrio color &mbar con tapones de teflén,
para evitar que el solvente se evapore.

5.4. Diseiio experimental

El disefio de este experimento consistié de nueve contenedores, todos bajo las
mismas condiciones de témpcratura, aireacion, y concentracion de hidrocarburo, El
experimento consté de dos tratamientos y un control (C), cada uno con ftres réplicas
(Tabla 1).

Tabla 1. Disefio experimental planteado para este estudio.

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Control Réplicas por
(CIFQ) (DIFO) (C) tratamiento,
Sedimento Sedimento contaminado
contaminado con IFQ- con IFO-15y Sedimento. 3
15. dispersante

El total de unidades experimentales se aleatorizaron, con el objetivo de

disminuir el error experimental. (Ver Apéndice 1).

5.4.1. Preparacion de unidades experimentales.
El primer paso consistié en eliminar la humedad del sedimento que evitaba que
el combustible se adhiriera a la superficie de las particulas, se colocéd en bandejas y se

introdujo a la estufa a una temperatura de 30°C, temperatura que no altera las
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propiedades del sedimento. Una vez obtenido el sedimento seco, se pesé y se distribuyé
el peso entre las nueve cajas que formarfan las unidades experimentales.

Martinez y Loépez (2001), establecen que las concentraciones bajas de
combustéleo y diesel tienden a aglutinarse una vez que tienen contacto con el sedimento
formando grumos dificiles de deshacer, En este trabajo se propone utilizar una
concentracion relativamente alta de hidrocarburo ya que de esta manera se produce un
fenémeno llamado “humectancia®, lo que facilita la manipulacién del sedimento
contaminado. Por lo tanto Martinez., et. al,, (2001) sugieren que se prepare un stock a
una concentracion alta, y en base a esta tomar alicuotas para preparar concentraciones
mas bajas.

Para asegurar que las particulas se contaminaran de manera uniforme y evitar
que €l sedimento de la superficie tuviera la mayor concentracién de hidrocarburos, se
prepar6 una solucion de 15 gr de TFO-15, disolviéndolo en § m! de DCM y después se
llevd a un volumen de 500 ml con pentano. Posteriormente, se verti a cada uno de los
contenedores que contenfan al sedimento seco, cuyo peso fue de 415 gr. Para
homogenizar y ayndar a que el solvente se evaporara, se colocaron en una mesa de
agitacion hasta que el proceso de homogenizacidn se completd. Una vez que el solvente
se volatilizo se afiadi6 a cada uno de los contenedores 585 gr de sedimento himedo, con
la finalidad de completar 1000 gr en cada unidad experimental. Esto se realizé con la
finalidad de reestablecer los organismos asociados al sustrato, que pudieran ser capaces
de degradar a los hidrocarburos del petréleo de manera natural.

El tratamiento 2, fue sometido al mismo procedimiento, con la diferencia que se
adicioné dispersante Corexit 9500° siguiendo el procedimiento descrito por
Macnaughton et al., (2003). Estos autores proponen que el porcentaje de dispersante
debe ser el 10% en razon peso del hidrocarburo coritaminante. Al sedimento que formé
parte del control, también se le adiciono pentano, se volatilizo, se homogeniz6 y se
adicioné sedimento hamedo, pero sin adicionar dispersante. Las unidades
experimentales se dejaron en repogo por 36 horas, finalmente se adicionaron 5 Its de
agua de mar filtrada en cada unidad experimental y se colocaron segin la aleatorizacion

en ¢l estante. Por Gltimo se introdujo el sistema de aireacion, con el objetivo de evitar
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anoxia en el sistema. La temperatura de 16,0 £0.2°C fue constante durante los 4 meses y

medio que duro este experimento.

3.4.2. Seguimiento de los hidrocarburos.

Este expetimento fue montado el dia 21 de junio del 2007 y a partir de entonces
cada 15 dias se tomaron muestras de sedimento y de agua con el objetivo de evaluar de
que manera los hidrocarburos cambiaban con respecto al tiempo. El procedimiento de
extraccion para las muestras de sedimento fue detallado anteriormente, para el caso de
los tratamientos contaminados con IFO-15 y COREXIT 95000 el peso aproximado del
sedimento a extraer fue de 1.0 gr. Para extraer los hidrocarburos de las muestras de
agua, se tomaron alicuotas de 50 ml de agua, se vertieron en embudos de separacidn y
se les adiciond 25 mL de DCM; se agitaron vigorosamente durante 3 min., de manera
constante y bajo la campana de extraccion procurando liberar los gases que forma el
solvente para controlar la presién. Posteriormente cada embudo se colocé en un soporte
por 5 min o hasta que se formaron dos fases. El solvente se recolecto en un matraz, y
este procedimiento se repitié dos veces més para cada muestra. Tanto para la extraccién
de hidrocarburos en el sedimento y agua se utilizé un control fortificado con los

estandares de los hidrocarburos arométicos y alifaticos, y un blanco de procedimiento.

5.4.3. Identificacién y cuantificacién de hidrocarburos

Para la fraccién alifitica y aromdtica se generd una curva de calibracién con los
estandares comerciales con el objetivo de obtener los tiempos de retencién y
compararlos con los de las muestras de sedimento y agua. Los compuestos contenidas
en los estindares comerciales tanto de la fraccion alifdtica y aromética se muestran en
las tablas 2 y 3.

Para el caso de los aromélicos la eurva planteada tiene como concentracién mas
baja 0.625 pg/ml y la concentracién mds alta de 20 pg/ml, esta fue construida con 6
concentraciones. Del mismo modo, se generd una curva de calibracién para los

hidrocarburos aliféticos de siente puntos con concentraciones entre 2.5 a 100 ng/mlL.,
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La fraccién alifética y aromdtica se analizé en un cromatégrafo de gases (CG)
Hewlett Packard 6890 plus acoplado a un detector de llama (FID) equipado con un
inyector Split/Splitless, usado en el modo Splitless. La temperatura del inyector durante
el tiempo de la corrida permanecié en 280°C y la del detector en 300°C. El programa de
temperaturas para el horno del CG fue de 70°C (5 min.) a 300°C (28 min.), con un
incremento en la temperatura de 5°C por minuto, con un tiempo de corrida de 77 min.
El gas transportador fue helio con una presién constante de 8.83 Psi. El CG esta
equipado con una columna capilar HP-5 (5% metil-fenil polisiloxano) de 30 m. de

longitud, con un didmetro interno de 250 pm y 0.25 pm de fase estacionaria.

Tabla 2. Estandar comerc;ial de hidracarburos alifiticos, SFL-601 y UST-310 (Isoprenoides, Cy;
y Ci3), ambos del laboratorio Ultra Scientific.

Compuesto # Carbonos *T.R (min.)
Octato 8 4,267
Decano 10 7.731

Dodecano 12 11.913
Tetradecano 14 15.713
Hexadecano 16 19.088
Heptadecano 17 X 20.645

Pristano e 20.743
Octadecano 18 22,124
Fitano e 22.269
Eicosano 20 24.883
Docosano 22 27.413
Tetracosano 24 29.741
Hexacosano 26 31,901
Octlacosano 28 _ 33.913
Tricontano 30 35.793
Dotriacontano 32 37.832
Tetratriacontano 34 40.536
Hexatriacontano 36 44.304
QOctatriacontano 38 49.742

Teiracontano 40 57.67
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Tabla 3. Lista de los 16 compuestos arométicos del estindar comercial de la mezela de 16
hidrocarburos aromaticos del laboratorio Ultra Scientific. Se muestra el ién monitoreada para su
cuantificacién y el tiempo de retencién (min) en el GC-FID, bajo las condiciones establecidas.

fon Compuesto *T.R (min.)
128 Naftaleno 12.604
152 Acenaftaleno 18.392
154 Acenaftileno 19.089
166 Fluoreno 20.962
178 . Fenantreno 24.488
178 Anfraceno 24.654
202 Fluoranteno 28.935
202 Pireno 29.742
228 Benzo(a)antraceno 34.249
228 Criseno 34.395
252 Benzo(b)fluoranteno 38.288
262 Benzo(k)fluoranteno 38.387
252 Benzo(a)pireno 39.63
276 Indeno(1,2,3,c,d)pireno 45.411
276 Benzo(g,h,i)perileno 45.579
278 Dibenza(a,h)aniraceno 47,011

*T R se refiere al tiempo de retencién para cada uno de los compuestos.

El control fortificado con los estindares de los hidrocarburos aromdticos y
alifaticos fue utilizado para calcular el porcentaje de recuperacion de las extracciones de
las muestras de agua y sedimento, estos resultados fueron utilizados para ajustar los
datos de cohcehh‘aci(m obtenidos para cada una de las muestras para que de esta manera
los resultados fueran comparables. En el caso de los hidrocarburos alifaticos la
concentracion que se adiciond a la muestra fue de 10 pg/ml y se sometié al mismo
procedimiento que las muestras. Para realizar la comparacion de las concentraciones, se
inyect6 el estandar al inicio de cada corrida con el valor que se le adicioné al Spike.

En el caso de los hidrocarburos arométicos se utilizé la siguiente relacién para

poder calcular el porcentaje de recuperacién:

* Y
PR = (ASL"R“ Cu) _u 100 Donde:
(Coynn ¥ Ajs * FRy )

PR = Porcentaje de recuperacion
Asurg = Area de subrogado
s ¥ Cis = Conceniracion del estdndar interno.
FRyg = A KO A5 = Area de estdndar interno
5 suRR FRgs= Factor de respuesta
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6.0 Resultados y discusion

6.1 Caracteristicas y nivel de contaminacién del sedimento

Los datos de humedad, materia orgénica y tamafio de grano de las muestras de
Bahfa Todos Santos y Pemex, se muestran en la tabla 4, Los valores de materia
orgénica obtenidos para ambas muestras son similares a las reportados por Altamirano-

Garcfa 2004, que son de 1.0 a 6.5 por ciento.

Tabla 4. Caracteristicas fisicas y porcentaje de materia orgénica obtenidas de las muestras de
sedimento.

Bahia Todos

Santos Pemex
36.47 7.54

0,
Homedad (%6) 05400 4041 %:
Carbén
orgdanico total 2.0 1.38
(COT %)
Fraccion de
particulas finas W 5.2
(<63um %)

Los porcentajes de recuperacion obtenidos para las fracciones arométicas y

alifaticas se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Porcentajes de recuperacién de los hidrocarburos.

% de P . -
recuperacion Junio Julio Agosto Septiembre Octubre
Hidrocarburos -

Alifaticos 521 836 90.46 58.53 98.83
Hidrocarburos
Aromaticos 472 517 601 a8 62

En la muestra de sedimento de la bahfa, se presentan las caracteristicas mds
idéneas para que las particulas interactien con los hidrocarburos del petréleo, ya que el

area supetficial de la fraccién fina, es mayor. Se ha establecido que los hidrocarburos
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alifaticos de alto peso molecular y los compuestos arométicos con més de dos anillos de
benceno, tienden a asociarse a las particulas finas existentes en el sedimento, cuando
este proceso se presenta, el crecimiento de las bacterias que se encuentran en las
particulas suspendidas disminuyen de manera considerable las concentraciones de los
hidrocarburos aromaticos (Xia et al 2006).

La muestra de sedimento de Pemex, a pesar de no tener caracterfsticas similares
a las de la bahia, se considera de ‘impm'mncia por lo que la zona representa para el
estudio. Esto es debido a las maniobras de descarga de los diversos combustibles que
los barcos transportan, y por el contacto de las mangueras que tiene en el fondo del mar,
las cuales podrian estar aportando pequefias cantidades de hidrocarburos al sustrato.

La degradacién de los componentes del petrdleo se presenta por la interaccién
entre los procesos fisicos, quimicos y biolégicos; a esto se le conoce como atenuacion
natural. La biodegradacion, es el proceso de mayor relevancia ya que en ¢l ambiente
marino habilan microorganismos capaces de degradar los compuestos orgénicos; en
aguas donde se presenta una contaminacién severa o crénica los organismos
degradadores suelen ser findamentales en el proceso de remocidn (Altamirano-Garefa
2004). Wolfe et al.,, (1994), estimaron que el 50% del petrdleo derramado puede ser
biodegradado tanto en la columna de agua como en los sedimentos, en comparacion con
las zonas que fueron sometidas a tratamientos de limpieza artificial.

Se considera que un sustrato marino se encuentra severamente contaminado por
hidrocarburos, si la fraccién alifatica sobrepasa los 70 pg/gr (Zavala et al, 1996),
mientras que una contaminacién moderada no debe tener concentraciones que superen

el valor de 8.33 pg/gr y un ambiente libre de contaminacién de hidrocarburos tendré

concentraciones cercanas a los 0.04 pg/gr (Madeiros ef al, 2004).
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Figura 3. Concentracién de los hidrocarburos alifiticos en las muestras de sedimento utilizadas
para el experimento, comparada con los datos de otros estudios.

En la figura 3, se muestran las concentraciones de los hidrocarburos alifaticos
(HA'’s) cuantificadas para las muestras de sedimento, las cuales se propusieron utilizar
en el experimento como sustrato. Se incluyen datos de otros estudios como referencia
para comparar el nivel de contaminacién de la Bahia Todos Santos, Baja California y de
la terminal de Pemex en Rosarito, Baja California. De acuerdo con lo que publica Atlas
(1995), las comunidades degradadoras se encuentran de manera natural en los

“ambientes marinos y estas se incrementan de un 10 a 12 por ciento si existen eventos
que aumenten la concentracion de sus fuentes de carbono. La degradacién que se evalia
en este estudio es la que se realiza de forma natural, y por esta razén se buscé sedimento
en el que se observara la presencia de hidrocarburos en el ambiente para que las
posibles comunidades bacterianas pudieran degradar los compuestos durante el tiempo
que el experimento funcionara.

El valor del total de las concentraciones de los hidrocarburos en la muestra de
Pemex es de 13.04 pg/gr, y de acuerdo a la clasificacién propuesta por Madeiros et al.,
(2004), este sedimento presenta una contaminacién de leve a moderada. En el caso del

sedimento de la Bahia Todos Santos, la concentracion total de los compuestos
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identificados es de 0.77 ug/gr, por lo tanto el sedimento extraido de la Bahia representa
un ambiente no contaminado,

Si se realiza una comparacién por analito entre las dos muestras, (Fig. 4), el
hidrocarburo con la mayor concentracion es el alcano C29, en la muestra de Pemex, con
un valor de 1.12 ug/gr, y representa un 8.6% del total de los compuestos alifticos. Para
el caso de la Bahia Todos Santos, la concentracién mas alta, sin tomar en cuenta los
isoprenoides, es el alcano C20, con una concentracién de 0.07 ug/gr, representando un
11.5% del total de los hidrocarburos de la fraccion cuantificada. ‘

1.20 -

1.00
E I
1 l
\ N i | [
S 0-80 .‘ L \
3, ;
= ) M j
= - i
@ 060 ] . ' ! | [BPemex
g o | i | | | | ] g EBTS
H | M | | | ‘ |
=1 i 1 | i I
0 K i
& 040 , .
[} .‘
Q i i
t || I
0.20 - i B I |
| il olilh ofb nlhl l
0.00 =l 14.'1‘ on r—.1J - j-r:l'l—.. T T e i e ]
H 0 (/=T 2 B 2 - 0 $ -~ [ N n I~
5556588385838 38888388838388¢83
Compuestos

Figura 4. Identificacion de los hidrocarburos alifiticos de las muestras de sedimento
recolectadas en la zona de descarga de combustibles de Pemex; Rosarito, BC y en la Boca de la
Bahia Todos Santos, Ensenada BC.

Respecto a los hidrocarburos arométicos totales (XPAH), Macias-Zamora ef al.,
(2002), report6 concentraciones de ZPAH en la Bahia Todos Santos (BTS), de 7.6 hasta
813 ng/gr peso seco y de acuerdo a estos autores la Bahia es un ambiente relativamente
limpio de ZPAH comparéndola con estudios de puertos, marinas y bahias alrededor del

mundo (ver Tabla 6).
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Tabla 6. Valores comparativos para las concentraciones totales de hidrocarburos aroméaticos poli
~ciclicos de estudios en diferentes partes del mundo, Macias- Zamora et af., (2002).

Niimtero de PAH  Concentracidn promedio.

Localidad
analizados (ng/gr pesa seco)

Estuario Gironda 871
Marina Kiel 2500
Marina Victoria No especificado 8862

Mar Adriatico 12 200
Mar Bdltico 16 1200
Bahia Chesapeake 15 52

Bahia Todos Santos 16 96

Sin embargo, se ha propuesto que sedimentos marinos cuyas concentraciones de
ZPAH sean mayores a 2000 ng/gr, se consideran como zonas contaminadas (Zavala er

al., 1996) y menores de 200 ng/gr, son lugares limpios (Madeiros ef al.,, 2004).

Ln la Fig 5 se puede observar que la concentracién del total de los hidrocarburos
aromdticos de Pemex (2163.32 ng/gr), al igual que con el total de los compuestos
alifdticos, representa un ambiente contaminado, debido a que sobrepasa los valores
establecidos en el trabajo de Zavala e al, (1996). Por otro lado, la muestra de la bahia
presenta una contaminacién ligera (Madeiros ef al., 2004), aunque Macfas—Zamora et
al. (2002), quienes midieron concentraciones de hasta 813 ng/gr, consideran que zonas

con estos valores representan ambientes relativamente limpios.
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Figura 5. Concentracion de los hidrocarburos arométicos en las muestras de sedimento
utilizadas para el experimento y datos bibliograficos.

Al realizar un andlisis comparativo por compuestos individuales (Fig. 6), se
observa que el compuesto con la mayor concentracion es benzo(B)fluoranteno, en la
muestra de Pemex (620 ng/gr) y este representa un 28.7% del total de los compuestos
aromdticos. Para el caso de la Bahia Todos Santos, el criseno es el compuesto con

mayor concentracion (198 ng/gr) y representa un 58.4% del total de los hidrocarburos
de la fraccion cuantificada.
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Figura 6. Compuestos de la fraccién aromdtica identificados en las muestras de sedimento
recolectadas en la zona de descarga de combustibles de PEMEX, Rosarito B.C y en la Boca de
la Bahia Todos Santos, Ensenada B.C. Los compuestos de izquierda a derecha identificados son
Flu (Fluoreno), Fen (Fenantreno), Antr (Antraceno), Fluo (Fluoranteno), Pir (Pireno), B(a)antr
(Benzo(a)antraceno), Cris (Criseno), B(b)fluo (Benzo(b)fluoranteno), B(a)pir (Benzo(a)pireno)
y In(1,2,3) (Indeno(1,2,3)c,d pireno). '

6,2  Caracterizacion del combustible.

El combustible usado en el experimento se caracterizd en su contenido de
hidrocarburos alifdticos y arométicos, con la finalidad de utilizarlo para enriquecer al
sedimento y de esta manera poder seguir la degradacion de los compuestos
identificados. El combustible que se analiz6 es conocido como IFO-15, el cual consta
de un 85% de combustbleo y 15% de diesel. En la figura 7, se muestra uno de los
cromatogramas obtenidos del andlisis del combustible, donde se muestra la presencia de
la mayoria de los hidrocarburos alifaticos que estan contenidos en IFO-15.

Los resultados del andlisis fueron considerados posteriormente como una guia
para comparar los tiempos de retencion con el de los compuestos localizados en cada
una de las muestras y observar como es que estos cambiaban durante el tiempo en el

que se ejecutod el experimento.

28




- [
Homm. =+ 0
0 oD
- O o
a7 O iy
L
Q
©H
o Y8
20 4 1
O oqQ
L)
Q
3
Qan
15 -] ol
Q
ey
QA
" P
10 o Ugﬂ?g}
bt Qo8
Oen
UN
T en
5 O
WY OF a9
ﬁjm i il SO 8 5 2 g o
3 I o o (@] ) b
y k"m"“'%«.“/\
0-
T T T T T T T T T
10 15 20 25 20 a5 £ 50

min

Figura 7. Compuestos Aliféticos identificados en la mezcla de combustéleo y diesel,
conocida como IFO-135.

6.3. Degradacién de los hidrocarburos en las unidades experimentales.
6.3.1. Hidrocarbures en muestras de aguoa,

Debido a que no se tiene claro si los hidrocarburos que se depositaron en el
sedimento, después de asociarse al material particulado, se resuspenden en el agua por
la presencia de los fendmenos fisicos y biol6gicos, en este estudio se plante6 el analisis
de dicho proceso. Se decidid identificar y cuantificar los hidrocarburos de ambas
fracciones, tomando muestras de agua al mismo tiempo que se realizaron los muestreos
de sedimento para posteriormente compararlo entre tratamientos.

Los compuestos que se identificaron en cada una da las muestras durante los 120
dias que las unidades experimentales estuvieron en operacién nos revelaron que fueron
5: C-16, C17, C-18, Pristano y Fitano. En la figura 8 se puede observar la sumatoria de
las concentraciones de los compuestos mencionados anteriormente, qﬁe reflejan el
comportamiento de estos hidrocarburos en las unidades experimentales, al analizarla se
puede observar que los compuestos identificados fueron més abundantes en el

tratamiento que tenia una mezcla de dispersante y combustible.

-29-



40.00

35.00 A

30.00 -

25.00 -

20.00 -

15.00 -

Concentracién ng/ml

10,00 +
5.00

0.00 +—1== - — =] I ,j—l.._,

75.00 80.00 106.00 120.00

(Dins)

| mIFO-15  mCOREXIT  OControl |

Figura 8. Hidrocarburos alifaticos totales en las muestras de agua.

En la figura 8 se puede observar que la sumatoria de las concentraciones, para el
tratamiento que contiene dispersante, aumenta, a excepcion de tres muestreos que se
realizaron a los 75, 105 y 120 dias. Sin embargo, en el Gltimo muestreo se observa que a
los 120 dias la concentracién tiende a aumentar con respecto al punto anterior. Para el
tratamiento que contiene solamente combustible, la tendencia es diferente, ya que se
puede observar cierto incremento en los valores de las concentraciones entre los 45 y 90
dfas; en el control, la tendencia es muy similar a la que tiene el tratamiento con IFO-15.

Estos resultados nos sugieren que el control presenté variaciones en las
concentraciones de los hidrocarburos alifaticos y esto pudo deberse a: 1) Fluctuacién
normal producida por la medicién que depende de la falta de homogeneidad del sitio de
donde se extrajeron las muestras; 2) Debido a la evaporacién que se presenté en las
unidades experimentales de los niveles superiores y que finalmente se depositara en las
cajas inferiores; 3) Durante el proceso analitico de las muestras, éstas pudieron haber

adquirido diferentes grados de contaminacion; 4) A pesar de controlar los factores de

-30-



temperatura, concentracién de combustible y aireacion en las unidades experimentales,
la concentracion de los compuestos detectados varié de manera significativa durante
este proceso.

Debido a que los contenedores se encontraban en diferentes niveles, los
controles pudieron ser interferidos por la depositacién de las microparticulas de agua
que se generaban con los aireadores y de esta forma, al realizar el proceso analitico
pudieron ser detectadas esas pequefias aportaciones, ya que todo el material que se

ocupaba para extraer las muestras se sometia a un proceso de limpieza muy estricto,
para evitar contaminaci6n.

40.00

35.00

Concentracién (ng/ml)

15.00 30.00 45,00 60.00 75.00 90.00 105.00 120.00
(Dias)

!IEOREXIT EJFO-15}

Figura 9. Hidrocarburos alifaticos totales en las muestras de agua sustrayendo el valor del
control a cada tratamiento.

La méxima dilucion de los compuestos se alcanza en ambos casos a los 90 dias.
Al restar la concentracion del control a los tratamientos que contienen dispersante y
combustible se puede observar que los valores més altos de disolucién fueron: para el
tratamiento que contiene IFO-15, 6.2 (+0.44) ng/ml, y para el dispersante, 24.9 (+3.64)
ng/ml.
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En la Figura 9, se puede observar que la sumatoria de los hidrocarburos
alifaticos del tratamiento que solo contiene combustible, muestra un incremento en su
concentracién conforme pasa el tiempo. No se puede decir con exaclitud si esa
tendencia se conservo, ya que en los dGltimos dos puntos los valores obtenidos
estuvieron por debajo de los limites de deteccién del cromatdgrafo, probablemente esto
se deba a un manejo inadecuado de las muestras o porque tal vez los compuestos no se
encontraban suspendidos en el agua al momento de tomar las muestras. Las
concentraciones para el tratamiento que contiene Corexit tienden a incrementarse
conforme pasa el tiempo, a los 75 dias se puede observar que disminuye, y posterior a
este muestreo los valores se incrementan hasta su valor méximo y después nuevamente
disminuye.

A pesar de ser concentraciones muy bajas, se observa que existe una dilucién
mayor con la presencia de dispersante, aunque estos valores muestran, incrementos y
decrementos en su concentracion, esto se puede deber a los ciclos de depositacién y

resuspension del material sedimentario en las unidades experimentales.
6.3.2. Hidrocarburos alifiticos en el sedimento.

Para iniciar con el andlisis de los datos se decidi6 agrupar a los compuestos
analizados de tal forma que compartieran caracteristicas que reflejaran similitudes
durante la fase experimental, se pudo observar que los compuestos que reflgjaban
cambios en su concentracion fueron alcanos de 14 hasta 18 carbonos, a este conjunto se
le nombré PM medio, ya que su peso molecular se considera intermedio. El resto de los
compuestos no presenté cambios significativos en sus concentraciones durante el
experimento, debido a que la concentracion inicial y final fueron muy parecidas [Ver
Figura 11 (A-B)].

Los resultados indican que la asimilacién de los compuestos alifdticos se
relaciona de manera directa con el niimero de carbonos que forman las cadenas, ya que
entre mas largas sean, la degradacién de los compuestos es més compleja o requiere

méds tiempo, por lo que se puede observar en la figura 11 (A-B), el tiempo propuesto
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para la disminucion de la concentracion de los compuestos sélo tuvo efecto en aquellos
que son propensos a la degradaci6n de los organismos presentes en el sustrato.

En la Figura 10, se muestran los valores quincenales de los HA’s (PM medio),
de esta forma se observa que la sumatoria de las concentraciones presenta un
decaimiento a partir del segundo y tercer muestreo (30 y 45 dias). A los 60 dias se
observa un incremento alcanzando un valor similar al del primer muestreo (15 dfas) y
nuevamente decae. Tanto para el tratamiento que contiene dispersante como para el que
no se alcanzd, al final del experimento, una disminucién de aproximadamente 50% con
respecto a la concentracion inicial.

140 -

80,00 75.00

(Diag)

[ HIFO-1s  mCOREXIT _OContl |

Figura 10. Sumatoria de los hidrocarburos del sedimento desde C-14 hasta Fitano, de los tres
tratamientos durante los muestreos realizados en los microcosmos.

El objetivo de realizar una comparacién en las concentraciones desde el inicio
hasta el final de la etapa experimental, es tener una idea general del comportamiento de
los compuestos alifaticos que ya se tenian identificados; debido a que no se inoculo ¢l
sedimento con una cepa bacteriana especifica para degradar compuestos de petréleo, la
manera en la que las concentraciones cambiarian con el tiempo era indefinida, debido a

otros factores que interfirieron en el experimento.
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Figura 11, (A) valor promedio de las concentraciones de los hidrocarburos alifaticos durante el
primer muestreo (15 dias desde el inicio del experimento), (B) valor promedio de las
concentraciones de los hidrocarburos alifaticos en el ltimo muestreo (120 dias desde el inicio
del experimento).

Después de identificar las variaciones en la concentracion de los compuestos
alifdticos alojados en el sedimento durante 120 dias, se generé un analisis para cada
compuesto, con la finalidad de evaluar el comportamiento de la degradacion individual
con respecto al tiempo y entre tratamientos. El principal objetivo de éste fue identificar
la tendencia de los valores iniciales de concentracién y proponer una ecuaciéon que
permita estimar el tiempo que tardaria en alcanzar un 99% de degradacion.

Los compuestos que presentaron diferencias notables desde el inicio del
experimento, fueron aquellos que contienen cadenas de catorce carbonos (C14) hasta
los que estuvieron constituidos por una cadena de 18 carbonos. En la Figura 11 se
muestra el comportamiento del n-alcano C14 durante el transcurso del experimento.

Se detectaron tres comportamientos distintos en la degradacién de los
compuestos alifaticos, por lo tanto los resultados se muestran en tres figuras que
representan el comportamiento de degradacion de los hidrocarburos alifaticos
identificados en las muestras de sedimento de cada uno de los tratamientos (Figura 12,
13y 14).
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Figura 12. Cambio en la concentracion de tetradecano (C14) durante 120 dias de la fase
experimental. La curva que se ajusta a este comportamiento es de tipo logaritmico.

El comportamiento de degradacion del pentadecano (C15), es similar al que se
muestra en la Figura 12. Los compuestos que al igual que C16 tienen un decaimiento de este
tipo son: heptadecano (C17) y el pristano (Pris), las figuras que muestran lo anterior se pueden

observar en el apéndice tres.
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Figura 13. Concentracién de Hexadecano (C16) identificada durante el experimento, el ajuste de
la curva que se aproxima a este comportamiento es de tipo exponencial.
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Figura 14, Concentraciones cuantificadas para el compuesto Octadecano (C18) durante el
experimento. Los compuestos que tienen un comportamiento similar al C18 son el resto de los
Alifaticos identificados en las muestras, desde C18 hasta C36.

Con el propésito de observar como se degradaron los compuestos ya
mencionados, se hizo un andlisis individual. Los datos obtenidos se resumen en la Tabla
7, donde se puede observar el porcentaje de degradacion para cada analito en ambos
tratamientos y la ecuacién que muestra la forma de degradacion con el tiempo. Los
modelos que se proponen explican aproximadamente un 66% para los compuestos
Tetradecano y Pentadecano, y hasta un 55% para Heptadecano y Pristano.

En general, la degradacion de los n-alcanos estudiados muestran una tendencia
no lineal y esto coincide con observaciones experimentales previas. Por ejemplo,
Venosa et al., (2007), estudiaron la biodegradacion de petréleo dispersado a diferentes
temperaturas y en su trabajo logré modelar las curvas de decaimiento de la
concentracion de los hidrocarburos. La degradacion de los analitos pertenecientes al
grupo de los hidrocarburos alifaticos (HA's), puede ser representada con un anélisis de
regresion no lineal, cuyos datos arrojaron una ecuacion de primer orden: C; = Cy exp(-
kt). Donde C; representa la concentraci6n del analito (mg/L), en cualquier tiempo (t);
Cy es la concentracion inicial del analito (mg/L) y k es el coeficiente de biodegradacion

(dia™). El experimento de Venosa et al., (2007) se realiz6 en agua, es por eso que las
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concentraciones son reportadas en mg/l, se inoculd cada una de las unidades
experimentales con un consorcio bactetiano y por esa razén obtuvieron una ecuacién de

primer orden como modelo de degradacién.
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En este trabajo, se obtuvieron ecuaciones similares a la propuesta por Venosa et
al., (2007), pero sélo para los compuestos C16, C17 y Pris. Se puede observar que los
porcentajes de degradacién de los compuestos que se apegan a este modelo son mayores
para el tratamiento que no contiene dispersante (Ver tabla 7). Este modelo fincioné de
igual manera para el tratamiento que contenia dispersante y para aquél que contenia
solo combustible. Por lo tanto, se concluye que el dispersante Corexit 9500° no inhibe
la degradacién de los analitos de los hidrocarburos alifaticos ya que se observa el

mismo patrén para los analitos de mayor peso molecular.

6.3.3 Hidrocarburos aromdticos en el sedimento,

Los hidrocarburos arométicos son compuestos formados por anillos aromaticos
fusionados, los cuales son resistentes al ataque nucleofilico. Poseen caracteristicas de
baja solubilidad acuosa y alta distribucién de sélido/agna, lo cual promueve su
acumulacion en la fase solida del ambiente. En general, la solubilidad acuosa y la
biodisponibilidad de los HAP's decrece logaritmicamente con el incremento de la masa
molecular (Johansen et. al. 2005)

La degradacion biolégica de los hidrocarburos aromaticos se puede llevar a cabo
de tres formas: 1) Biodegradacién asimilativa, en la cual se produce catbono y energia
para los organismos degradadores, con lo que se favorece la mineralizacion de los
analitos, o parte de ellos; 2) Desintoxicacién celular, en este proceso se tiene como
propdsito que los analitos aumente su solubilidad en agua como pre-requisito, para la
excrecion de los compuestos. La oxidacién intracelular y la hidroxilacién de los
compuestos aromaticos en las bacterias, es un paso inicial para preparar la fision del
anillo y Ia asimilacién del carbono y 3) Co-metabolismo, que es el proceso en el cual se
presenta la degradacién de los analitos, sin generar energia y carbono para el
metabolismo de las células. También se define como una reaccién enzimética no
especifica, la cual es la competencia de sustrato con uno de estructura primaria similar
para los sitios activos de la enzima. Un ejemplo, es el co-metabolismo de
benzo(a)pireno por bacterias crecidas en pireno, en el caso de un cultivo puro, el co-

metabolismo es el punto final de la fransformacién sin ningtin beneficio para el
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organismo (Johnsen ef. al. 2005). En nuestro estudio, s6lo se logré identificar
positivamente cuatro hidrocarburos aromaticos. Los cuatro compuestos identificados se
reportan mensualmente debido a que son més resistentes a la degradaci6n y los valores
obtenidos no presentaban diferencias importantes en el curso del experimento.

Los compuestos que se identificaron en las muestras de sedimento son el
Fenantreno, Pireno, Benzo(a)antraceno y Criseno. A diferencia de los compuestos
alifdticos, la tendencia de degradacion de los PAH’s es mejor descrita por una linea
recta. La tendencia que muestra el cambio de concentracion en el tiempo para el
fenantreno, pireno, benzo(a)antraceno y el criseno, se muestra en las Figuras, 15, 16, 17

y 18 respectivamente.
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Figura 15. Decaimiento de la concentracion del Fenantreno durante 5 meses de experimento.
Comparaci6n entre tratamientos, los valores mostrados son los promedios de tres replicas para

cada uno de ellos. El modelo de degradacién de este compuesto para cada fratamiento esta

dentro de los rectangulos, el superior para IFO-15 y el inferior para Corexit ©.
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Figura 16. Decaimiento de la concentracion del Pireno durante 5 meses de experimento.
Comparacion entre tratamientos, los valores mostrados son los promedios de tres replicas para
cada uno de ellos. El modelo de degradacion de este compuesto para cada tratamiento esta
dentro de los rectangulos, el superior para IFO-15 y el inferior para Corexit ©.
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Figura 17, Decaimiento de la concentracién del Benzo(a)antraceno durante 5 meses de
experimento. Comparacion entre tratamientos, los valores mostrados son los promedios de tres
réplicas para cada uno de ellos. El modelo de degradacion de este compuesto para cada
tratamiento esta dentro de los rectangulos, el superior para IFO-15 y el inferior para Corexit ©.
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Figura 18, Decaimiento de la concentracion del Criseno durante 5 meses de experimento.
Comparacidn entre tratamientos, los valores mostrados son los promedios de tres réplicas para
cada uno de ellos. El modelo de degradacion de este compuesto para cada tratamiento esta
dentro de los rectangulos, el superior para IFO-15 y el inferior para Corexit ©.

Los datos obtenidos de las unidades experimentales, nos revelan que la
degradacién de los hidrocarburos aromaticos, no es tan eficiente comparados con los
hidrocarburos lineales. No obstante los 4 compuestos que se identificaron en la muestra
de combustible nos pueden dar una buena idea de la forma que el dispersante afecta a la
degradacion de estos compuestos durante la etapa experimental.

En la Tabla 8 se muestran las ecuaciones y porcentaje de remocion durante 5
meses de cada uno de los analitos que formaron la fraccién aromatica. Estos datos
revelan la degradacion en cada tratamienfo y muestra que en el caso donde se adiciond
solamente el combustible, ocurrié una remocién mayor de fenantreno, comparado con
el tratamiento con dispersante, mas del 30 por ciento (Figura 15). Esta misma tendencia
se observo en el pireno, la diferencia es del 20 por ciento (Figura. 16) y en el criseno,
con una diferencia del 10 por ciento (Figura. 18). En contraste, el benzo(a)antraceno

muestra que la diferencia es menor al 10 por ciento. Al observar los datos de la tabla,
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destaca la manera en que la diferencia entre los porcentajes de los dos tratamientos
disminuye conforme la estructura quimica del analito es més compleja

Una de las posibilidades para explicar s6lo la presencia de arométicos
complejos, se debe a que los compuestos arométicos de dos y fres anillos, pueden ser
degradados aer6bicamente, mientras que los que estén formados por 4, 5 6 6 anillos
bencénicos son mds persistentes en el ambiente y al igual que los hidrocarburos
alifdticos de cadena larga, tienden a asociarse al material particulado y por lo tanto
disminuye su proceso de degradacién. (Altamirano-Garcia., 2004).

El Benzo(a)antraceno, criseno y pireno son compuestos de alto peso molecular
que estan formados por cuatro anillos aromaticos. En el caso de estos compuestos, el
proceso de remoci6n ejecutado por microorganismos es muy lento y éste se inicia una
vez que se han adaptado a su presencia, una vez que este proceso se realiza, la vida
media de estos compuestos es de alredor un afio (Environmental contaminants
encyclopedia; 1997).

El fenantreno que es un compuesto de tres anillos, presenta una disminucién en
su concenfracion del 60 por ciento aproximadamente para el tratamiento que no
contiene dispersante y 20 para el que si lo contiene. Se ha propuesto que los compuestos
de dos y tres anillos arométicos pueden degradarse hasta en un 80-90% en un periodo
corto de tiempo en el ambiente (Glaser et al., 1999; Johnsen et al., 2005; Venosa et al.,
2007). Estos autores han demostrado experimentalmente, que los hidrocarburos
aromaticos pueden ser degradados por microorganismos aislados de lugares
contaminados con hidrocarburos del petréléo, controlando la presencia de organismos y

nutrientes para favorecer el proceso de degradacion.
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En este trabajo se puede observar que los hidrocarburos aroméaticos de bajo peso
molecular tienden a degradarse més répido, posiblemente porque las condiciones
experimentales favorecieron este proceso.

Venosa ef al., (2007), presentan un modelo de degradacién de tipo exponencial,
para el total de los hidrocarburos aromaticos, con dispersante y sin dispersante. Fl
consorcio bacteriano existente en los sedimentos es capaz de reducir concentracion
hasta un 90 por ciento en ambos tratamientos y en un periodo aproximado de 30 dias.
Las ecuaciones obtenidas en este trabajo difieren a los resultados publicados por Venosa
et al. (2007), pero a diferencia de estos autores que el experimento es llevado a cabo en
la columna de agua, nuestro expetimento en sedimentos sugiere que existe un consorcio
bacteriano distinto que afecta de diferente manera el proceso de degradacidn.

Con este trabajo se pretendié mostrar, que la atenuacién natural esta presente,
una vez que los organismos se restablecen y toman como fuente de carbono prioritaria a
los compuestos qué ahora estdn en su ambiente, ademas de demostrar el efecto que el
dispersante tiene sobre el proceso de remocién de estos compuestos. En el caso de los
hidrocarburos aromaticos, a pesar de existir diferencias entre los porcentajes de
remocion, el comportamiento para ambos tratamientos fue similar, lo que se puede
observar en las Figurasl5- 18. A pesar de presentarse valores méas bajos de remocién
con la presencia de dispersante, éste no va a impedir que la degradacién se presente. Tal
vez en menor cantidad, compardndolo con el tratamiento que no lo contiene, pero la

presencia de Corexit 9500° no inhibe el proceso de remocién.
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7.0. Conclusiones.

En el sedimento contaminado, los hidrocarburos alifdticos, de 14 a 18 carbonos
fueron mds susceptibles a los procesos de degradacion durante el tiempo del
experimento, con y sin dispersante. Para los hidrocarburos aromaticos se observé que la
remocion de los compuestos es favoi‘ecicla, aunque la presencia del dispersante no

inhibe este proceso.

En base a los resultados se puede observar que no hay diferencia entre los
tratamientos debido a que el porcentaje de remocién para los compuestos alifdticos
varié dependiendo del compuesto, obteniéndose valores mas alios para los

hidrocarburos de menos carbonos (C14, C15 y C16) con una variacién de = 5 % en cada

uno de los tratamientos.

La disolucién de los hidrocarburos fue menor al 1 % con respecto al sedimento
hacia la columna de agua, las concentraciones fueron del orden de nanogramos (ng/ml),
por lo tanto se considera que la resuspension de los compuestos es minima a pesar de la

presencia de dispersante.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que el dispersante asociado al
petréleo que se deposita en el sedimento, no favorece el aumento de la degradacién de

los hidrocarburos arométicos y aliféticos, esto debido a que el comportamiento de los

mismos es similar durante la etapa experimental,

La degradacion de hidrocarburos alifiticos y aromdticos en la etapa
experimental de 4 meses, sugiere que el uso de Corexit 9500° no favorecere un
aumento en la degradacién de los compuestos del petréleo que ingresan en el ambiente

marino.
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8.0. Recomendaciones.

Es importante considerar que el tiempo de experimentacion pudo no ser
suficiente para observar cambios evidentes en la disminucién de la concentracién de los

compuestos, por lo que se sugiere evaluar la degradacion por més de 4 meses.

Es necesario continuar con la investigacién de los efectos t6xicos que el
dispersante puede tener una vez que se asocia a los hidrocarburos del petréleo, debido a
que en este expetimento no se evalud la toxicidad que el dispersante puede tener sobre

las comunidades bacterianas bent6nicas que habitan en los ecosistemas.

De igual manera, se considera importante observar el efecto de las
concentraciones de dispersante a diferentes temperaturas, para tener un andlisis mas
amplio de los efectos que este podria tener en diversos escenarios en zonas templadas y

calidas mas propias de nuestro pais.

Debido a que no se conocen con exactitud los efectos que los dispersantes
pueden causar en ambientes marinos, se recomienda que no se consideren como la
primera medida de accion. En su lugar, se deberdn utilizar medios mecénicos para
recolectar los combustibles, de esta forma el ingreso de los compuestos serd menor en

los ecosistemas

Finalmente, y de acuerdo a las caracteristicas de las zonas costeras de la
Republica Mexicana donde se quiera utilizar el dispersante como una medida de control
en caso de ocurrir un derrame de combustibles, se deben estudiar los posibles efectos
sobre la biota endémica en base a los combustibles o crudos que se transporten en esas

regiones.

-47-



9.0

4.

10.

Referencias Bibliogrificas.

Albers, P.H., Petroleum and individual polycyclic aromatic hydrocarbons, in
Handbaak of ecotoxicology, Hoffman, D.J., Rattner, B.A., Burton, G.A. 4y
and Cairns, J., Jr. (Eds), Lewis Publishers, Boca Raton, FL 1994, 330.

Aldrett, S., James S. Bonner, Marc A. Mills, Robin L. Autenrieth and Frank L.
Stephens. Microbial degradation of crude oil in marine environments tested
in a flask expetiment (1997). Water Research. 31(11): 2840 — 2848,

Atlas RM. Bioremediation of petroleum pollutants. (1995). Intematmnal
Biodeterioration & Biodegradation. 317-327.

ATSDR. 1995a. Toxicological profile for automotive gasoline. Agency for
Toxic Substances and Disease Registry, Public Health Service, U.S.
department of Health and Human Services, Atlanta, GA. NTIS PB9S5-
264206.

ATSDR. 1995g. Toxicological profile for fuel oils. Agency for Toxic
Substances and Disease Registry, Public Health Service, U.S. Department of
Health and Human Services, Atlanta, GA. NTIS PB95- 264222.

Altamirano-Garcia R. I Evaluacién del potencial de degradacién de
hidrocarburos por bacterias provenientes de un sitio portuario. Centro de
investigacion cientifica y educacién superior de Ensenada. Tesis de maestria.

(2004),

Bassin N.J & T. Ichiye. Flocculation Behavior of suspended sediments and oil
emulsions. (1977). Journal of Sedimentary Petrology. 47: 671-677.

- Brakstad O.G., A.G.G. Lodcng 2005. Microbial diversity during

blodegradatlon of crude oil in Seawater from the North Sea. Microbial
Ecology 49: 94-103. ‘

Bojes, H. and P. Pope.. Characterization of EPA's 16 priority pollutant
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in tank bottom solids and
associated contaminated soils at oil exploration and 9 production sites in
Texas. (2007). Regul. Toxicol. Pharm. 47: 288-285.

Bruheim, P., H. Bredholt & K. Eimhejellen. Bacterial degradationaa of

emulsified crude oil and the effect of various surfactants. (1997). Canadian
Journal of Microbiology. 43:17-22. '

-48-



11,

12.

13

14,

13,

16.

17.

18.

19,

20.

2k

22

Carlberg, S.R., -oil Pollution of the Marine environment —with an emphasis on
estuarine studies in Chemestry and Biogeochemestry of Estuaries, Olausson,
E. & Cato, 1. (Eds), John Wiley & Sons, Chichester, 1980, 367.

Clark, R.B., Marine Pollution, 3" ed., Clarendon Press, Oxford, 1992.

Colombo J.C., E. Pelletier, C. Brochu, M. Khalil & J.A Cataggio
(1989) Determination of hydrocarbon Sources using n-alkane and
Polyaromatic Hydrocarbon distribution Indexes. Case study: Rio de la Plata
Estuary, Argentina. Environ. Sci. Technol. 23 (7): 888-894.

Gearing, P.J. & J.N. Gearing. Behavior of No 2 Fuel oil in water column of
controlled ecosystems. (1982a). Marine Environmental Research. 6: 115-
132. '

Gearing, P.J. & J.N. Gearing. Transport of No 2 Fuel oil between water column,
surface microlayer and atmosphere in controlled ecosystems. (1982b).
Marine Environmental Research. 6: 133-143.

Gearing, P.J., J.N. Gearing,, R.J. Pruell, T.L. Wade & J.G. Quinn, Partitioning
of No 2 Fuel oil in controlled ecosystems. Sediments and suspended
particulate matter (1980). Environ. Sci. and technol. 14: 1129-1136.

Garrett, RM., S.J. Rothenburger & R.C. Prince. Biodegradation of Fuel Oil
Under Laboratory and Arctic Marine Conditions (2003). Spill Science &
Technology Bulletin, 8(3): 297-302.

- Herbes, S.E. Partitioning of polycyclic aromatic hydrocarbons between

dissolved and particulate phases in natural waters. (1977). Water Research.
11(6): 493-496.

Hoffman, EJ. & J.G. Quinn. Gas Chromatographic analysis of Argo Merchant
oil in sediment hydrocarbons at the wreck site. (1979). Marine Pollution
Bulletin. 10: 20-24.

TARC, 1989a. Gasoline. TARC monographs on the evaluation of the
carcinogenic risk of chemicals to humans. International Agency for Research
on Cancer, 45: 159-201.

J. Hua, Biodegradation of dispersed marine fuel oil in sediment under
engineered pre- spill application strategy. (2006). Ocean engineering. 33:
152~ 167.

Johnsen A.R.,. Lukas Y. Wick, Hauke Harms. Principles of microbial PAH-
degradation in soil. (2005). Environmental pollution. 133: 171- 184

-49-



23.

24.

25,

26.

217.

28.

29,

30.

31,

32.

33,

Johansson, S.U., U. Larsson & P.D. Boehm. The Tsesis oil spill impact on the
pelagic ecosystem. (1980). Marine Pollution Bulletin, 11: 284-293.

Karickhoff, 5.W. Semi-empirical estimation of sorption of hydrophobic
pollutants on natural sediments and soils. (1981). Chemosphere. 10: 833-
846.

Kennish, M.J., Oil Pollution, in Practical Handbook of Estuarine and Marine
Pollution. Kennish M.J & Lutz P.L (Eds). CRC Press Boca Raton, New
York, London, Tokyo, 1997. pp 83. '

Lindstrom J.E. & JF. Braddock. 2002. Biodegradation of petroleum
hydrocarbons at low temperature in the presence of the dispersant Corexit
9500. Marine Pollution Bulletin 44: 739747,

Macias-Zamora J.V., E. Mendoza-Vega, J.A. Villaescusa-Celaya. PAHs
composition of surface marine sediments: a comparison to potential local
sources in Todos Santos Bay, B.C., Mexico. (2002). Chemosphere. 46: 459 -
468

Mackay, D. & K.Hossain. (1982).An exploratory study of naturally and
chemically dispersed oil. EE-35. Report to FEnvironment Canada.
Environment Canada, Ottawa, Ontario, Canada.

Malinky, G., & D.G. Shaw. (1979). Modeling the association of petroleum
hydrocarbons and sub-artic sediments. Pp. 621-623 in Proccedings of the
1979 International Oil Spill Conference, Los Angeles, California. American
Petroleum Institute, Washington, D.C.

Martinez-Alonso M., N. Gaju (2005). El papel de los tapetes microbianos en la
biorrecuperacién de zonas litorales sometidas a la contaminacién por
vertidos de petrbleo. Ecosistemas. 2:1-12

Martinez V.E. y Felipe Lopez. efecto de hidrocarburo en las propiedades fisicas
y quimicas de suelo arcilloso (2001). Terra. 19: 9-17.

McNaughton, S.J., R. Swannell, F. Daniel & L. Bristow. Biodegradation of
dispersed forties crude and Alaskan North Slope oils in microcosms under
simulated marine conditions (2003). Spill Science. and Tecnology. Bulletin.
8: 179-186.

Medeires P.M., Miércia Caruso Bicego. Investigation of natural and
-anthropogenic hydrocarbon inputs in sediments using geochemical markers.

-50-



34.
35,
36.
37.

38.

39.

40.
41.

42.

43.

44,

45.

Il. Sdo Sebastidio, SP- Brazil. (2004). Marine Pollution Bulletin. 49: 892-
899 '

Moon H.S, H.Y. Kanhn, J.Y. Kim, J.J. Kukor and K.Nam. Determination of
biodegradation potential by two culture-independent methods in PAH-
contaminated soils. (2006) Environmental Pollution. 140: 536 -545.

Nievas M.LI, M.G. Commendatore, N.L. Olivera, J.L. Esteves, V.Bucals.
Biodegradation of bilge waste from Patagonia with an indigenous microbial
community. (2005). Bioresource Technology. 97(18): 2280- 2290.

Oil Spill Dispersants, Efficacy and effects. 2005. Committee on Understanding
Oil Spill Dispersants: Efficacy and Effects. Ocean Studies Board. Division
on Earth and life Studies. National Research Council. National academies
press. 5:231-257.

Otiloloju, A.A., Crude oil dispersant: Always a boon or bane? (2005).
Ecotoxicology and Environmenial Safety. 60: 198-202.

Payne JR and McNabb, G.D., Jr. Weathering of petroleum in the marine
environment. (1984). Marine Technology Scociety Journal. 18(3): 24-40.

Payne IR., JR. Clayton, Jr & B.E., Kirstein. Oil/Suspended Particulate
Material Interactions and Sedimentation (2003). Spill Science & Technology.
8(2): 201-221.

Rogers, R.D., J.C. McFarlane & A.J Cross. Adsorption and desorption of
benzene in two soils and montmorillonite clay.(1980). Environ. Sci. Technol,

- 14:457-461.

Sartores C., Laleh Yerushalmi, Patrick Béron, Serge R. Guiot. (2005).
Chemosphere. 61:1042- 1050.

Using Oil Spill Dispersants on the Sea. 1989. Commitiee on Effectiveness of
Oil Spill Dispersants. Ocean Studies Board. Division on Earth and life
Studies. National Research Council. National academies press. p.p: 327.

Venosa A.D., E.L. Holder. Biodegradability of dispersed crude oil at two
different temperatures. (2007). Marine Pollution Bulletin. 54: 545 — 553

Wade, T.L. & J.G. Quinn. Incorporation, distribution and fate of saturated
petroleum  hydrocarbons in sediments from a controlled marine
ecosystem.(1980). Marine Environmental Research. 3: 15-33.

Wolfe, D.A., Hameedi, M.J., Galt, J.A., Watabayashi, G., Short, J., O’Clair, C.,
Rice, S., Michael, J., Payne, J.R., Braddock, J. Hanna, S., Sale, D., The fate

-51-



of the oil spilled from the Exxon Valdez. (1994). Environ. Sci. Technol. 28:
561-568.

46.  Xia X.H, H. Yu, Z. F.Yang, G.H. Huang. Biodegradation of polycyclic aromatic
hydrocarbons in the natural waters of the Yellow River: Effects of high
sediment content on biodegradation. (2006). Chemosphere. 65(3): 457-466.

47.  Zaghden H., Monem Kallel, Afifa Louati, Boubaker Elleuch, Jean Oudot, Alain
Saliot. Hydrocarbons in surface sediments from the Sfax coastal zone,
(Tunisia) Mediterranean Sea. (2005). Marine Pollution Bulletin. 50(11):
1287- 1294.

48.  Zavala J. Orti, C. Ojeda, A. Botello. Contaminacién del suelo por
hidrocarburos en el campo petrdlero Samaria, Tabasco. En: Botello, A. V.,
Rojas Galaviz, JA. y Zarate Lomeli, D. (Eds) Golfo de Meéxico,
contaminacién e impacto ambiental: Diagnéstico y tendencias, EPOMEX.,
Serie cientifica 5. Universidad Auténoma de Campeche, 666p. ,

52



Apéndice 1.

Aleatorizacion de las unidades experimentales.

La aleatorizacién es un método en el cual las unidades experimentales reciben las
aplicaciones de los tratamientos en forma aleatoria. Al realizar la aleatorizacién de
manera adecuada en el experimento, evita los posibles sesgos sisteméticos y neutraliza
los efectos de todos aquellos factores externos no controlados por el investigador. La
aleatorizacién debe asegurar que la asignacién de los tratamientos a las unidades
experimentales sea tal, que cualquier unidad tenga la misma oportunidad de recibir
“cualquier tratamiento.

Protocolo.

Para este experimento se decidié utilizar un disefio completamente aleatorio.
Para llevar a cabo la asignacién aleatoria de las unidades experimentales se utilizé el
procedimiento de ntimeros aleatorios. Se asigné un nimero a cada una de las cajas, del
1 al 9, posteriormente se hicieron tarjetas con la numeracion y se colocaron dentro de un
contenedor.

Por otro lado al estante donde se colocaron las muestras se les asigno un mimero
dependiendo del nivel, 1 al mas bajo, 2 al medio y 3 al nivel alto.

Posteriormente se asignaron las unidades experimentales para el nivel 1, se
sacaron de manera aleatoria tres tatjetas y dependiendo de los mimeros que estas
mostraron se trasladaron las cajas al nivel correspondiente del estante, el orden en el
que se colocaron fue de izquierda a derecha conforme los nimeros se mostraban. De la
misma forma se hizo para el nivel 2 y el nivel 3. El orden de las unidades
experimentales se muestra en la tabla 2.

"abla 9. Clave de identificacién de las unidades experimentales.

SEDIMENTO SEDIMENTO
CONTROL  CONTAMINADO CON  CONTAMINADO CON
IFO-15 IFO-15Y DISPERSANTE.
Cl CIFO1 DIFO1
c2 CIFO2 DIFO2
c3 CIFO3 | DIFO3
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Tabla 10.0rden de las unidades experimentales en el estante.

Nivel 3 DIFO1 C2 CIFO1
Nivel 2 C3 CIFO2 C1
Nivel 1 | CIFO3 | DIFO3 | DIFOZ

Apéndice 2.
Freparacion de las Resinas.

La altmina y el gel silice utilizadas para la purificacién de los extractos fueron
del mismo lote, con la finalidad que las columnas fueran reproducibles para cada una de
las separaciones. El didmetro de las particulas de la altimina y el gel silice son 58 A. y
150 A. Respectivamente.

El procedimiento de limpieza consisiié en colocar una cantidad de alimina y de
gel silice en matraces Erlenmeyer de 500 ml., y se hicieron 2 lavados con cada uno de
los solventes. Esto consistié en adicionar metanol a cada uno de los matraces de manera
que cubra las resinas, se introdujeron al sonificador por 15 min., al trascurrir el tiempo
se sacaron, se¢ dejaron reposar por 15 min., finalmente se decanté el solvente. Este
procedimiento se repitié pero ahora se adiciond Diclofometano. Al finalizar el proceso
de lavado los matraces deben permanecer bajo la campana para que el solvente se
evapore y facilite el secado, una vez que se perdié gran cantidad del solvente se
introducen a la estufa a una temperatura dé 60°C., hasta que las resinas estén secas.

Una vez que las resinas estuvieron secas se activaron con temperatura, la
alimina se activé a 250°C y el gel silice a 180°C, por 12 horas. Al terminar el tiempo
de activacién se extrajeron con cuidado de la mufla y se colocaron en un desecador por
12 horas. En matraces de bola de 500 ml, con tapones esmerilados, previamente
lavados se pesé la cantidad de silice y alimina que se desea desactivar para empacar las
columnas. A manera de ejemplo, aproximadamente 30 grs. de gel silice y 80 gr de
alimina se empacan 7 columnas, aunque siempre se debe considerar un 20% més. Ya

pesadas las resinas estas se desactivaron en un 3% con agua grado HPLC. Y esto se

puede representar con las siguientes formulas.
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Para el Gel Silice:
QA ::'MS *0.()3 i
O =0, +M,)*0.03

Para Altmina:
O,=M,*0.03
Qu = (QA + M, )* 0.03
Donde:
(24; es la cantidad de agua;
Qs es la cantidad de agua modificada;

Msy M, son las masas del gel silice y de la alimina.

Utilizando los pesos del ejemplo, la cantidad de agua que se adicioné fue la
siguiente:

Para desactivar al 3% de Silice:

Q, =30grs*0.03

0, = (0.9grs +30gr5)*0.03

O =0.927grs ~ 0.930grs

Para desactivar al 3% la alimina:

), =80grs*0.03

O = (2.4grs +80grs)*0.03

QO =24Tgrs = 2.5grs

Es importante sefialar que las resinas se deben desactivar por separado, se dio un
lapso de 15 min., para cada uno de los matraces, debido a que al adicionar el agua, se
deben agitar vigorosamente durante el tiempo mencionado. La alimina, si se desactivo
correctamente, al agitar el matraz incremento ligeramente la temperatura.

Una vez desactivadas las resinas, se dejan equilibrar, tapadas por 12 hrs. bajo la

campana de extraccion. Una vez equilibradas se adiciona hexano se tapan y se mezclan,
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Apéndice 3.
Grdficas del comportamiento de degradacion de los hidrocarburos alififticos en
muestras de sedimento.

Pentadecano (C15), Presenta un comportamiento similar al tetradecano (C14)
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La degradacién del compuesto con la presencia de Corexit 9500° fue alcanzé un 79.0
por ciento y para el tratamiento que contiene IFO-15 fue de 82.0 por ciento.

Heptadecano (C17). Presenta un comportamiento similar al hexadecano (C16)
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La degradacién del compuesto con la presencia de Corexit 9500° alcanzé un 35.0 por

ciento y para el tratamiento que contiene IFO-15 fue de 38.0 por ciento.

Eicosano (C20). Presenta un comportamiento similar al octadecano (C18)
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El comportamiento que tiene este compuesto, al igual que el resto de los
alifticos es muy inestable, debido a que las concentraciones aumentan y disminuyen de

forma constante durante la etapa experimental.
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