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RESUMEN

Introduccién: Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA), como el
fenantreno, fluoranteno y pireno son compuestos que pueden cuantificarse por
fluorescencia debido a su alto rendimiento cuantico. Las bacterias
haloalcalotolerantes toleran amplios rangos de concentraciones de NaCl y de pH,
por lo que son potencialmente utiles en la biorremediacion de ambientes salinos
contaminados con HPA. Sin embargo, los estudios enfocados a la busqueda de la
capacidad biorremediadora de estas bacterias no suelen utilizar a la fluorescencia
molecular como técnica de deteccion, probablemente porque la salinidad y
alcalinidad afectan severamente a la sefal de fluorescencia. Recientemente se
determiné satisfactoriamente la concentracion residual de antraceno en cultivos
salinos de las actinobacterias haloalcalotolerantes Kocuria rosea, Microbacterium
testaceum y Kocuria palustris mediante fluorescencia de excitacion, emision vy
sincronica. En este trabajo se amplié este estudio al fenantreno, fluoranteno y
pireno. Metodologia: Primero se determinaron las condiciones experimentales
Optimas para la determinacion de cada hidrocarburo por cada modalidad de
fluorescencia (Aexc, Aemis AA, Y Asing). Seguidamente se determind, para cada
modalidad de fluorescencia, la sensibilidad de cada hidrocarburo en medio minimo
de sales suplementado con 3% y 10% de NaCl y pH 8. Luego se determiné el
limite de deteccién de cada hidrocarburo en cada modalidad de fluorescencia,
utilizando como matriz cultivos de las actinobacterias anteriormente mencionadas.
Finalmente, se cuantificé la concentracion residual de cada hidrocarburo en
cultivos de Kocuria rosea. Resultados: Las condiciones Optimas de determinacion
de cada hidrocarburo en cada modalidad de fluorescencia fueron fenantreno (Aexc
=252 nm, Aemi = 363 nm, AL = 70 NnM, Asinc = 293 nm), fluoranteno (Aexc = 285 nm,
hemi = 460 nm, AL = 80 NM, Asinc = 365 Nm) y pireno (Aexc = 334 NM, Aemi = 393 nm,
Ak = 40 nm, Asinc = 334 nm). Los valores de sensibilidad obtenidos varian en el
rango (867 a 46213) ng™', siendo las mas altas las del pireno. La modalidad mas
sensible para el fluoranteno y el pireno fue la excitacion, en el caso del fenantreno

fue la sincréonica. En todos los casos las sensibilidades en el medio MSM-3%



fueron de 1.2 a 3.0 veces mayor que la del medio MSM-10%, evidenciando el
efecto de la salinidad. Los limites de deteccion de fenantreno estuvieron en los
rangos: excitacion (27-62) ppb, emision (27-62) ppb, sincronos (102-215) ppb. Los
del fluoranteno fueron: excitacion (69-143) ppb, emision (104-147) ppb, sincronos
(211-502) ppb; y los del pireno fueron: excitacién (10-21) ppb emision (10-29) ppb,
sincronos (7-11) ppb. Se propone que el fenantreno se determine por
fluorescencia de excitacidn, y en el caso del pireno puede utilizarse cualquiera de
las tres modalidades. Para el fluoranteno se propone ampliar el estudio de
fluorescencia sincrénica en busca de otra longitud de onda sincrénica con otro AL
que permita la determinacion de este hidrocarburo sin interferencia de la matriz.
No hubo evidencias de que la actinobacteria Kocuria rosea biotransformara
ninguno de los hidrocarburos estudiados por ninguno de los tres métodos de

fluorescencia empleados.



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

La fluorescencia es un proceso de emision donde las moléculas son excitadas por
absorcion de radiacion electromagnética. Las especies excitadas se relajan a un
estado fundamental, liberando su exceso de energia en forma de fotones [1]. Una
de las caracteristicas de los métodos de fluorescencia es su sensibilidad
inherente, con limites de deteccién que son, a menudo, tres 6rdenes de magnitud
mas pequenos que los encontrados en espectroscopia de absorcion. Los limites
de deteccion tipicos son del orden de partes por billon [1]. No obstante, los
meétodos de fluorescencia se aplican mucho menos que los métodos de absorcion
debido a que un numero inferior de compuestos quimicos puede fluorescer. Dentro
de lo compuestos que tienen la propiedad de fluorescer se encuentran los
Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos (HPA’s) como el naftaleno, fenantreno,

fluoranteno y pireno.

Los HPA son un grupo de contaminantes organicos, quimicamente estables vy
toxicos que estan distribuidos a lo largo de todo el planeta. Algunos han sido
identificados como carcinogénicos y mutagénicos, por lo tanto, su eliminacion del
ambiente es de gran interés [2,3]. En México, la concentracion de estos
compuestos en el medio ambiente esta regulada desde marzo de 2005, cuando se
publicoé la Norma Oficial Mexicana NOM-SEMARNAT/SS-2003, que establece los
limites maximos permisibles de hidrocarburos en suelos, y las especificaciones
para su caracterizacion y remediacion. Esta norma fue revisada y actualizada en
2012 [4, 5].

La eliminacidén microbiana de estos contaminantes es una de las estrategias que
mas se estudia, ya que la misma se considera limpia, sustentable y ecoldgica [6-
8]. Dentro de los microorganismos estudiados para este fin se encuentran las
actinobacterias [9-11]. Como los ecosistemas contaminados por HPA's tienen



caracteristicas fisicoquimicas tipicas de ambientes extremos (altos y bajos valores
de pH, altos valores de salinidad, etc), el uso de microrganismos halotolerantes
(los que pueden vivir en ausencia o presencia de sal), alcalotolerantes (pueden
vivir en presencia de valores de pH en el rango 8-11) es mas deseado [9-11]. Sin
embargo, como la alta salinidad y alcalinidad en ecosistemas pueden venir
acompanadas una de la otra, la utilizacion de microrganismos haloalcalotolerantes
(combinan las caracteristicas de los halotolerantes y alcalotolerantes) es incluso

mas ventajoso [9-11].

El procedimiento a nivel de laboratorio para estudiar la capacidad transformadora,
y potencialmente de degradacion, de microorganismos es in vitro [7-13]. Es decir,
se prepara un medio de cultivo que contiene al hidrocarburo en concentracién
conocida y que presenta las condiciones de salinidad y pH propias del ecosistema
a tratar, se inocula al microorganismo en este medio (el cual probablemente es
salino y alcalino). La concentracién residual del hidrocarburo en el medio se
determina a diferentes tiempos para monitorear su posible disminucion. Los
métodos mas utilizados para la determinacién de HPA presentes en cualquier
matriz son GC y HPLC [14-17]. A pesar de la gran sensibilidad de los HPA en
meétodos de fluorescencia, esta técnica no se emplea comunmente en este tipo de
estudios (a menos que este acoplada a HPLC), probablemente por la presencia de
efecto matriz, y porque la sensibilidad de la sefal de fluorescencia disminuye

considerablemente en presencia de alta salinidad [18].

Recientemente, Lara-Severino y colaboradores, estudiaron la capacidad
biotransformadora de antraceno en 7 cepas haloalcalotolerantes de
actinobacterias aisladas de suelos cercanos a areas con actividad petrolera en
Veracruz, México [9-11]. El medio de cultivo utilizado para el experimento in vitro
fue el medio minimo de sales (MSM) suplementado con 3% 6 10% de NaCl, segun
las necesidades fisiolégicas de la cepa en estudio, ajustados todos a pH 8. A
pesar de la alta salinidad del medio, la técnica analitica que utilizaron fue

fluorescencia. Realizaron una comparacion entre tres modalidades de



fluorescencia, la de excitacion, emisidén y sincronica [10]. Encontraron que los
resultados obtenidos eran reproducibles y establecieron que de las tres
modalidades la de excitacion era ligeramente mejor pues era mas sensible,
aunque la fluorescencia de excitacion y emisién registraron similares valores en el
limite de deteccion [10]. Los parametros utilizados en la fluorescencia sincronica
fueron tomados de la literatura [19] y, probablemente, no fueron los mas
adecuados. Quizas esta es la razén del alto limite de detecciéon y pobre

desempeno de esta técnica en comparacion con las otras.

El trabajo de Lara-Severino y colaboradores [9-10] demuestra que la fluorescencia
es un método que puede utilizarse para este tipo de estudios, aun cuando el
medio sea altamente salino. Como el estudio referido se realizd solamente para
antraceno, seria importante ampliar el mismo a otros hidrocarburos, a fin de
ampliar el estudio de las potencialidades biotransformadoras de HPA’'s con

microorganismos haloalcalotolerantes.



1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio in vitro de microorganismos potencialmente biotransformadores de
HPA's se lleva a cabo generalmente con técnicas instrumentales sofisticadas
como las basadas en la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y la
cromatografia gaseosa (GC). Pese a la alta sensibilidad de los HPA's a las
técnicas de fluorescencia, la relativa facil disponibilidad de fluorimetros (o
fluorometros) en laboratorios instrumentales, y la sencillez en la implementacion
de métodos basados en fluorescencia, no es la técnica de eleccién cuando este

tipo de estudios se lleva a cabo.

Si el medio de cultivo bacteriano es un medio altamente salino, se espera que el
efecto de la salinidad sobre la senal fluorescente (efecto de “apagado” o
quenching, debido a que la sefal disminuye en presencia de la sal) sea severo,
por lo que estas técnicas fluorescentes no suelen escogerse para este tipo de
estudio. Sin embargo, la severidad del apagado de la sefial depende directamente
de la sensibilidad del analito, por lo que en condiciones de salinidad es probable
que, incluso cuando exista apagado de la sefal, sea posible cuantificar HPA por

fluorescencia.

Un estudio reciente compara las respuestas fluorescentes del antraceno en medio
minimo de sales suplementado con varias concentraciones (%) de NaCl utilizando
fluorescencia de excitacion, de emision y sincrénica [10]. El estudio demostré que
es posible determinar este hidrocarburo con buena linealidad, sensibilidad y limite
de deteccion en medio altamente salino por técnicas de fluorescencia. Los
métodos implementados se utilizaron para determinar la concentracion residual del
antraceno en medios bacterianos de actinobacterias, demostrandose la capacidad

de estos microrganismos en biotransformar al hidrocarburo.

El problema a abordar en esta tesis, continua siendo el de determinar si el método
de fluorescencia es adecuado para la determinacion de hidrocarburos policiclicos



aromaticos en medios altamente salinos, con el fin de utilizar dichos métodos en el
estudio de microorganismos haloalcalotolerantes potencialmente degradadores de
hidrocarburos. En este trabajo, en particular, se amplia el estudio a los
hidrocarburos naftaleno, fenantreno, fluoranteno y pireno. Se pretende responder

a la siguiente pregunta de investigacion:

¢Cual de las modalidades de espectrofluorimetria es la mas adecuada para
determinar a los hidrocarburos policiclicos aromaticos: naftaleno, fenantreno,

fluoranteno y pireno en medio acuoso altamente salino 3% y 10%?



1.3 JUSTIFICACION

La contaminacion ambiental por petrdleo y sus derivados (entre los que se
encuentran los hidrocarburos policiclicos aromaticos) es un problema actual al que
se enfrenta el plantea. Una de las estrategias que mas se considera es la
biorremediacién, es decir utilizar microorganismos que sean capaces de
biotransformar y degradar al contaminante. La busqueda de microrganismos con
tales capacidades es una de las lineas actuales de la microbiologia ambiental.
Debido a las caracteristicas fisicoquimicas de los ambientes contaminados, los
microrganismos haléfilos, alcaléfilos y haloalcalotolerantes son una buena opcion
de estudio. Estos organismos requieren o toleran altas concentraciones de sal y
pH. La busqueda a nivel de laboratorio de tales microorganismos requiere de
técnicas analiticas capaces de determinar la concentracion del analito en un medio

salino.

En el caso particular de la busqueda de microorganismos degradadores de
hidrocarburos policiclicos aromaticos, las técnicas instrumentales basadas en
HPLC y GC son las mas empleadas para este fin. Sin embargo, aunque estos
compuestos son altamente sensibles en fluorescencia, poco se ha estudiado la
capacidad de esta técnica para llevar a cabo estudios de biotransformacion o
degradacion de HPA en medios salinos. Una razéon puede ser que la sefal de
fluorescencia se pierde en medios salinos. No obstante, estos compuestos son
altamente fluorescentes, por lo que valdria la pena estudiar si la fluorescencia que
presentan en este tipo de medio es suficiente para realizar una determinacioén

precisa con buena sensibilidad y limite de deteccion.

Las técnicas de fluorescencia son mucho mas economicas, accesibles,
disponibles y de mas facil manipulacion que las basadas en HPLC y GC. De ahi el
interés en examinar la posibilidad de utilizarlas en la busqueda de
microorganismos halo6filos, alcaldfilos o haloalcalotolerantes potencialmente



biodegradadores de hidrocarburos policiclicos aromaticos. Tal posibilidad
ampliaria, de manera importante, este tipo de estudios.



1.4 HIPOTESIS

Al menos una de las tres modalidades de fluorescencia (excitacion, emision y
sincronica), resulta adecuada para la determinacion de naftaleno, fenantreno,
fluoranteno y pireno en un medio altamente salino (NaCl al 3% y 10%). Se
considera adecuada aquella técnica que presente conveniente sensibilidad, bajo
limite de deteccion, buena linealidad en el rango de trabajo y alta precisién en la

determinacién del analito.



1.5 OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la modalidad de fluorescencia que resulta menos afectada por la
salinidad en la determinacion de la concentracion de los hidrocarburos policiclicos
aromaticos naftaleno, fenantreno, fluoranteno y pireno en medio minimo de sales

suplementado con 3% y 10% de NacCl.

Objetivos Especificos

> Registrar los espectros de excitacion del medio minimo de sales
suplementado con 3% y 10% de NaCl, y de los HPA's naftaleno,
fenantreno, fluoranteno y pireno. Determinar la Lexc mas adecuada en cada

Caso.

> Registrar los espectros de emision del medio minimo de sales
suplementado con 3% y 10% de NaCl, y de los HPA's naftaleno,
fenantreno, fluoranteno y pireno. Determinar la Aem Mmas adecuada en cada

Caso.

> Registrar los espectros sincrénicos del medio minimo de sales
suplementado con 3% y 10% de NaCl, y de los HPA's naftaleno,
fenantreno, fluoranteno y pireno a varias AL . Determinar la AL mas

adecuada en cada caso.

» Construir la curva de calibracion de excitacion de los HPA's naftaleno,
fenantreno, fluoranteno y pireno en medio minimo de sales suplementado
con 3% y 10% de NaCl utilizando las condiciones de excitacion y emision
determinadas en los objetivos anteriores. Determinar a partir de ella la

sensibilidad y linealidad.



» Construir la curva de calibracion de emision de los HPA's naftaleno,
fenantreno, fluoranteno y pireno en medio minimo de sales suplementado
con 3% y 10% de NaCl utilizando las condiciones de excitacion y emision
determinadas en los objetivos anteriores. Determinar a partir de ella la

sensibilidad y linealidad.

» Construir la curva de calibracién sincrénica de los HPA's naftaleno,
fenantreno, fluoranteno y pireno en medio minimo de sales suplementado
con 3% y 10% de NaCl a partir de la AL adecuada determinada en los

objetivos anteriores. Determinar a partir de ella la sensibilidad y linealidad.

» A partir de las curvas de calibracion (excitacion, emision y sincrénica) y de
la matriz (cultivos bacterianos de Kocuria rosea, Microbacterium testaceum
y Kocuria palustris) determinar los limites de deteccibn de cada

hidrocarburo en cada cultivo bacteriano.

» Determinar la concentracion residual de los hidrocarburos policiclicos
aromaticos (Naftaleno, Fenantreno, Fluoranteno y Pireno) en cultivos
bacterianos de Kocuria rosea utilizando la fluorescencia de emisién,

excitacion y sincronica.

10



CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1 Fluorescencia

La fluorescencia fue descrita por George G. Stokes en 1852, es un tipo particular
de emision de luz en el que las sustancias absorben energia en forma de radiacion
electromagnética con una longitud de onda determinada, y luego emiten parte de
esa energia, también en forma de radiacion electromagnética, de longitud de onda
diferente a la incidente (generalmente Aemisisn > Aincidente) [1, 18]. El ciclo completo
es muy breve, transcurre en tiempos del orden de los nanosegundos, por lo que
puede considerarse practicamente instantaneo [18]. Es este tiempo tan corto lo
que diferencia a la fluorescencia de otro conocido fenémeno luminoso, la

fosforescencia.

El mecanismo tipico de fluorescencia implica tres pasos secuenciales, llamados
respectivamente absorcion, disipacion no radiativa y emisién. Estos tres procesos

estan representados en la figura 1, conocida como diagrama de Jablonski.

REFERENCIAS:

AE: Diferencia de energia.

Wikipedia CC-BY-SA3.0

Figura 1. Diagrama de Jablonski en el que se representan los tres pasos
involucrados en el fenomeno de fluorescencia. (Tomado de:

https://es.wikipedia.org/wiki/Fluorescencia)
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El diagrama de Jablonski, nombrado asi en honor al fisico polaco Aleksander
Jabtonski, ilustra los estados electrénicos de una molécula y las transiciones que
se pueden producir entre esos estados cuando la molécula absorbe un fotén [18].
La molécula que se encuentra en el estado energético basal singlete (So) absorbe
radiacion electromagnética (Ex) y se transfiere un electron de Sy a estados
vibracionales (Vb) excitados de los estados singletes mas energéticos S1 0 Sy,
Seguidamente ocurre disipacién no radiativa (NR) y el electron alcanza el nivel
vibracional 0 del estado excitado, es decir, llega al estado vibracional base S4 0 S..
Una vez alli, la molécula se desexcita haciendo caer al electron del nivel excitado
S, a Sq, 0 de Sy al nivel base Sy con la consiguiente emision de un foton (FE).
Este fendmeno de desexcitacion es conocido como fluorescencia. En ocasiones
puede ocurrir que, si la molécula ademas de los estados excitados singletes
cuenta con estados tripletes (T), ocurra un cruce intersistemas (IC) y el electron
excitado brinque del estado S4 o S; a uno de los Tripletes (T4), por lo que la
emisiéon electromagnética final ocurre entre el estado T4 y el Sp; en este caso el

fenédmeno se llama fosforescencia.

La relacién entre el numero de fotones emitidos con respecto a los absorbidos se
conoce como eficiencia cuantica. Aquellas moléculas con alta eficiencia cuantica
son susceptibles de ser determinadas analiticamente por espectroscopia de
fluorescencia [1]. Este tipo de espectroscopia se basa en hacer incidir sobre la
muestra una luz, generalmente en el rango del ultravioleta, y determinar la luz que
emite la muestra. La intensidad de la luz emitida es directamente proporcional a la

concentracion de la muestra [1, 18].

De manera general, los compuestos con electrones deslocalizados (como los
hidrocarburos policiclicos aromaticos) tienen alta eficiencia cuantica, por lo que el
fenomeno de fluorescencia puede utilizarse para su cuantificacion analitica. La

técnica analitica que se utiliza para este fin se llama espectrofluorimetria [1, 18].
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2.2 Espectrofluorimetria de excitaciéon, emision y sincrénica

La figura 2 muestra el diagrama de un espectrofluorimetro. Tradicionalmente se

registra el espectro de excitacion o el de emision de la muestra analizada.

Lampara de Monocromador de Laser de
xenon excitacion excitacion Portamuestra

s

Muestra

Lentes

Foton emitido

Detector

Figura 2. Representacién esquematica de un espectrofluorimetro (Figura
adaptada de http://iopscience.iop.org/article/10.1088/0957-4484/25/43/435703).

Si el espectro de interés es el de excitacion, el monocromador de emision se fija a
una longitud de onda determinada, y el monocromador de excitacion realiza un
barrido de longitudes de onda. La intensidad de luz que llegue al monocromador
de emisidén variara acorde a la longitud de onda de excitacion; de esta manera se
colecta el espectro de excitacion de la muestra. Para registrar el espectro de
emisién se procede de manera contraria, se fija la longitud de onda con el
monocromador de excitacion y se realiza un barrido con el monocromador de
emision [20-21].

Si se varian simultaneamente el monocromador de excitacion y el de emision de
manera tal que entre ellos siempre haya una diferencia constante (AL), y se
registra el espectro obtenido en esas condiciones, entonces la modalidad de
espectrofluorimetria utilizada es la sincrénica [22].
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La modalidad excitacién-emision se caracteriza por su alta sensibilidad, pero
debido a que varios hidrocarburos policiclicos aromaticos tienen estructura
quimica similar, sus espectros son parecidos. Este tipo de modalidad de
fluorescencia no es adecuada para el anadlisis de muestras de mas de un
hidrocarburo. Por otro lado, la fluorescencia sincronica no es tan sensible como la
anterior, pero es mas selectiva porque forma bandas mas definidas y finas,
resultando una mayor selectividad por el estrechamiento de las bandas
espectrales y la simplificacion del espectro [20-22]. Por lo tanto, esta modalidad
garantiza una mayor precision en el andlisis. Mediante la combinacion de
diferentes AL es posible determinar hidrocarburos policiclicos aromaticos en

mezclas de ellos [19-22].

2.2.1. Variables que afectan la Espectroscopia de fluorescencia

Una gran variedad de procesos, tales como reacciones en estado excitado,
transferencia de energia, formacién de complejos y quenching por colisiones
moleculares, puede provocar una desactivacion fluorescente. El oxigeno molecular

y los iones yoduro y cloruro son desactivadores quimicos muy conocidos [18].

v" Solvente
Existe interaccién entre las moléculas del soluto y disolvente, transferencia de
electrones entre fluordforos y disolvente en funcion de la polaridad de éste. El
espectro de emisiéon de fluorescencia puede disminuir debido al disolvente que

contiene atomos pesados.

v' Temperatura
La disolucion a alta temperatura disminuye la intensidad de fluorescencia,

provocando una colision intermolecular y pérdida de energia.

v pH
El espectro de fluorescencia de muchos compuestos aromaticos que contienen

grupos funcionales acidos o basicos es sensible al pH. Los cambios en la emisién
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de los compuestos de este tipo provienen del numero de especies resonantes
diferentes que estan asociadas con las formas acidas o basicas de las moléculas.

v' Oxigeno disuelto
Es uno de los problemas mas molestos de la espectrofluorimetria, ya que a

menudo reduce la intensidad de emisidon de una disolucion fluorescente.

2.3 Hidrocarburos

Son compuestos formados por cadenas de atomos de carbono e hidrogeno con
una estructura quimica tal, que determina su clasificacion. Entre ellos se
encuentran los hidrocarburos alifaticos, formados por cadenas lineales o
ramificadas, que pueden encontrase saturados (alcanos) o insaturados (alquenos
y alquinos). Otros hidrocarburos poseen una o varias cadenas ciclicas, y pueden
ser saturados (ciclo alcanos) o con uno o mas anillos bencénicos (aromaticos).
Son compuestos abundantes en la naturaleza y poseen diversos origenes, pero el

de mayor interés para el hombre es el petréleo [6, 23-25].

Se pueden originar de la combustion incompleta de la materia organica en las
chimeneas, los motores automotrices y los procesos industriales, asi como de
emisiones petrogénicas derivadas de procesos no relacionados con la combustion
[23-25].

Los Hidrocarburos se clasifican de la siguiente manera [26]:

v Hidrocarburos biogénicos: sintetizados por casi todas las plantas, animales
terrestres y marinos, incluyendo a la microbiota, bacterias, plancton marino,
diatomeas, algas y plantas superiores

v Hidrocarburos antrépicos: son el resultado de actividades humanas. Los
procesos de combustion industrial tales como la quema del carbén, de
combustibles fésiles, y del petroleo refinado contribuyen con Ia

contaminacidn, principalmente debido al humo que generan.

15



2.3.1. Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos

Son un numeroso grupo de sustancias quimicas derivadas del benceno, estos se
encuentran en el petréleo, el carbon y en depdsitos de alquitran, también se
producen por la utlizacion de combustibles. La gasolina esta constituida
aproximadamente por 70 % de compuestos alifaticos saturados y 30 % de
hidrocarburos aromaticos como el benceno, tolueno e isdmeros del xileno, algunos

de ellos se usan en medicamentos o para fabricar tinturas y pesticidas [27-29].

Los hidrocarburos aromaticos son liquidos o sélidos incoloros, blancos o amarillo-
verde palido a temperatura ambiente y sus puntos de ebullicion estan cercanos a
los de los cicloalcanos correspondientes [6]. Los compuestos aromaticos son poco
polares o no polares y, por lo mismo, no se disuelven en agua. La uniéon de dos
anillos bencénicos produce hidrocarburos policiclicos aromaticos, estos
compuestos son de gran interés ya que afectan la salud humana, han sido

identificados como carcinégenos, mutagenos y teratégenos [30-36].

Naftaleno

Este hidrocarburo, llamado también alquitran blanco, es un sdlido blanquecino que
predomina en los combustibles fosiles. Al quemar tabaco o madera se produce el
naftaleno (también denominado naftalina) que tiene un olor tan fuerte que puede
resultar desagradable. La exposicion (por inhalacién, por contacto con la piel,
contacto con los ojos, por ingestion) a naftaleno produce dolor de cabeza,
debilidad, nauseas, vomitos, sudoracién, confusion mental, ictericia, orina oscura,

dolor abdominal, diarrea, convulsiones y pérdida del conocimiento [30].

Una exposicion prolongada o repetible de naftaleno puede provocar anemia
hemolitica cronica y cataratas. Es una sustancia posiblemente carcinégena para
los seres humanos, su ingestiébn provoca la muerte, por lo que se recomienda

vigilancia médica. En el medio acuatico es muy toxico [30].
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Fenantreno

El nombre fenantreno es la combinacion de fenil y antraceno. Es un sdlido
cristalino incoloro a blanco con olor ligero, que suministra la estructura basica
aromatica de los esteroides. Es subproducto de la combustion incompleta de la
madera y combustibles fésiles por lo que se encuentra en el aire y el agua, asi
como en el humo del cigarrillo. Se utiliza en colorantes, explosivos, investigaciones
y en la elaboracion de farmacos. Es un conocido irritante, y fotosensibilizador de la
piel. [31, 35].

Fluoranteno

Hidrocarburo de color amarillo claro que esta presente en el alquitran de hulla, en
el humo el tabaco y en la atmésfera. Se produce durante la incineracion
incompleta del carbdn, el petrdleo, el gas, la madera, etc. Es casi insoluble en
agua, pero soluble en alcohol, éter, benceno y acido acético. Se ingiere por
inhalacion al respirar el aire que lo contiene, o a través de la piel, pero ésta via es
mas lenta. Al igual que todos los HAP, puede encontrarse en todos los tejidos del
cuerpo que contienen grasa, aunque tiende a almacenarse principalmente en los
rifones y el higado. No es una sustancia cancerigena, pero sus isdmeros si o son
[33].

Pireno

El pireno es un sélido incoloro e inodoro que se forma durante la combustion
incompleta de compuestos organicos. Se bioacumula en crustaceos, peces, algas
y en moluscos. Se descompone al calentarse produciendo humos irritantes. Se
puede absorber por inhalacion, a través de la piel y por ingestion. Sus efectos de
exposicion no han sido investigados adecuadamente. [34].

Las principales caracteristicas fisicas de estos hidrocarburos se muestran en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Principales caracteristicas fisicas de los Hidrocarburos Policiclicos

Aromaticos
Naftaleno Fenantreno Fluoranteno Pireno
«r’f’? Q~\\\ /rf/j \\Hj’/:‘%\\.\ /;f;\]:/::*j Z \j/ *:;1
Estructura \\\. i i r g g 'Q‘i'::/’ \;"‘/ Q:*‘éc_/” A'“\J";; =
quimica ‘ \, \\R;%/‘ \}_:_ / A
\\\\'\ f’? ( \ o

N \ ) ;{;f

Densidad 1.14 glcm’ 1.18 glcm’ 1.25 glcm? 1.27 glcm®

Masa 128.17 g/mol | 178.23 g/mol 202.26 g/mol | 202.25 g/mol

molar

Punto de 80.26°C 101°C 110.8°C 145-148°C

fusion

Punto de 218°C 332°C 375°C 404°C

ebulliciéon

Solubilidad 31.6 mg/L 1.6 mg/L 0.265 mg/L 0.135 mg/L
en agua a
25°C

2.4 Contaminacion con Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos en México

Los seres humanos dependen del ambiente para satisfacer sus necesidades de
supervivencia, de salud, de bienestar; de tal forma que las alteraciones en la
atmosfera ocasionan grandes dafos en la salud de las personas y el planeta. El
Golfo de México es uno de las regiones petroleras mas grandes del mundo. El
desarrollo de la industria petrolera en el sureste de México ha generado una gran
contaminacién en su entorno, ocasionada por derrames que afectan a varios
componentes de los ecosistemas. Esta contaminacion marina por petroleo y sus
derivados en las costas mexicanas es un problema de gran importancia ecoldgica
en la actualidad [36-40].
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Ademas de la contaminacion debida a la extraccion de petréleo del mar, en
México existen otras fuentes generadoras de contaminacion por hidrocarburos,
teniendo tres principales: Petréleos Mexicanos (PEMEX), Comision Federal de
Electricidad (CFE) y Ferrocarriles Nacionales de México (FNM), siendo el estado
de Campeche el que ocupa el primer lugar en las concentraciones de

hidrocarburos dispersos en aguas costeras y marinas [37-38].

En la zona costera los hidrocarburos pueden presentarse en concentraciones
altas, lo que indica procesos de contaminacién por petréleo como resultado,
posiblemente, de filtraciones naturales, derrames accidentales, desechos de
refinerias y lavado de buques-tanque, asi como por la via atmosférica. La
contaminacién por hidrocarburos afecta la flora, fauna y microrganismos del suelo,
el crecimiento de las plantas y la existencia y sobrevivencia de los animales que

se alimentan de estas [36-40].

Es evidente que la contaminacion en el agua se ha intensificado al mismo ritmo en
que se desarrollan las actividades de uso del petréleo como recurso energético, el
aumento de los transportes maritimos y de las actividades de perforacion, lo cual
ha provocado el incremento de accidentes ambientales de diferentes proporciones
[37-38].

La mayoria de los HPA's son contaminantes distribuidos ampliamente en el
ambiente marino; cada afio ingresan al medio marino alrededor de 230,000
toneladas de estos compuestos. Estas sustancias se han estudiado de forma muy
intensa debido al caracter carcinogénico y mutagénico que presentan [41]. En
México existen politicas de recuperacién de areas dafiadas por contaminacion, la
PROFEPA maneja criterios de limpieza para la restauracion de suelos
contaminados [4-5]
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2.5 Métodos analiticos en quimica analitica

La quimica analitica es la rama de la quimica que tiene como finalidad la deteccién
y estudio de la composicién quimica de un material 0 muestra, mediante diferentes
métodos de laboratorio. Se divide fundamentalmente en quimica analitica

cuantitativa, cualitativa y de caracterizacion [1].

Los métodos de cuantificacion se clasifican en [1]:
o Meétodos quimicos clasicos (se basan en reacciones quimicas):
v Andlisis volumétrico

v Analisis gravimétrico

e Meétodos fisicoquimicos (se basan en interacciones fisicas) o
instrumentales:
v' Métodos espectrométricos
v" Métodos electroanaliticos

v' Métodos cromatograficos.

Los métodos espectrométricos son los métodos instrumentales basados en la
interaccién de la radiacién electromagnética con un analito para identificarlo o
determinar su concentracion; estos métodos emplean técnicas tanto
espectroscopicas como no espectroscopicas. Las técnicas espectroscopicas son
aquellas en las que el analito sufre procesos de absorcion, emision o
luminiscencia, el resto corresponde a técnicas no espectroscopicas. A su vez, las
técnicas espectroscopicas pueden ser atobmicas o moleculares, en dependencia de

si el proceso espectroscopico ocurre a nivel atbmico o molecular [1].

2.5.1. Validacién de un método analitico
El desarrollo de un método analitico tiene como objetivo la cuantificacion unica del
analito de interés en una matriz. La validacion del método asegura que el mismo

es apropiado para el analisis en cuestion y que los resultados obtenidos son
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fiables y consistentes, es decir, la validacion de un método analitico es el proceso

por el cual se establece, mediante estudios de laboratorio, que las caracteristicas

de desempeno del método cumplen con los requisitos para las aplicaciones

analiticas previstas [42-44].

Las caracteristicas o parametros analiticos que se buscan durante el proceso de

validaciéon son [42-44]:

v

Exactitud: Es el grado de concordancia entre el resultado y un valor de
referencia certificado.

Precisién: expresion del grado de comparabilidad entre resultados
individuales cuando el método se lleva a cabo en las mismas condiciones
experimentales. (repetitividad o reproducibilidad).

Sensibilidad: capacidad para discriminar pequenas diferencias de
concentraciones del analito.

Limite de deteccidén: concentracion correspondiente a una sefial de
magnitud igual al blanco mas 3 veces la desviacion estandar del blanco.
Limite de cuantificacion: concentracion correspondiente a una sefal de
magnitud igual al blanco mas 10 veces la desviacion estandar del blanco.
Intervalo dinamico: Intervalo de concentraciones entre el limite de
cuantificacion y el limite de linealidad.

Especificidad: verificacion de la capacidad del método de estimar de forma
univoca los analitos en presencia de los demas componentes.

Robustez: capacidad del método de permanecer invariable después de

pequenas variaciones deliberadas del analito aplicadas al método.

Los métodos analiticos basados en fluorescencia suelen ser sensibles, de bajo

limite de deteccion y cuantificacion e intervalo dinamico estrecho, la exactitud,

precision, especificidad y robustez dependen mucho del analito y de la matriz en

cuestion [43].
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2.6 Métodos Analiticos para la Determinacién de HPA

2.6.1. Espectrometria de fluorescencia

Los métodos de fluorescencia han sido utilizados para la deteccion y
determinacion de hidrocarburos en diferentes matrices debido a su alta
sensibilidad y al alto rendimiento cuantico de estos compuestos. En el 2013 se
utilizé esta técnica en su modalidad emision- excitacion para la cuantificacion de
benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno, benzolk]fluoranteno, benzo[a]pireno,
dibenzo[a,h]antraceno, benzo[g,h,i]perileno e indeno[1,2,3-c,d]-pireno [45-47].
Dissanayake y Galloway, utilizaron la fluorescencia sincronica para cuantificar
naftaleno, pireno y benzo(a)pireno [48], Lara-Severino y colaboradores utilizaron
los tres métodos para determinar la concentracion residual de antraceno en

cultivos bacterianos [9-10].

2.6.2. Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (CG) es probablemente la técnica mas utilizada en la
separacién y determinacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos. Para lograr
la separacion de hidrocarburos no volatiles y no polares por CG, los compuestos a
analizar deben estar en fase de vapor (lo cual se logra al volatilizar la muestra
antes de introducirla en el inyector del cromatégrafo). La separacion se efectua
mediante una combinacién de factores, que incluyen punto de ebullicidn, polaridad
y diferencias de afinidad entre los diferentes componentes de la muestra y la
columna, y mediante el uso de un gas acarreador inerte (He o Ny) [1]. La principal
ventaja de este método es que identifica y cuantifica el tipo de petréleo presente
en la muestra, aunque la identificacion del tipo de producto no es siempre sencilla.

2.6.3. Cromatografia liquida
Es una técnica que también se utiliza para la separacion de componentes en una
mezcla. Consiste en una fase estacionaria no polar (columna) y una fase movil,

que es la solucidn portadora de la muestra, que se inyecta en la columna. Los
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componentes de la solucion emigran de acuerdo a las interacciones no-covalentes
de cada uno de los compuestos con la columna. Estas interacciones quimicas,
determinan la separacion de los componentes de la muestra. Se utilizan diferentes

detectores en dependencia de la naturaleza de los compuestos a determinar [1].

2.7 Actinomicetos: Kocuria rosea, Microbacterium testaceum y Kocuria

palustris

2.7.1. Actinomicetos

Los actinomicetos son un grupo de bacterias (microorganismos unicelulares),
filamentosas, que tienen similitud con los hongos por su morfologia, tipo de
reproduccion y crecimiento en medios de cultivos sdlidos y liquidos, son bacterias
Gram positivas debido a que tienen en su pared celular peptidoglicano y son

resistentes a la penicilina [49].

2.7.2. Kocuria rosea

El nombre Kocuria es en honor al microbiélogo esloveno Miroslav Kocur, y rosea
vino de "rosa". La Kocuria rosea era conocida como Micrococcus rosea, pero en
1995 fue reclasificada a su nombre actual [50]. Esta especie de actinobacteria se
ha aislado principalmente de muestras de agua y suelo. Mahjoubi y colaboradores
[13] la asilaron en medio de sales minerales de Bushnell Hass (BHMS)
complementado con 1% de petréleo de sedimentos y agua de mar recolectada
cerca de una refineria en Tunez. Los autores también evaluaron su capacidad
para la produccién de biosurfactantes y concluyeron que podria ser una candidata
potencial para la biorremediacion. Ahmed y colaboradores [51] asilaron K. rosea
en medio de agua de mar artificial (ASW) a partir de muestras de agua y suelo
contaminadas con hidrocarburos en Pakistan. En ese trabajo reportaron la
capacidad de K. rosea para crecer en naftaleno, fenantreno y fluoranteno y para
degradar el primero. Lara-Severino y colaboradores aislaron K. rosea de una
muestra de suelo que contenia NaCl al 1% y pH 8.3, encontrando que la misma
era capaz de biotransformar al hidrocarburo policiclico aromatico antraceno [9, 10]
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2.7.3. Microbacterium testaceum

La especie Microbacterium testaceum se aislo por primera vez de arrozales chinos
y se clasifico en el género Aureobacterium, pero posteriormente se reclasifico en
el género Microbacterium [52]. De Vasconcellos y colaboradores [53] aislaron el
género Microbacterium sp. de pozos de petréleo costeros en caldo nutritivo y
reportaron su capacidad para degradar dihidro-fenantreno. Lara-Severino y
colaboradores aislaron M. testaceum de un suelo que contenia NaCl al 3% y pH
8,6; y demostraron su capacidad para biotransformar antraceno [9, 10]. Hasta
donde sabemos, no existen otros trabajos sobre el aislamiento de M. testaceum en

ambientes contaminados.

2.7.4. Kocuria palustris

La especie Kocuria. palustris fue descrita por Kovacs y colaboradores [54]
después de haber sido aislado originalmente de Typha angustifolia. En 2007,
Mariano y colaboradores [55] aislaron K. palustris del suelo de una estacién de
servicio en medio PCA (recuento en placa), y un afo después, Mariano y
colaboradores [56] reportaron la capacidad de esta cepa de degradar diesel
comercial. Hasta donde sabemos, no hay otros informes sobre su aislamiento de
otros entornos. Lara-Severino y colaboradores aislaron K. palustris de un suelo
que contenia NaCl al 3% a pH 8,4; y demostraron su capacidad para

biotransformar al antraceno.

2.7.5. Bacteria haloalcalotolerantes

Existen microorganismos capaces de desarrollarse en ambientes con condiciones
extremas, como los que se caracterizan por su alta concentracion de sal y valores
altos de pH. De acuerdo con las condiciones fisiologicas de salinidad y de pH
requeridas para su crecimiento Optimo, éstos se clasifican como haldfilos,
halotolerantes, alcaléfilos o alcalotolerantes. Los microorganismos halofilos son

aquellos que requieren determinadas concentraciones de NaCl para crecer y vivir
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[57], los halotolerantes pueden crecer en medios con muy bajas concentraciones
de NaCl, incluso cero o bien tan altas como un 25 % [58]; un microorganismo
alcaldfilo o alcalotolerante es el que requiere o tolera, respectivamente para su
crecimiento 6ptimo, un valor de pH de 9 o mas alto [59]. Un haloalcaldfilo es el que
necesita tanto una concentracion de NaCl determinada (hasta 30 %) y un pH
alcalino (pH 9) [54]; por otro lado, un microorganismo haloalcalotolerante es el que
puede vivir ya sea en ausencia 0 en presencia de sal, incluso puede tolerar altas
concentraciones de NaCl (hasta 25 %) y también es capaz de crecer de manera

Optima en un amplio rango de pH (8-9 o superior) [9-11].
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CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales y reactivos

e Espectrofluorémetro (Horiba, Fluoromax-3)

e Cubeta de cuarzo de 1 cm de paso Optico para fluorescencia
e Balanza analitica (ADAM)

e Micropipetas 1000 uL , 200 pL

e Gradilla

e Tubos de ensayo

e Frascos de Erlenmeyer de 125 mL con tapa de rosca
e Matraz volumétrico de 10 mL

o Cajas de Petri

e Papel parafilm

e Agua destilada

¢ Metanol (JT BAKER)

o Acetona (FERMONT)

¢ Naftaleno (Sigma Aldrich 98%)

e Fenantreno (Sigma Aldrich 98%)

¢ Fluoranteno (Sigma Aldrich 98%)

e Pireno (Sigma Aldrich 98%)

e Cloruro de sodio: NaCl (Sigma Aldrich 99%)

e Proteosa peptona (BD Bacto)

e Glucosa (Reasol)

e Extracto de levadura (BD Bioxon)

e Agar Bacteriologico(BD Bioxon)

e Sulfato de amonio: (NH4)2SO4 (Allied Chemical)

e Hidrogeno fosfato de amonio (Na;HPO,) (JT Baker)
e Hidrégeno fosfato de potasio (Ko:HPO4) (JT Baker),

e Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4.7H20) (JT Baker),



Cloruro de calcio dihidratado (CaCl,. 2H,0) (Fermont),

Cloruro de hierro (lll) monohidratado (FeCls. H,O) (Fermont)

Molibdato de amonio monihidratado ((NH4)eM07024.H20) (Monterey
Reactivo Analitico)

Solucion Crémica: 6 gramos de K>Cr,O7 (Monterrey) disueltos en el menor
volumen de agua destilada posible, completado a 200 mL con H,SO4 (conc)
(JT Baker)

Cepas haloalcalotolerantes de los actinomicetos Kocuria rosea,

Microbacterium testaceum y Kocuria palustris.
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3.2 Metodologia

Todo el material de vidrio utilizado fue previamente lavado con detergente,
sumergido en solucién cromica, enjuagado con abundante agua, seguido de un

enjuague con HNO3 (4 mol/L) y enjuague final con agua destilada.

3.2.1 Reactivacion de las cepas

3.2.1.1. Cepas: Se utilizaron tres cepas de actinomicetos haloalcalotolerantes
aisladas de suelos alcalinos de Veracruz cercanos a actividad petrolera, y
previamente identificadas por la secuencia 16 rRNA [9]; Las cepas toleran los
siguientes rangos de pH y %NaCl: Kocuria palustris (0-25%; pH 5-12), Kocuria
rosea (0-10%; pH 5-11); Microbacterium testaceum (0—10%; pH 5-11), sin
embargo, el crecimiento éptimo de estas cepas es Kocuria palustris (10% NacCl);
Kocuria rosea y Microbacterium testaceum (3% NaCl); todas a pH 8. En este
trabajo las cepas fueron siempre cultivadas en sus condiciones 6ptimas para
garantizar la maxima actividad bacteriana, las mismas estan depositadas en el
GenBank con las secuencias KP100512, KP100513 y KP100514.

3.2.1.2. Medio para microorganismos haldfilos (MH): Este medio se preparé como
lo reporta Lara-Severino y colaboradores [9-11]; se disolvieron conjuntamente en
agua destilada las cantidades necesarias de los siguientes componentes para
obtener las concentraciones finales respectivas: Extracto de levadura 10 g/L,
Proteosa- Peptona 5 g/L; Glucosa 1 g/L, y Agar Bacteriologico 18 g/L. Esta
solucion fue suplementada con 3% 6 10% de NaCl, la suplementada con 3% de
NaCl se llam6 medio MH-3% y en ella se cultivaron las cepas Kocuria rosea y
Microbacterium testaceum, la suplementada con 10% de NaCl se llam6é medio
MH-10% y en ella se cultivd la cepa de Kocuria palustris, ambos medios fueron
ajustados a pH 8 y se esterilizaron en autoclave a 120°C durante 15 minutos

dejandolos enfriar a temperatura ambiente antes de ser utilizados.
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3.2.1.3. Sembrado de las cepas: Una vez preparados los medios MH-3% y MH-
10% (seccidn 3.2.1.2), estos se dejaron enfriar a temperatura ambiente, cuidando
de que no solidificaran en el matraz, los mismos se vertieron en cajas de Petri en
la campana, para evitar contaminacion, y se dejaron solidificar; posteriormente las
cepas se sembraron en el medio correspondiente (Kocuria rosea y Microbacterium
testaceum en el MH-3%, y Kocuria palustris en el MH-10%) utilizando la técnica de
estria cruzada, y se dejaron en incubacion, se revisaron cada 24 h durante 7 dias
para comprobar el crecimiento bacteriano. Para determinar la pureza de cada una

se les realizé la tincidon de Gram para observar su morfologia.

3.2.2. Determinaciéon de las condiciones experimentales para Ila
determinacion de los hidrocarburos por fluorescencia

3.2.2.1. Medio de sales minimo (MSM): Este medio se preparé como lo reporta
Lara-Severino y colaboradores [9-11], se disolvieron conjuntamente en agua
destilada las cantidades necesarias de las siguientes sales para obtener las
concentraciones finales respectivas: (NH4)>,SO4 1000 mg/L, Na,HPO4 800 mgI/L,
KoHPO4 200 mg/L, MgS04.7H,0 200 mg/L, CaCl,. 2H,O 100 mg/L, FeCls. H20 5
mg/L y (NH4)sM07024.H20 1 mg/L). Esta solucién de sales fue suplementada con
3% 6 10% de NaCl. La suplementada con 3% de NaCl se llamé medio MSM-3% vy
en ella se cultivaron las cepas Kocuria rosea y Microbacterium testaceum, la
suplementada con 10% de NaCl se llam6é medio MSM-10% y en ella se cultivé la
cepa de Kocuria palustris, ambos medios fueron ajustados a pH 8 y se
esterilizaron en autoclave a 120 °C durante 15 minutos dejandolos enfriar a

temperatura ambiente antes de ser utilizados.

3.2.2.2. Preparacion de soluciones estandares de los hidrocarburos naftaleno,
fenantreno, fluoranteno y pireno: En una balanza analitica se pesaron 0.05 g de
cada hidrocarburo (naftaleno, fenantreno, fluoranteno y pireno), los cuales se
disolvieron en un volumen minimo de metanol y se complet6 el volumen a 10 mL

con el mismo metanol utilizando un matraz volumétrico. A partir de estas
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soluciones iniciales de 5000 ppm se prepararon las soluciones estandares

intermedias como se describe a continuacion.

En el caso de naftaleno, fenantreno y fluoranteno, se prepararon:

a) dos soluciones de 10mL, de concentraciones 500 y 50 ppm en metanol
(dilucion 1:10 y 1:100 respectivamente) a partir de los patrones de 5000
ppm),

b) tres soluciones de 10mL, de concentracién 5 ppm cada una preparadas a
partir de 100 uL de las soluciones de 500 ppm completadas con metanol,
MSM-3% y 10%, respectivamente,

c) tres soluciones de 10mL, de concentracion 1 ppm cada una preparadas a
partir de 200 yL de las soluciones de 50 ppm completadas con metanol,
MSM-3% y 10%, respectivamente.

d) tres soluciones de 10mL, de concentracion 0.5 ppm cada una, preparadas a

partir de 100 pL de las soluciones de 50 ppm.

En el caso del pireno se prepararon soluciones mas diluidas y se procedi6 de la
siguiente manera:
e) dos soluciones de 10 mL, de concentraciones 500 y 50 ppm en metanol
(dilucién 1:10 y 1:100 respectivamente) a partir del patrén de 5000 ppm),
f) una solucion de 10 mL de concentracién 5 ppm en metanol (dilucién 1:100) a
partir de la de 500 ppm,
g) tres soluciones de 10 mL, de concentracion 0.5 ppm cada una preparada a
partir de 100 pL de la solucion de 50 ppm completadas con metanol, MSM-
3% y 10% respectivamente,
h) tres soluciones de 10 mL, de concentracion 0.1 ppm cada una preparadas a
partir de 200 uL de las soluciones de 5 ppm completadas con metanol, MSM-
3% y 10% respectivamente,
i) tres soluciones de 10 mL, de concentracion 0.05 ppm cada una, preparadas a
partir de 100 pL de las soluciones de 5 ppm.
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3.2.2.3. Seleccion de las bandas de excitacion, emision y sincronicas:

Todos los espectros de excitacion, emision y sincronicos de este trabajo se
registraron utilizando como condiciones instrumentales las siguientes: tiempo de
integracion de 0.5 s, e incremento de 2 nm. Los espectros de excitacion se
registraron utilizando como slits 0.5 mm, en los espectros de emision y sincronicos
las slits utilizadas fueron de 2 nm; en todos los casos se utilizé una cubeta de
cuarzo de 1 cm de paso Optico para fluorescencia (con sus cuatro lados

transparentes).

Se obtuvieron los espectros de fluorescencia de excitacion, emisidén y sincronos de
las soluciones de 0.5 ppm de los hidrocarburos naftaleno, fenantreno y fluoranteno
y de 0.05 ppm de pireno preparadas en metanol, MSM-3% y 10%. Las condiciones
particulares del registro de los espectros de excitacion y emision fueron

encontradas experimentalmente en el laboratorio y se muestran en la Tabla 2.

En el caso de los espectros sincronicos estos se registraron variando el valor de
A) de 10 a 100.

Tabla 2. Condiciones de determinacidn de los hidrocarburos fenantreno,

fluoranteno y pireno en los medios MSM-3% y 10% por fluorescencia.

Hidrocarburo Modo Excitacion Modo Emision Modo sincrono
Fenantreno hexc : (240-340) nm | Aemi: (320-420) nm | A =293 nm
Aexc: 252 nm Aemi: 363 Nm AL =70 nm
Aemi - 363 Nm Aexc : 252 nm
Fluoranteno Aexc : (250-350) nm | Aemi: (410-510) nm | A = 365 nm
Aexc: 285 nm Aemi: 460 Nm AA=80 nm
Aemi - 460 nm Mexc - 285 nm
Pireno Aexc : (250-350) nm | Aemi : (350-450) nm | A = 334 nm
Aexc: 334 nm Aemi: 393 Nm AA=40 nm
Aemi - 393 nm Mexc - 334 nm
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3.2.3. Sensibilidad y limite de deteccion en la determinacion de fenantreno,
fluoranteno y pireno por fluorescencia

3.2.3.1. Preparacién de las curvas de calibracién de los hidrocarburos naftaleno,
fenantreno, fluoranteno y pireno. Determinacion de la sensibilidad.

La Tabla 3 muestra la preparacidon de las soluciones patrones utilizadas para la
construccion de las curvas de calibracion de los hidrocarburos naftaleno,
fenantreno y fluoranteno en ambos medios de cultivo, MSM-3% y 10%. La
preparacion de las soluciones de partida 1 y 5 ppm, preparadas en MSM-3% o

MSM-10%, fue anteriormente descrita en la seccién 3.2.2.2.

En el caso del pireno, las soluciones estandares de partida fueron las de 0.1 y
0.05 ppm preparadas en MSM-3% y 10% (preparacion descrita en la seccidn
4.2.2). Se tomaron los mismos volumenes senalados en las columnas dos y tres
de la tabla 3, obteniéndose las concentraciones finales de los patrones en el rango
2 a 100 ug/L. En todos los casos las soluciones patrones fueron preparadas por
triplicado.

Tabla 3. Preparacion de las soluciones patrones para la construccién de las

curvas de calibraciéon (n = 3).

Solucion estandar | Volumen tomado Volumen Concentracién
de partida de la solucion anadido de final del patron
preparada en MSM- estandar de medio MSM-3%
3% o MSM-10% partida (uL) o MSM-10% (uL) Mg/l
0 3000 0
60 2940 20
120 2880 40
1 pg/L 180 2820 60
240 2760 80
300 2700 100
600 2400 200
240 2760 400
5 ug/L 360 2640 600
480 2520 800
600 2400 1000
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Se registraron los espectros de fluorescencia de excitacion, emision y sincrénico
de cada solucién, utilizando las condiciones reportadas en la Tabla 2. Con los
valores de fluorescencia promediados para cada solucién y los valores de estas
soluciones patrones se construyeron las curvas de calibracién correspondiente a
cada hidrocarburo en cada medio (MSM-3% y 10%). Las curvas se ajustaron a un
modelo lineal y utilizando el método de los minimos cuadrados se encontro la
mejor ecuacién de la recta. La pendiente de dicha recta es el valor de la
sensibilidad en pg/L para la determinacion del hidrocarburo en cuestion. El
intercepto de cada una fue el valor del blanco correspondiente (MSM-3% o0 10%) a

las condiciones de registro del espectro.

3.2.3.2. Preparacion del pre-indculo de las cepas de actinobacterias: Una asada
de cada cepa proveniente de un cultivo sélido (medio agar) fue trasvasada a un
frasco de Erlenmeyer que contenia 80mL del medio MH correspondiente.
Alicuotas de 3mL fueron tomadas a varios intervalos de tiempo y trasvasadas a la
cubeta del espectrofotometro (Globe CS-200PC) donde se determiné la densidad
Optica a 600nm. A partir de estos datos se construyeron las curvas de crecimiento
hasta alcanzar la fase estacionaria. Una vez determinada la fase exponencial de la
curva, se establecié que el tiempo en el cual se alcanza la mitad de esta fase
seria el establecido para tomar el inéculo a sembrar en los medios MSM-3% vy
10%.

3.2.3.3. Inoculacion de los medios MSM con las cepas de actinobacterias y
obtenciéon de los sobrenadantes (sefal de la matriz): Una vez sembrado el pre-
indculo en el medio MH correspondiente, al tiempo en el cual se alcanza la mitad
de la fase exponencial se tom6 1 mL, el cual fue ajustado con el medio MSM
correspondiente hasta obtener una lectura de densidad éptica a 600 nm de 0.25
(correspondiente a 0.5 unidades nefelométricas (NTU)). Un mL de la suspensién
ajustada a 0.5 NTU fue inoculado en 120 mL de los medios MSM-3% y 10%,
contenidos en frascos de Erlenmeyer con tapa de rosca, segun correspondiera.
Los frascos se cubrieron con papel metalico para alejarlos de la luz. Se tomaron
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alicuotas de 3 mL de los cultivos bacterianos a los 15 min, 20 min, 50 min, 1.5 h,
25h,45h,24 h,48 h, 72 h, 96 h, 144 hy 168 h y se centrifugaron a 5000 rpm
por 5 min para separar el sobrenadante de la biomasa. Todos los cultivos
bacterianos se prepararon por triplicado.

Se registraron los espectros de fluorescencia de excitacion, emision y sincronico
de cada solucion de acuerdo a las condiciones indicadas en la Tabla 2. A partir de
la sefial maxima encontrada en las longitudes de onda correspondientes a las
bandas de excitacion, emision y sincronos de los hidrocarburos, se determiné el

limite de deteccidn, a partir de la ecuacion:

[maxima sefial + 3 * (desviacion estandar de la maxima sefial)]

Lim. Det =
fm. ve sensibilidad

Donde sensibilidad es la pendiente de la curva de calibracién. Para las cepas
Kocuria rosea y Microbacterium testaceum se utilizaron las curvas de calibraciéon
de los hidrocarburos en MSM-3% y en el caso de la Kocuria palustris en MSM-
10%.

3.2.4. Determinacion de la concentracion residual de fenantreno, fluoranteno
y pireno en cultivos de Kocuria rosea por fluorescencia de excitacion,
emisioén y sincrénica.

3.2.4.1. Preparacion de cultivos bacterianos de Kocuria rosea: Un volumen de
120uL de la solucion 500ppm de los hidrocarburos fenantreno y fluoranteno y de la
solucion de 50 ppm de pireno se transfirieron a tres frascos de Erlenmeyer con
tapa de rosca respectivamente (un frasco para cada hidrocarburo). Cada frasco se
completé a 119mL con MSM-3%. Un mL de pre-in6culo de Kocuria rosea, ajustado
a 0.5 NTU (densidad optica de 0.25 a 600nm) se anadié a cada frasco de
Erlenmeyer para completar 120mL de cultivo bacteriano que contenia 0.5ppm de
los hidrocarburos fenantreno, fluoranteno y 0.05ppm de pireno respectivamente.
Los frascos de Erlenmeyer se cubrieron con papel metalico para alejarlos de la
luz. Se tomaron alicuotas de 3 mL de los cultivos bacterianos a los 15 min, 24 h,
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72 h, 96 h y 144h y se centrifugaron a 5000rpm por 5min para separar el
sobrenadante de la biomasa. Todos los cultivos bacterianos suplementados con
hidrocarburos se prepararon por ftriplicado (tres cultivos bacterianos por cada
hidrocarburo).

Se registraron los espectros de excitacion, emisidn y sincronos de cada uno de los
sobrenadantes colectados, utilizando las condiciones descritas en la Tabla 2 para
cada hidrocarburo. La concentracién residual de los hidrocarburos en el tiempo se

determind a partir de los datos colectados.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Reactivacion de las cepas:

Las caracteristicas morfologicas de las cepas reactivadas en medio MH después
de 7 dias de incubacién y crecimiento abundante fueron: presencia de pequefa o
mediana elevacién de los bordes, colonias suaves de color crema o amarilloso,
con forma circular o irregular, opacas o brillosas y con ausencia de micelio. No hay
pigmento difuso al medio y, en el microscopio, se observaron como cocoides
unicos y en hebras bacilos pequefios o células filamentosas ramificadas. Todas
fueron Gram positivas. Estas caracteristicas, coinciden con las reportadas por
Lara-Severino y colaboradores [9] cuando fueron inicialmente aisladas de suelos
cercanos a areas con actividad petrolera del estado de Veracruz. Esta
coincidencia indica que las cepas fueron reactivadas sin presencia de

contaminacion.

4.2. Determinacién de las condiciones experimentales para la determinaciéon
de los hidrocarburos por fluorescencia

Aunque uno de los objetivos de este trabajo era implementar las condiciones de
determinacién de naftaleno en los medios MSM-3% y 10%, esto no fue posible,
debido a que el naftaleno se evaporaba muy rapido de las soluciones o porque las
concentraciones evaluadas no fueron lo suficientemente sensibles para detectarlo.

En cualquier caso, este hidrocarburo se eliminé del estudio.

En la Tabla 2 se muestran los valores experimentales 6ptimos encontrados en el
laboratorio, de longitudes de onda de excitacion y de emision para los
hidrocarburos en estudio. Se registraron los espectros de emisidon de cada
hidrocarburo en MSM-3% y 10% a las longitudes de onda de excitacion conocidas,
y asi se ajustaron la Aemi Y Aexc particulares para el estudio. A continuacidon se

analiza cada hidrocarburo por separado.
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Fenantreno: El primer espectro registrado fue la emision 0.5 ppm de fenantreno en
MSM-3% y 10% utilizando una Aexc = 250nm. Dicho espectro se muestra en la

figura 3.

Espectros de emisidon de 0.5 ppm de fenantreno en
MSM-3% y MSM-10%
(Aexc =250 nm)
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Figura 3. Espectros de emisién de 0.5 ppm de fenantreno con Aex. = 250 nm.

De la Figura 3 se puede observar que la banda de emision mas intensa en el
espectro es la correspondiente a la longitud de onda de 363 nm. Aunque la
concentracion en ambos casos es la misma (0.5 ppm) es esperado que la
intensidad de fluorescencia sea menor en el medio MSM-10% que en el MSM-3%,
pues la salinidad afecta negativamente a la intensidad de fluorescencia. Sin
embargo, la banda de emision de 363 nm no cambia de forma o posicién con el
aumento de la salinidad, por lo que se seleccioné como Aemidel fenantreno. Con la
banda de emision mas intensa, se registro el espectro de excitacion del fenantreno

en nuestras condiciones, que se muestra en la Figura 4.
La Figura 4 muestra la banda de excitacion del fenantreno visible en los medios

MSM-3% y 10%. Las dos bandas mas intensas aparecen a los 252nm vy los
294nm.
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Espectros de excitacion de 0.5 ppm de fenantreno en
MSM-3% y MSM-10% y otros componentes
(Aemi =363 nm)
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Figura 4. Espectros de excitacién de 0.5 ppm de fenantreno con Aemi = 363 nm.

Espectros de emision de medios y solventes
(Aexc = 252 nm)
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Figura 5. Espectros de emision de los medios MSM-3%, MSM-10%, acetona y

metanol con Aeyxe = 252 Nm.

Para decidir cual de las dos utilizar como longitud de onda de excitacion (252nm o
294nm) se analizaron los espectros de excitacion y emision de los solventes vy
medios sin hidrocarburos (sefial del blanco). Las Figuras 5 y 6 muestran los
espectros de emision y excitacion de los medios MSM-3% y 10%, ademas de la
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acetona y el metanol, en las mejores condiciones de determinacion de fenantreno
en estos medios, con Aemi = 363 NM Yy Aexe= 252 nm. La Figura 5 muestra que los
medios MSM-3% y 10% son transparentes a la longitud de onda de excitacion de
252nm. Es decir, no tienen una sefal de fluorescencia lo suficientemente intensa

como para interferir significativamente en la sefial del fenantreno.

Espectros de excitacion de medios y solventes
(Aemi =363 nm)
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Figura 6. Espectros de excitacién de los medios MSM-3%, MSM-10%, acetona y

metanol con Aemi = 363 nm.

La Figura 6 muestra que los medios MSM-3% y 10% se excitan menos a la
longitud de onda de 252nm que a 294nm, por tanto, las condiciones de
determinacién de este hidrocarburo en este trabajo se establecieron como Aexc =

252 nmYy Aemi= 363 nm.

Se registraron ademas los espectros de excitacion y emision de los solventes
acetona y metanol en las condiciones de determinacion del fenantreno. Esto se
hizo con la finalidad de determinar cual solvente es mejor, desde el punto de vista
de su transparencia a la fluorescencia, para disolver al hidrocarburo. Aun cuando
la influencia de estos solventes seria minima pues las soluciones de trabajo se

preparan en MSM-3% y 10% a partir de unos pocos mL del hidrocarburo disuelto
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en el solvente, se prefirid utilizar al solvente que aporta menos sefal de fondo.

Tanto la acetona como el metanol tienen una intensidad de fluorescencia minima a

hexe = 252nm como lo muestra la figura 6, pero la sefal de fluorescencia de

emision de la acetona se incrementa mucho a los 365-370nm, como lo muestra la

figura 5, lo que podria interferir con la sefal de emision del fenantreno a 363nm.

Por esta razén se decididé disolver el fenantreno en metanol.

Finalmente, se determinaron las mejores condiciones de determinacién de

fenantreno por fluorescencia sincrénica. Para ello se tomaron las soluciones de

0.5ppm de fenantreno en MSM-3% y 10% y se les registraron los espectros

sincronicos variando el A, hasta encontrar la mas adecuada. Los resultados se

muestran en las Figuras 7 y 8.

en MSM-3%

Espectros sincronicos de 0.5 ppm de fenantreno
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Figura 7A Espectros sincronicos de 0.5 ppm de fenantreno en MSM-3% a

diferentes AL (10-50).

40



_ ., 600
© O

S S 500
€ < 400
g

g 300
o

3

= 200
(]

T

T 100
T

g 0
3

E

Espectros sincronicos de 0.5 ppm de fenantreno

en MSM-3%
A Delta 60
Delta 70
Delta 80
= Delta 90
i . . . . ; . e Delta 100
250 275 300 325 350 375 400

Longitud de onda sincrénica (nm)

Figura 7B. Espectros sincronicos de 0.5 ppm de fenantreno en MSM-3% a

diferentes AL (60-100).

La Figura 7 muestra que el espectro del fenantreno en MSM-3% mas intenso

corresponde a la A sincronica 294nm con un AL = 70nm. Estas condiciones

corresponden al momento en que coincide el monocromador de excitacidon y el de

emisién en una diferencia de 70nm cuando el de excitacidén esta en 294nmy el de

emisién esta en 363nm. Estas longitudes de onda coinciden con las bandas de

excitacion y emision mas intensas del fenantreno.

La Figura 8 muestra los espectros sincrénicos de 0.5 ppm de fenantreno, pero en
MSM-10% a diferentes AL.
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Figura 8 (A)(B). Espectros sincronicos de 0.5 ppm de fenantreno en MSM-10% a

diferentes AAL.

Como se muestra en la Figura 8, la AL = 70nm es, nuevamente, la que
proporciona mayor intensidad en la sefial de fenantreno en esta modalidad. Para
conocer el comportamiento de los medios MSM-3% y 10% sin hidrocarburo en
estas condiciones, también se registré el espectro sincronico de ambos medios

pero unicamente con la AL = 70nm. Los resultados se muestran en la Figura 9.
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Espectros sincrénicos del MSM-32% y MSM-10% a
AL =70 nm.
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Figura 9. Espectro sincronico de los medios MSM-3% y MSM-10% a AA=70nm.

La Figura 9 muestra que aunque a 294nm (longitud de onda sincrénica del
fenantreno) la sefal de fluorescencia no es despreciable, tampoco tiene una
contribucion significativa, por lo que un AA=70nm es adecuado para la
determinacién del fenantreno por esta modalidad de fluorescencia. El hecho que
los espectros de los medios no muestren la longitud de onda sincrénica (294 nm)
es una evidencia que esa sefal sincronica se debe al fenantreno y no a los

medios.

Fluoranteno: Con los otros dos hidrocarburos en estudio, fluoranteno y pireno, se
procedid de igual manera a como se hizo con el fenantreno. La Figura 10 muestra
el espectro de emisidn registrado de 0.5ppm de fluoranteno en MSM-3% y 10%

utilizando la Aexe = 280nm, comunmente empleada para este hidrocarburo.

La Figura 10 muestra que no hay una banda de emisidn estrecha y bien definida,
por el contrario, se presenta una banda ancha cuyo valor maximo esta alrededor
de 460nm. De manera similar al caso del fenantreno, la intensidad de
fluorescencia es menor en el medio MSM-10% que en el MSM-3%, debido a la

salinidad de la muestra. La banda ancha de emisiéon con maximo en 460 nm no
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cambia de forma o posicion con el aumento de la salinidad, por lo que se
selecciond como Aemi del fluoranteno, y con ella se registr6 el espectro de

excitacion del fluoranteno, que se muestra en la Figura 11.

Espectros de emision de 0.5 ppm de Fluoranteno en
MSM-3% y MSM-10%
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Figura 10. Espectros de emisién de 0.5 ppm de fluoranteno con Aexc = 280 nm.

Espectros de excitacion de 0.5 ppm de Fluoranteno en
MSM-3% y MSM-10%.
(Aemi =460 nm)
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Figura 11. Espectros de excitacién de 0.5 ppm de fluoranteno con Aemi = 460 nm.
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La Figura 11 muestra las bandas de excitacion del fluoranteno en los medios
MSM-3% y 10%. Las dos bandas mas representativas aparecen a los 285nm y los
360nm. La banda de 285nm es mas intensa y resolutiva y no hay corrimiento de
ella con el cambio de la salinidad, por lo que fue la seleccionada para utilizar en la
excitacion del fluoranteno. Para corroborar la ausencia de interferencia de los
solventes y medios sin hidrocarburos (sefial blanco) se registraron los espectros
de excitacion y emisién en las mejores condiciones de determinacion de
fluoranteno en estos medios, con Aemi = 460nM y hexc= 285nm. Los espectros se

muestran en las figuras 12 y 13.
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Figura 12. Espectros de excitacién de los medios MSM-3%, MSM-10%, acetona y

metanol con Aemi = 460 nm.

De la Figura 12 se observa claramente que ninguno de los medios y solventes en
estudio interfieren en la sefial de excitacion del fluoranteno (Aexc = 285nm), lo cual
indica que la aportacién del blanco es despreciable. Sin embargo, la sefial de
360nm del fluoranteno se ve interferida por la acetona. La aportacion de estos
medios y solventes al espectro de emision (Figura 13) también es bastante baja,
pues a 460nm practicamente no hay senal de ninguno, excepto del MSM 3%, pero

muy baja.
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Espectros de emision de medios y solventes
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Figura 13. Espectros de emision de los medios MSM-3%, MSM-10%, acetona y

metanol con Aexe = 285 nm.

Por tanto, no hay una interferencia a considerar por parte de los medios MSM-3%
y 10% en la sefial del fluoranteno en las condiciones escogidas, y el metanol es
una mejor opcion para disolver al fluoranteno que la acetona ya que el metanol no
tiene una contribuciéon importante a las sefales de excitacion o emisién del

fluoranteno.

Los resultados de la determinacién del fluoranteno en MSM-3% y MSM-10% por
fluorescencia sincronica se muestran en las Figuras 14 y 15. La Figura 14
muestra el comportamiento en MSM-3%. Las AL mas sensibles son 80, 90 y 100
nm. En este caso se escogio la A sincronica de 365 nm con AL = 80 nm (aunque
no es la mas sensible), pues esa AL no presenta de manera pronunciada el

hombro de 340 nm, por lo que la banda (el pico) esta mas definido.

Resultados similares se obtienen al analizar la figura 15, la cual muestra los

espectros sincronicos del fluoranteno a diferentes Ai en medio MSM-10%. En este
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caso, otra vez la AL = 80 nm fue la escogida para la determinacion de este

hidrocarburo.
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Figura 14 (A)(B). Espectros sincrénicos de 0.5 ppm de fluoranteno en MSM-3% a

diferentes AA.

Para conocer el comportamiento de los medios MSM-3% y 10% sin hidrocarburo

en las condiciones de determinacion de fluoranteno por fluorescencia sincrénica,
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se registrd el espectro sincronico de ambos a la AL = 80nm. Los resultados se

muestran en la Figura 16.
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Figura 15 (A)(B). Espectros sincronicos de 0.5 ppm de fluoranteno en MSM-10% a

diferentes AA.
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Espectros sincronicos de MSM-3% y MSM-10% a

AA =80 nm
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Figura 16. Espectros sincrénicos de los medios MSM-3% y MSM-10% a
AL=80nm.

La Figura 16 muestra que, aunque a 365nm (longitud de onda sincrénica del
fluoranteno) la sefial de fluorescencia no es despreciable, tampoco tiene una
contribucion significativa, por lo que un AA=80nm es adecuado para la
determinaciéon del fluoranteno por esta modalidad de fluorescencia. El hecho que
los espectros de los medios no muestren la longitud de onda sincrénica (365nm)
es una evidencia que esa sefial sincronica se debe al fluoranteno y no a los

medios.

Pireno: De manera similar a los casos anteriores se procedié con el pireno. La
figura 17 muestra el espectro de emision registrado de 0.05 ppm de pireno en
MSM-3% y 10% utilizando la Aex=335nm, usada comunmente para este

hidrocarburo.
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Espectros de emision de 0.5 ppm de Pireno en
MSM-3% y MSM-10%
(Aexc = 335 nm)
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Figura 17. Espectros de emisién de 0.05 ppm de pireno con Aexc = 335 nm.

La Figura 17 muestra dos bandas bien definidas de emision, una a 372nmy la otra
a 393nm de intensidades comparables. Igual que en los casos anteriores, la
intensidad de fluorescencia es menor en el medio MSM-10% que en el MSM-3%,
debido a la salinidad de la muestra. Las bandas de emision no cambian de forma o
posicion con el aumento de la salinidad, por lo que cualquiera de ellas podria
establecerse como Aiem del pireno. Para decidir cual de ellas seleccionar, se
registraron los espectros de excitacion de los medios MSM-3% y 10% a esas
longitudes de emisidn, a fin de determinar posibles interferencias con la sefal del

pireno (Figura 18).

En la Figura 18 se muestra una banda de excitacion de los medios MSM-3% y
10% a 330nm, cuando el espectro de excitacidn se registra a la A de emision de
372nm. Sin embargo, si el espectro de excitacion de los medios se registra a
393nm de emision, la banda de excitacion se corre a 346nm. Como la excitacion
del pireno esta alrededor de 335nm, se debe evitar la excitaciéon de los medios a
330nm, pues provocaria interferencia.

50



Espectros de excitacion de los medios MSM-3% y
MSM-10% a las Aemi =372 nm y 393 nm
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Figura 18. Espectros de excitacién de los medios MSM-3% y MSM-10%

registrados a las A de emisién del pireno 372 nmy 393 nm.

Debido a la explicacion anterior, se escogié la banda de emision de 393nm como
la adecuada para la determinacién de pireno. A esta longitud de onda la excitacion
de los medios MSM-3% y 10% no es despreciable pero es minima. Una vez
establecida la longitud de onda de emision del pireno (393nm), se registré su
espectro de excitacion para establecer con precision la longitud de onda de
excitacion de este hidrocarburo. El espectro de excitacion con Aemi = 393nm se

muestra en la figura 19.

La Figura 19 muestra las bandas de excitacion del pireno en los medios MSM-3%
y 10%. La banda mas representativa e intensa aparece a los 334nm, muy cercana
a la reportada de 335nm. Esta bien definida y no hay corrimiento de ella con el
cambio de la salinidad. Por tanto, esta banda se escogié para utilizar en la
excitacion del pireno. Para corroborar que no habia interferencia de los solventes
y medios sin hidrocarburos (sefal del blanco) se registraron los espectros de
excitacion y emision en las mejores condiciones de determinacion de pireno en
estos medios, con Aemi = 393nM y Aexe = 334nm. Los espectros se muestran en las

Figuras 20y 21.
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Espectros de excitacién de 0.05 ppm de pireno en
MSM-3% y MSM-10%
(Aemi =393 nm)
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Figura 19. Espectros de excitacién de 0.05 ppm de pireno con Aemi = 393 nm.
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Figura 20. Espectros de excitacion de los medios MSM-3%, MSM-10%, acetona y

metanol con Agmi = 393 nm.

Este espectro (Figura 20) muestra que la acetona tiene una banda de excitacion
en 334nm, coincidiendo con la del pireno, peor lo que no es un buen solvente para

disolverlo pues provoca interferencia. El metanol sin embargo es transparente en
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estas condiciones. Se sabia de antemano que los medios MSM-3% y 10% no

provocaban interferencias en estas condiciones.
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Figura 21. Espectros de emision de los medios MSM-3%, MSM-10%, acetona y

metanol con teye = 334 nm.

La Figura 21 corrobora los resultados obtenidos de la figura 18. Una vez mas se
demuestra que si la longitud de onda de excitacion es 334nm, los medios MSM-
3% y 10% interfieren, pues presentan bandas de emisién en 378nm, la cual
interferiria con la banda de emision de 372nm del pireno. Por lo tanto se confirma
una vez mas que la longitud de onda para la determinacion del pireno debe ser
393 nm.

La Figura 21 también muestra que la acetona presenta una banda intensa y ancha
de emision cuando se excita a 334nm. Esta cubre tanto las longitudes de onda de
372nm como la de 393nm, por tanto la acetona, definitivamente, no puede
considerarse como solvente para disolver al pireno. EI metanol, por su lado, tiene
una emision en 372nm (coincidente con la del pireno) pero es transparente a la
longitud de onda de 393nm (no interfiere), por lo tanto es el solvente escogido
para disolver al hidrocarburo.
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Espectros sincronicos de 0.05 ppm de pireno

en MSM-3%
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Figura 22 (A)(B). Espectros sincronicos de 0.05 ppm de pireno en MSM-3% a

diferentes AAL.

En el caso de la determinacion de pireno en MSM-3% y 10% por fluorescencia
sincronica, los resultados se muestran en las figuras 22 (A)(B) y 23 (A)(B). La
Figura 22 (A) y (B) muestra el comportamiento en MSM-3%. Las AL mas sensibles

son 40 y 60nm. En este caso se escogi6 la A sincronica de 334nm con AL = 40nm
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pues esa A\ solo muestra una banda (pico) bien definido, lo cual es la situacién

ideal para cuantificar.
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Figura 23 (A)(B). Espectros sincronicos de 0.05 ppm de pireno en MSM-10% a

diferentes AAL.

Resultados similares se obtienen al analizar la figura 23, la cual corresponde a los

espectros sincronicos del pireno a diferentes AL en medio MSM-10%. En este

55



caso, otra vez la AL = 40nm fue la escogida para la determinaciéon de este

hidrocarburo, y la longitud de onda sincronica 334nm.

La figura 24 muestra el comportamiento de los medios MSM-3% y 10% sin
hidrocarburo en las condiciones de determinacion de pireno por fluorescencia
sincronica. Se registro el espectro sincronico a la Ak = 40nm de los medios MSM-

3% y 10% respectivamente.
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Figura 24. Espectros sincrénicos de los medios MSM-3% y MSM-10% a
AL=40nm.

4.2.1 Conclusiones parciales

Debido a las caracteristicas Opticas 'de los solventes (longitudes de onda de
excitacion y emision) el metanol resulta mucho mejor que la acetona, pues
interfiere menos en la determinacion de los hidrocarburos. Por esa razon es el
solvente escogido para disolver inicialmente a al fenantreno, fluoranteno y pireno.
Las condiciones de determinacion de los hidrocarburos en estudio por los tres

meétodos de fluorescencia empleados son las siguientes:
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Tabla 4. Condiciones optimas de determinacion de los HPA utilizadas en este

trabajo.
Fluorescencia de Fluorescencia
excitacion-emision sincrénica
Fenantreno Aexc = 252 NM, hemi = 363 nm | AL =70 nm, Aginc = 293 nm
Fluoranteno Aexc = 285 NM, hemi = 460 nm | AL = 80 nm, Aginc = 365 nm
Pireno Aexe = 334 NM, Aemi =393 nm | AL =40 nm, Aginc = 334 Nnm

4.3 Sensibilidad y limite de deteccién en la determinacién de fenantreno,

fluoranteno y pireno por fluorescencia

4.3.1 Sensibilidad

Para determinar la sensibilidad de las determinaciones espectrofluorométricas de
cada hidrocarburo se construyeron curvas de calibracién de soluciones patrones
de estos HPA y sus respectivas sefiales de fluorescencia por cada modalidad
estudiada (excitacién, emision y sincronos). Las Tablas 5-10 muestran dichas
curvas, donde las pendientes representan la sensibilidad en cada caso. Se
muestra, ademas, la relacién de las concentraciones (R conc) con la respectiva

relacion de fluorescencia (R fluo) para comprobar linealidad en la curva construida.

La Tabla 5 muestra las curvas de calibracion del fenantreno en el medio MSM-3%.
De la tabla se deduce que la fluorescencia sincrénica es la mas sensible, seguida

de la de excitacién y finalmente la de emision.

La Tabla 6 es consistente con los resultados de la Tabla 5, en este caso
nuevamente la fluorescencia sincronica resultd ser la mas sensible, seguida de la
fluorescencia de excitacion y finalmente la de emision. Al comparar los datos de
una misma modalidad entre las tablas 5 y la 6, los valores de la Tabla 5 siempre
son superiores, esto se debe al factor salinidad (a mayor salinidad menor
sensibilidad cuando se compra la misma modalidad de fluorescencia). En todos
los casos, las tres curvas son lineales en el rango de concentraciones de (0-1000)
ppb, segun lo indicado por la relacion de las concentraciones y de la fluorescencia
(parametros R: Conc y R: Fluo).
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Tabla 5. Curvas de calibraciéon de fenantreno en MSM-3% por fluorescencia de

excitacion, emision y sincronica.

Concentracion (ppb)

Fenantreno en MSM-3% por excitacion R: Conc R: Fluo
(Aeyc =252 nm, A, = 363 nm) 5.00 5.25
® § 500 y =2939.2x + 9708 4.00 298
2 & 3000 RZ=0.9995 } . -
2 2500 i 1.25 1.17
2 2000
$ e 2.00 2.01
o
3 1000 1.50 1.50
T sw S
g . 1.33 1.33
2 0o
- 0 200 400 600 800 1000
Concentracion (ppb)
Fenantreno en MSM-3 % por emision R: Conc R: Fluo
(Aemi =363 nm, Aexc=252nm) 2.00 1.83
g 2500 1.50 1.43
4 y = 2249.3x +8528
T '=§f R?=0.9996 1.33 1.35
3 22000
= 1.25 1.23
- 2.00 1.83
2.00 1.91
g 1.50 1.41
g 1.67 1.63
g 1.50 1.50
. 1.33 1.33
0 200 400 600 800 1000
Concentracion (ppb))
Fenantreno en MSM-3% por sincronos R: Conc R: Fluo
(AL =70 nm, Ay, =294 nm) 5.00 4.52
T 4500
3 8 yo00 | ¥=3699.2x+38578 2.00 1.99
8= 3500 R?=0.9999 }
§ % 300 } 5.00 4.55
2
R ot 1.50 1.50
£ 2000 e : i
g 1500 1.33 1.33
R 1000 B . .
% 500 .
é ) ....,
= 0 200 400 600 800 1000
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Tabla 6. Curvas de calibracion de fenantreno en MSM-10% por fluorescencia de

excitacion, emision y sincronica.

Concentracion (ppb)

Fenantreno en MSM-10% por excitacion R: Conc R: Fluo
- (Aexc = 252 nm, A, = 363 nm) 200 1.68
TE | rrmmeoas | 5.00 2.88
8 5 2000 '
2.00 2.05
8 1500
g JS 1.05 1.12
E 1000 S
3 2.40 2.42
% 500 e
g o 1.25 1.26
E "
’ 0 200 400 600 800 1000 1.33 1.50
Concentracion (ppb)
Fenantreno en MSM-10% por emision R: Conc R: Fluo
(Aemi = 363 nm, Aexc 252 nm) 2.00 1.83
R 1.50 1.10
i S0 7O 1.33 1.48
1.50 1.23
g 1.17 1.18
E 1000 1.71 1.52
1.33 1.32
2.50 1.92
0 1.25 1.36
0 200 400 600 800 1000 1.20 1.24
Concnetracion (ppb) 1 . 1 7 1 1 0
1.14 1.12
Fenantreno en MSM-10% por sincronos R: Conc R: Fluo
(AL =70 nm, A, = 294 nm) 2.00 1.64
o 2.00 2.25
-« y =2389.3x + 19690
3 50 R?=09933 } 1.50 1.32
g5 e 1.33 1.24
= 2.50 1.71
s o 2.00 2.18
y oo e 1.50 1.42
T W e 1.25 1.23
g e 1.33 1.50
£ 0 200 400 600 800 1000
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La Tabla 7 muestra las curvas de calibracion del fluoranteno en medio MSM-3%

por las tres modalidades de fluorescencia en estudio.

Tabla 7. Curvas de calibracion de fluoranteno en MSM-3% por fluorescencia de

excitacion, emision y sincronica.

Concentracion (ppb)

Fluoranteno en MSM-3% por excitacion R: Conc R: Fluo
()uexc =285nm, }“emi =460 nm) 5 0 3 7
3500
= w» 27y42968.8x + 4366
; g 3000 | R2=0.9983 } 2.0 2.2
8 E 2500
: A 2.0 2.2
§ 2000
H 1500 i 1.3 1.3
® 1000 :
2 s 2.0 2.0
3 500 o«
5 0o 1.5 1.5
t 0 200 400 600 800 1000
Concentracion (ppb) 1.3 1.3
Fluoranteno en MSM-3% por emision R: Conc R: Fluo
(Aemi = 460 nm, A, = 285 nm)
o 5.0 4.9
_ 8 y =2207.3x + 3360
32 R?=0.9985 } 2.0 2.0
= Z 2000
g } 2.0 2.2
o
13 13
o
El
1000 § 2.0 2.0
T
g s - 1.5 1.4
c
g 1.3 1.3
0o
0 200 400 600 800 1000
Concentracion (ppb)
Fluoranteno en MSM-3% por sincronos R: Conc R: Fluo
(AA=80 nm, A, = 365 nm) 50 35
= 1600 i i
5 9 y=1383.8x + 4233
@ 8 M0 " g_g9994 } 2.0 2.2
5= b 2.0 2.2
g 1000
g 800 i 1 3 1 3
PR 2.0 2.0
3 400 ..”‘..'-
g 15 1.5
5 PR d
£ 0 1.3 1.3
= 0 200 400 600 800 1000
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La Tabla 7 indica que la fluorescencia de excitacién es la mas sensible, seguida

de la de emision y finalmente la sincronica. Las tres curvas son lineales en el

rango de concentraciones de (0-1000) ppb, vale recalcar, que las sensibilidades

del fenantreno y fluoranteno en las modalidades excitacion y emision son

practicamente las mismas para el medio MSM-3%, esto podria explicarse por el

hecho que ambos hidrocarburos tienen tres anillos aromaticos. El fluoranteno tiene

4 anillos, pero solo 3 de ellos son aromaticos, al igual que el fenantreno. Sin

embargo, el fenantreno tiene una sensibilidad en sincronos mucho mayor que la

del fluoranteno. ElI comportamiento del fluoranteno en el medio MSM-10% se

muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Curvas de calibracion de fluoranteno en MSM-10% por fluorescencia de

excitacion, emisién y sincronica.

Fluoranteno en MSM-10% por excitacion R: Conc R: Fluo
(Aexc = 285 nm, ALemi= 460 nm) 50 6.4
— ., 2500
3 § y =1859.1x + 2284 2.0 2.1
E E 2000 R?=0.999 }
e 2.5 2.2
2 1500 i
5 : 2.0 1.9
= 1000 ¥
[
3 15 15
© 500 a
3 s
T e 1.3 1.3
£ 0 200 400 600 800 1000
Concentracion (ppb)
Fluoranteno en MSM-10% por emision R: Conc R: Fluo
(Aemi =460 nm, Aexc = 285 nm) 50 5 1
— ., 1600 ) ’
T 9 y=1318.8x + 1798
2 5 U0 R?=0.9979 } 2.0 2.2
§ S 1200 et
g 1000 i 2.0 1.8
o -
S 800
E i 1.3 1.3
T
T -
I . 2.0 1.8
] 200 .~
g e” 1.5 15
0 200 400 600 800 1000
Concentracion (ppb) 1 3 1 3
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Intensidad de fluorescencia (u.a)

Millares

(AA =80 nm, A, =365 nm)
1000
y =866.37x + 2588
2 _
300 R?=0.9991
600 i
400 -
200 e §
o
8
o0&
0 200 400 600 800

Fluoranteno en MSM-10-% por sincronos

Concentracion (ppb)

1000

R: Conc | R: Fluo
5.0 6.6
2.0 1.8
2.0 1.7
1.3 1.2
2.0 2.1
1.5 1.5
1.3 1.4

Los resultados de las curvas de calibracién en el caso del pireno se muestran en
las Tablas 9y 10.

Tabla 9. Curvas de calibracion de pireno en MSM-3% por fluorescencia de

excitacion, emisién y sincronica.

Intensidad de fluorescencia (u.a)

6000

Millares

5000

4000

3000

2000

1000

Pireno en MSM-3% por excitacion

(Aexc =334 nm, A, = 393 nm)
y = 46213 + 38544
R2=0.9994
-
-
0 20 40 60 80

Concentracion (ppb)

100

R:Conc | R: Fluo
5.0 4.8
2.0 1.9
2.0 1.8
2.5 27
1.5 1.4
1.3 1.4
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Pireno en MSM-3% por emision R: Conc | R: Fluo
(Aemi =393 nm, A, = 334 nm) 50 47
., 5000
T o y = 38066x + 41240
S = R?=0.9992 2.0 1.9
= 3 4000 }
g 2.0 1.8
2 3000 %
E 2.5 2.7
= 2000 .
°
T 1.5 15
3 1000 -
c e
P e 1.3 1.4
0 20 40 60 80 100
Concentracion (ppb)
) ) R: Conc | R: Fluo
Pireno en MSM-3% por sincronos
(AA = 40 nm, Asinc = 334 nm)

5000 5.0 4.2
T 8 y = 37509x + 43958
3 2 _
= é 2000 R?=0.9994 } 2.0 1.8
o
g 3000 % 2.0 1.8
]
S
"T; 2000 § 2.5 2.7
3 1000 1.5 1.5
< - -
(]
g L ue 1.3 13

0 20 40 60 80 100
Concentracion (ppb)

Tabla 10. Curvas de calibracion de pireno en MSM-10% por fluorescencia de

excitacion, emisioén y sincronica.

Pireno en MSM-10% por excitacion R: Conc | R: Fluo
(Aexe =334 nm, A, =393 nm) 500 467

., 1800 ] '
® =15317x + 18504
3 E 1600 | 5 poger } 2.00 1.47
€ S 100
§ 1200 % 2.00 1.98
< 1000
- e 1.25 1.37
z 2.00 1.96
2 400 ._-',!r
5w g 1.50 1.46
£ 0 @

0 20 40 60 80 100 1.33 1.30

Concentracion (ppb)




Pireno en MSM-10% por emision R: Conc | R: Fluo
(Aemi =393 nm, A, = 334 nm)

e 5.0 47
T 9 y = 13239 + 15564
3 5140 R?=0.999 % 2.0 1.5
€ S 1200
c
g 1000 é 2.0 2.0
g 800 E
2 600 : 2.5 2.7
f 400
S 20 | e 1.5 14
z o a®
5 0 20 40 60 80 100 1.3 1.3

Concentracion (ppb)

Pireno en MSM-10% por sincronos R:Conc R: Fluo
(AR =40 nm, A ;. = 334 nm)

o 5.0 3.3
3 £ 1400 | v=13024x+24418 + 2.0 14
g Fuo O 2.0 2.0
g o et 25 25
2 600 i 1.5 1.5
3 400 1.3 1.3
] 200 o
% 0 .4.
£ 0 20 40 60 80 100

Concentracion (ppb)

Las tablas indican que otra vez la fluorescencia de excitacion es la mas sensible,
seguida de la de emisién y finalmente la sincrénica. Las tres curvas son lineales
en el rango de concentraciones de (0-100) ppb, en este caso el rango de la curva
estudiado fue menor debido a la alta sensibilidad del analito, la cual era esperada

teniendo en cuenta que el mismo tiene 4 anillos aromaticos.

En el caso del pireno, para los dos medios MSM, la diferencia en sensibilidad
entre las tres modalidades no es tan marcada como en el caso del fluoranteno. En
el pireno la sensibilidad por excitacion es mayor que la de emision, pero la de

emision es comparable a la sincronos.
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4.3.2. Limite de deteccion

Para calcular el limite de deteccién de cada cepa con cada hidrocarburo en las
diferentes modalidades de fluorescencia, se registraron espectros de los cultivos
bacterianos en ausencia del hidrocarburo a diferentes tiempos (espectros de la
matriz), utilizando las condiciones de determinacion de cada hidrocarburo

reportadas en la Tabla 4.

Fenantreno
Los espectros de la figura 25 corresponden a los cultivos de Kocuria rosea a
diferentes tiempos registrados en condiciones de determinacion de fenantreno

para las tres modalidades de fluorescencia, pero sin la presencia del hidrocarburo.

Excitacion de cultivos de Kocuria rosea en condiciones
de fenantreno (A,,,= 363 nm)
500
= 8
: 5
g s 4
5 350
g 300
E 250
2
g 200
2 150
k-1
2 100
g
£
240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Longitud de onda de excitacion (nm)
e—mQh  e—5Min e—50 Min==—16h ==——=26h ===46h ==—24h
=B w===T72h e==—0h 5min s===20 min =50 min 1.6h
——26h 24h 48h 72h 144 h
Emision de cultivos de Kocuria rosea en
condiciones de fenantreno (A= 252 nm)
_ 4%
T ¢
g (A=
g 530 P e
g e ——— ]
21 8 e —
5 20 +—
3
3 15
- 10
k 5
0 : : : : : : : : : )
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410
Longitud de onda de emisién (nm)
——0h =——5min 50 min 1.6h =——26h ——46h
)4 h em——=T72h =5 min 20 min ====50 min ====1.6 h
26h =—24h 48h 72h 144 h
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Espectros sincronos de cultivos de Kocuria rosea en
condiciones de fenantreno (AA = 70 nm)

w
@
o

w
=}
S

Millares

250

200 -

150

100

Intensidad de fluorescencia (u.a)

50

0 T T T T T T T T T 1
240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Longitud de onda sincrénica (nm)
=0 h =5 min 50 min 16h =26 h
4.6 h —24 h A48 h 72h 144 h
=5 min 20 min 50 min 1.6h 26h

24 h 48 h 72h 144 h

Figura 25. Espectros de cultivos de Kocuria rosea sin fenantreno, registrados en

condiciones de determinacién de fenantreno.

En los mismos aparece indicado con una linea las longitudes de onda a las cuales
se lleva a cabo la determinacion del fenantreno en cada modalidad de
fluorescencia. El conjunto de intensidades de fluorescencia registradas a esas
longitudes de ondas corresponde a la seial de la matriz, la mayor de esas
intensidades, asi como la desviacién estandar del conjunto de sefiales, se

utilizaron para calcular el limite de deteccion del fenantreno en cada modalidad.

De la figura 25 se observa que la menor contribucién de la matriz es en la
fluorescencia de emisién, seguida muy de cerca de la de excitacion, la sensibilidad
mayor en la determinacién del fenantreno se obtuvo con la fluorescencia
sincronica, pero en esta modalidad la sefal de la matriz es unas 5 veces mayor
gue en el caso de la de excitacion-emisién, por lo que el limite de deteccién estara
afectado en esta modalidad.

La figura 26 corresponde a los espectros de los cultivos de Microbacterium
testaceum a diferentes tiempos registrados en condiciones de determinacion de
fenantreno para las tres modalidades de fluorescencia, pero sin la presencia del

hidrocarburo.
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Excitacion de cultivos de Microbacterium testaceum
en condiciones de fenantreno (= 363 nm)

Millares

Intensidad de fluorescencia (u.a)

240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340

Longitud de onda de excitacién (nm)

==—=0h  e=——=5min =30 min =45 min =60 min
2 h ——24h  e—48h =72 h e—144h
e ) MiN = 20 MiN === 50 Min ====1.6 h 26h
=24 h =48 h 72h 144 h

Emision de cultivos de Microbacterium testaceum
en condiciones de fenantreno (A,,. = 252 nm)

45

"

<4
T =40
e =
s 235
2
(7] 30
2
H 25
3
e
= 20
-l
B 15
k-] !
2 10
2
£ 5

0 ‘ ‘ ‘ : ; ; ; ; ‘ s

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410
Longitud de onda de emisién (nm)

0 h 5 MiN =50 Min ===——=16h e=—26h
=48 e=—=144 h e=——0 h w5 MiN =20 min
=50 min 16h 26h 72h 144 h

Espectros sincronos de cultivos de Microbacterium
testaceum en condiciones de fenantreno (AA = 70 nm)

350

300

Millares

250

200

150

100

50

Intensidad de fluorescencia (u.a)

0 T T T T T T T T T 1
250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

Longitud de onda sincrénica (nm)

0 h —5 Min =50 Min==——16h ==—2.6h
w4 6 h =24 em—=(Qh w20 Min =50 min
= ]6h ===26h 72h 144 h

Figura 26. Espectros de cultivos de Microbacterium testaceum sin fenantreno,

registrados en condiciones de determinacion de fenantreno.



Al igual que en el caso anterior, la matriz afecta menos la determinacién del
fenantreno en las modalidades emision y excitacién. La sefial de la matriz en
modalidad sincrénica es al menos 2.5 veces mayor que en las otras dos
modalidades. La figura 27 muestra la sefal de la matriz para el caso de la cepa

Kocuria palustris.

Excitacion de cultivos de Kocuria palustris en

condiciones de fenantreno (A, = 363 nm)

700
5 Ees0 A\
3 =600 /
&8 = 550 y/
£ 500 y/
2 450
g 400
S 30 =
3 300
3 250 — — AN
® 200 Z N N
E 150 = N\ A
c —
2 100 . < ]
E 50 -

240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340

L itud de onda de excitacién (nm)
=0 h 5 min 50 min 1.6h e=——26h
e 6 =24 h em——48h T2 h  e——144 h
—0h ==—=5min =20 min =50 min 16h
2.6 h 24 h 48 h 72 h 144 h

Emision de cultivos de Kocuria palustris en
condiciones de fenantreno (A,,.= 252 nm)

o)
o

Millares
wv
o

Intensidad de fluorescencia (u.a)
w
o
\
\
/3

20 +

10

0 - T T T T T T T T )
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410
Longitud de onda de emisién (nm)

e=——=0h  e=—5min 30 min 16h =——26h —46h
e===24h em——48h e=———0h e====5min ====20 min =50 min
1.6h =—26h 72h 144 h
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Espectros sincronos de cultivos de Kocuria palustris
en condiciones de fenantreno (AA = 70 nm)

Millares

Intensidad de fluorescencia (u.a)

Longitud de onda sincrénica (nm)

=0 h =5 min 50 min 16h =—26h

e ] 6 =24 em——A48 h 72h  ==——0h
5 min 20 min 50 min 1.6h 26h
24h 48 h 72h 144 h

Figura 27. Espectros de cultivos de Kocuria palustris sin fenantreno, registrados

en condiciones de determinaciéon de fenantreno.

Al igual que en los casos anteriores, la matriz afecta menos la determinacion del
fenantreno en la modalidad excitacion y emision. Este comportamiento se repitio
para las tres cepas. En el caso de esta cepa de Kocuria palustris, los espectros
muestran un efecto del indculo, pese a que la siembra de los cultivos siempre se
realizé de la misma manera. Este efecto afecta el valor de la desviacién estandar

de la sefal de la matriz, por lo que afectara al limite de deteccion.

Fluoranteno

Las figuras 28 — 30 muestran el comportamiento de la matriz en el caso de la
determinacién de fluoranteno. Al igual que en el caso del fenantreno, la sefial de la
matriz es mas intensa en la fluorescencia sincrénica teniendo en cuenta que esta
modalidad es la menos sensible, pues el limite de deteccion en este caso sera
mas elevado que para las otras dos modalidades. Sin embargo, en la modalidad
sincronos no es tan evidente el efecto del inéculo que se observa en el caso de la
fluorescencia de excitacion y emisiéon. El comportamiento de la sefial matriz en el
caso de la Kocuria rosea se muestra en la figura 28 y el de Microbacterium

testaceum se muestra en la figura 29.
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Excitacion de cultivos de Kocuria rosea en
condiciones de fluoranteno (A.,,,; = 460 nm)
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Espectros sincronicos de Kocuria rosa en
condiciones de Fluoranteno (AA = 80 nm)
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Figura 28. Espectros de cultivos de Kocuria rosea sin fluoranteno, registrados en

condiciones de determinacion de fluoranteno.
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Excitacidon de cultivos de Microbacterium testaceum
en condiciones de Fluoranteno (A.,,; = 460 nm)
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Espectros sincronos de cultivos de Microbacterium
testaceum en condiciones de Fluoranteno (A = 80 nm)
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Figura 29. Espectros de cultivos de Microbacterium testaceum sin fluoranteno,

registrados en condiciones de determinacion de fluoranteno.
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La figura 29 muestra que el comportamiento de Microbacterium testaceum es

similar al descrito anteriormente para la cepa Kocuria rosea en condiciones de

fluoranteno. La mayor sefal de la matriz es en modalidad sincrénica, siendo

similar la sefial para excitacion y emision. Por tanto, el limite de deteccion en

sincronos no sera el mejor.

La figura 30 muestra el comportamiento de la sefial matriz en el caso de la cepa

Kocuria palustris y los resultados obtenidos coinciden con los descritos para las

cepas Kocuria rosea y Microbacterium testaceum.
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Millares

Excitacion de cultivos de Kocuria palustris en

condiciones de Fluoranteno (A.,,; = 460 nm)

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Longitud de onda de excitacién (nm)

=20 Min ====24 | =72} e==—=Q6h ====0h
=5 Min =20 min ===1.6 h 26h =—24h
48 h 72h 144 h

350

Intensidad de Fluorescencia (u.a)

Emision de cultivos de Kocuria palustris en

condiciones de fluoranteno (A, = 285 nm)
250
o
g
S
S 200
150 ‘ —
|
100
50 -
0 ‘ . . ‘ : ‘ : :
410 420 430 440 450 460 470 480 490
Longitud de onda de emisién (nm)
——20min=——1.6h ——2.6h =——24h ——72h ——192h
=0 h D5 min 20 min =50 min ===1.6 h 2.6h
24h 48h 72h 144 h

500

72



Espectros sincronos de cultivos de Kocuria palustris en
condiciones de fluoranteno (AA = 80 nm)
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Figura 30. Espectros de cultivos de Kocuria palustris sin fluoranteno, registrados

en condiciones de determinaciéon de fluoranteno.

Pireno

Las figuras 31— 33 muestran el comportamiento de la matriz en el caso de la
determinacién de pireno. La figura 31 muestra el comportamiento de la sefial de la
matriz en el caso de la cepa Kocuria rosea. Como puede apreciarse, en el caso
del pireno la modalidad sincrénica es la mas ventajosa, ya que fue en la que la
sefal de la matriz fue menor, aunque la diferencia entre esta modalidad y las otras
dos no es tan marcada como en el caso del fenantreno. Vale aclarar que en el
caso de la fluorescencia de excitaciéon y emision se ve claramente el efecto del
inéculo, particularmente en esta figura se manifiesta que el limite de deteccion
puede disminuirse si hay un buen control del inéculo; el comportamiento de la
sefial matriz en el caso de la cepa Microbacterium testaceum se muestra en la

figura 32.

En este caso, los resultados coinciden con los de la figura 311. La fluorescencia
sincronica es la que produce menor sefial de la matriz en condiciones de
determinacidn de pireno, los resultados obtenidos en el caso de la cepa Kocuria

palustris se muestran en la figura 33, y coinciden con los anteriores.
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Excitacion de cultivos de Kocuria rosea en condiciones de
pireno (A, = 393 nm)

300 ‘

I

200 —

Millares

Intensidad de Fluorescencia (u.a)
I
o
7
|

100
50
0 -+ T T T T T r |
300 310 320 330 340 350 360 370
Longitud de onda de excitacién (nm)
e—=0h  e=——5min =20 min =50 min 1.6h ==——48h ==—72h
=168 h =0 h =5 min 50 min 1.6h =60 min 24h

=——72h =——144h ——0h ——=5min =20 min 50 min=——1.6h
2.6h 24h 48 h 72h 144 h

Emision de cultivos de Kocuria rosea en condiciones de
pireno (A, = 334 nm)

w
@
o

Millares
w
(=3
o

N
a
=]

~N
o
s)

-
o
=]

100

50

Intensidad de fluorescencia (u.a)

350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450
Longitud de onda de emisién (nm)
e===Qh  e=——5min e=—20min==———50 mine====16h e==48h ==——72h
e 168 h =0 h 5 M =50 Min====]16h e=———26h e==46h
w24 =72 h e——=144h ===0h = 20 Min =50 min 1.6h
=—2.6h 24 h 48 h 72h 144 h

Espectros sincronos de cultivos de Kocuria rosea en
condiciones de pireno (AA= 40 nm)
200

180
160 e

Millares

Intensidad de Fluorescencia (u.a)

0 T T T T T T ]
300 310 320 330 340 350 360 370
Longitud de onda sincrénica (nm)
e==0h  e=—5min =20 Mmine==——50 min==——16h ==—A48h

=——=72h ==——168h ==—=0h  e=——=5min =——30min=—=16h
=——26h =——46h ——24h ——48h ——72h ——72h
w==144h ———0h 5min

2.6h 24h 48h 72h 144 h

20 min 50 min 16h
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condiciones de determinacién de pireno.
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Excitacion de cultivos de Kocuria palustris en
condiciones de pireno (A,,; = 393 nm)
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Una vez conocida la sefial maxima de la matriz en cada caso y la desviacion

estandar del conjunto de espectros que conforman la matriz, se calcul6 el limite de

deteccién de cada hidrocarburo con las tres cepas por las tres modalidades

utilizando la ecuacién descrita en la seccion 3.2.3.3. Los resultados se muestran

en la Tabla 11.

Tabla 11. Limites de deteccion en la determinacion de fenantreno, fluoranteno y

pireno por fluorescencia de excitacién, emision y sincronica en cultivos de

actinobacterias en medio MSM altamente salinos.

Cultivo de actinobacteria | Hidrocarburo | Método Limite de
deteccion (ppb)
Excitacion 27
Fenantreno Emision 62
Sincronos 102
Excitacion 69
Kocuria rosea Fluoranteno Emision 104
Sincronos 211
Excitacion 10
Pireno Emision 10
Sincronos 7
Excitacion 48
Fenantreno Emision 27
Sincronos 116
Excitacion 76
Microbacterium testaceum | Fluoranteno Emision 112
Sincronos 372
Excitacion 13
Pireno Emision 13
Sincronos 9
Excitacion 62
Fenantreno Emision 39
Sincronos 215
Excitacion 143
Kocuria palustris Fluoranteno Emision 147
Sincronos 502
Excitacion 21
Pireno Emisién 29
Sincronos 11
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4.3.3 Conclusiones parciales

Para las tres modalidades de fluorescencia, la sensibilidad de los hidrocarburos
fue mayor en el medio MSM-3% que en el MSM-10%. Este efecto fue mayor en el
pireno, seguido del fluoranteno y finalmente en el fenantreno. Este resultado
concuerda con lo obtenido anteriormente en el caso del antraceno, y esta debido
al efecto de la salinidad [10], la relacion de la intensidad de fluorescencia entre el
MSM-3% y el MSM-10% en el caso del fenantreno fue (1.5, 1.2 y 1.3) para la
fluorescencia de excitacion, emisién y sincronica respectivamente. En el caso del
fluoranteno esta relacion fue (1.6, 1.7, 1.6) y en el pireno fue (3.0, 2.9 y 2.9)

respectivamente.

La modalidad mas sensible en la determinacién de los hidrocarburos fluoranteno y
pireno fue la excitacion, este resultado nuevamente concuerda con el obtenido en
el caso del antraceno [10], sin embargo, la modalidad mas sensible en el caso del
fenantreno fue la sincronica, resultado no esperado, pues debido a la similitud del
antraceno con el fenantreno se esperaba un comportamiento igual al del
antraceno. Para los tres hidrocarburos la fluorescencia de excitacioén fue de 1.03 a
1.4 veces mayor que la de emision, en el caso del fluoranteno y pireno, la de
emisién fue de 1.0 a 1.6 mayor que la sincronica, estos rangos de valores
coinciden con los obtenidos para el antraceno [10]. En el caso del fenantreno, la

sincronica fue de 1.3 a 1.6 mayor que la de emision.

Al tener en cuenta los limites de deteccion de cada cepa, se estimé que las
mejores modalidades para cada hidrocarburo son las mostradas en la Tabla 12.
Al comprobar los resultados de la Tabla 12 con los obtenidos con el antraceno,
hay coincidencias con este, en los casos en que la modalidad mas adecuada es la

excitacion.

Seria posible optimizar las condiciones de cuantificacion, si en lugar de encontrar

un limite de deteccién general basado en la maxima sefnal de la matriz a lo largo
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de todo el estudio se determinara un limite de deteccion para cada momento del

estudio, es decir determinar el limite de deteccion alas 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, etc.

Tabla 12. Condiciones optimas de determinacion de los HPA por fluorescencia.

Cepa Hidrocarburo Modalidad Limite de det. (ppb)
Fenantreno Excitacion 27

Kocuria rosea Fluoranteno Excitacion 69
Pireno Exc, Emiy Sinc 10,10, 7
Fenantreno Emision 27

Microbacterium Fluoranteno Excitacion 76

testaceum Pireno Exc, Emiy Sinc 13,13, 9
Fenantreno Emision 39

Kocuria palustris | Fluoranteno Exc, Emi 143, 147
Pireno Sincronos 11

4.4. Determinacion de la concentracién residual de fenantreno, fluoranteno y

pireno en cultivos de Kocuria rosea por fluorescencia de excitacion, emision

y sincrénica.

Las figuras 34-36 muestran la concentracion residual de los hidrocarburos

determinadas en cultivos bacterianos de Kocuria rosea utilizando las tres

modalidades de fluorescencia, en las condiciones de determinacién indicadas en

la Tabla 4.
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Figura 34. Concentracion residual de fenantreno en cultivos de Kocuria rosea por

fluorescencia de excitacion, emision y sincronica (n = 3).
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Teniendo en cuenta que la misma muestra se midié por las tres modalidades de
fluorescencia, es de esperarse que la concentracion de fenantreno en las
muestras controles sea la misma por las tres modalidades. La concentracion
promedio en partes por billén del fenantreno en las muestras control en MSM-3%
(n = 3), teniendo en cuenta todos los tiempos fue: (414 £ 42), (495 + 56), (444+55)
por las modalidades de excitacion, emision y sincronica respectivamente. Como se
esperaba, no hubo diferencias significativas (p > 0.05) entre estas concentraciones

por las tres modalidades.

La figura 34 muestra que no hay disminucién significativa de la concentracion
residual del fenantreno con respecto al tiempo cero en el cultivo bacteriano para
los casos de las modalidades excitacion y emision. Lo mismo ocurre con la
solucion control, aunque esta presentdé mayor variacion que las muestras. El
%RSD de los valores de las concentraciones del hidrocarburo en los cultivos
bacterianos en todos los tiempos es 7% y 4% para las modalidades excitacion y
emision respectivamente. Para la solucidn control, el %RSD encontrado fue 10% y

11% para las mismas modalidades.

En el caso de la fluorescencia sincronica, el %RSD fue mayor tanto para muestras
como para controles. Ademas, hay diferencias significativas en la concentracién
residual del fenantreno con respecto al tiempo cero entre las muestras, pero no en
los controles. La concentracion residual de fenantreno pareciera subir en el tiempo
en los cultivos bacterianos, lo cual no puede ser pues significaria que la bacteria
produce fenantreno. Este aumento es debido a un efecto matriz, que no esta
presente en el caso de la fluorescencia de excitacion o emisién. La composicion
del cultivo bacteriano va cambiando en el tiempo, debido a los metabolitos y
enzimas que estas van produciendo. Este cambio en la matriz no es trasparente
para la fluorescencia sincrénica. La figura 25, que muestra el espectro de fondo
de la matriz (cultivo de Kocuria rosea), indica que la sefial de fondo es mas estable
en la fluorescencia de excitacion y emision que en la sincrénica. Por lo tanto,

teniendo en cuenta el %RSD obtenido (7%), el limite de deteccion encontrado (27
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ppb), y la estabilidad de la sefial de fondo de la matriz (figura 25), se concluye que
la mejor modalidad para determinar al fenantreno en este cultivo bacteriano es la

fluorescencia de excitacion.

Fluoranteno

La figura 35 muestra la concentracion residual del fluoranteno en los cultivos de
Kocuria rosea por las tres modalidades de fluorescencia estudiadas. La
concentracion promedio en partes por billén del fluoranteno en las muestras
control en MSM-3% (n = 3), teniendo en cuenta todos los tiempos fue: (261 * 3),
(277 £ 40), (460 £ 115) por las modalidades de excitacion, emision y sincronica
respectivamente. No hubo diferencias significativas en estas concentraciones en
las modalidades de excitacion y emisién, pero si fue significativamente diferente
en el caso de la sincronica. Esto indica que hay un severo efecto matriz en la
modalidad sincrénica, en las condiciones utilizadas. En este trabajo se estudio el
A)\ de 10 a 100 nm. Este resultado indica que este intervalo debe ampliarse a fin
de encontrar un AL mas adecuado, pues el escogido tiene influencia del medio y

no se debe solamente al fluoranteno.

La figura 35 muestra, ademas, que en las tres modalidades hay un aumento de la
concentracion residual de fluoranteno en los cultivos bacterianos con el tiempo.
Este aumento es debido a un efecto matriz, pues no se espera que la bacteria
produzca al hidrocarburo. Sin embargo, si puede ser posible que la bacteria
produzca algun metabolito o enzima que se excite o emita en las mismas
longitudes de onda del fluoranteno. La variabilidad de la solucién control se le
atribuye a efectos de volatilizacion o sublimacion de este hidrocarburo. En las
condiciones establecidas en este trabajo y para este cultivo bacteriano, ninguna de
estas modalidades es adecuada, debido al efecto matriz.
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Figura 35. Concentracion residual de fluoranteno en cultivos de Kocuria rosea por

fluorescencia de excitacion, emision y sincronica (n = 3).
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Pireno

La figura 36 muestra la concentracion residual del pireno en los cultivos de Kocuria
rosea por las tres modalidades de fluorescencia estudiadas. La concentracion
promedio en ppb del pireno en las muestras control en MSM-3% (n = 3), teniendo
en cuenta todos los tiempos fue: (97 + 11), (102 £ 8), (95 £ 7) por las modalidades
de excitacion, emisién y sincronica respectivamente. No hubo diferencias
significativas entre estas concentraciones por las tres modalidades, como era

esperado.

La figura 36 muestra ademas, que no hay disminucion significativa de la
concentracion residual del pireno con respecto al tiempo cero en el cultivo
bacteriano para los tres casos de fluorescencia. Lo mismo ocurre con la solucion
control. El %RSD de los valores de las concentraciones del hidrocarburo en los
cultivos bacterianos en todos los tiempos es 10%, 8% y 4% para las modalidades
excitacion, emision y sincronica respectivamente. Para la solucion control, el

%RSD encontrado fue 11%, 8% y 8% para las mismas modalidades.

La figura 33, que muestra el espectro de fondo de la matriz (cultivos de Kocuria
rosea), indica que la sefial de fondo es mas estable en la fluorescencia de
excitacion y emisién que en la sincrénica, pero debido a la alta sensibilidad de los
tres métodos para este analito, esta diferencia en la estabilidad de la senal de
fondo no se ve reflejada en los limites de deteccién, pues son practicamente
iguales. Por lo tanto, teniendo en cuenta la similitud en los %RSD vy los limites de
deteccion obtenidos asi como la relativa estabilidad de la sefial de fondo de la
matriz (figura 33), se concluye que cualquiera de las tres modalidades es

igualmente adecuada para determinar al pireno por fluorescencia.
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Figura 36. Concentracién residual de pireno en cultivos de Kocuria rosea por

fluorescencia de excitacion, emision y sincronica (n = 3).
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4.4.1 Conclusiones parciales

Para el caso particular de cultivos de Kocuria rosea se encontré que la
fluorescencia de excitacion es la mas adecuada para la determinacion de la
concentracion residual de fenantreno. Ninguna de las tres modalidades
estudiadas, en las condiciones aqui establecidas, es satisfactoria para la
determinacién de la concentracion residual de fluoranteno en este cultivo
bacteriano. Cualquiera de las tres modalidades resulta idonea para la

determinacién residual de pireno en cultivos de Kocuria rosea.

Al parecer, existen metabolitos que se producen en el cultivo bacteriano de la
Kocuria rosea que interfieren en la determinacion de fluoranteno por las tres
modalidades estudiadas en las condiciones de determinacion aqui establecidas.
Es necesario ampliar el intervalo de los A\ a fin de estudiar otras condiciones de la
fluorescencia sincrénica que permitan cuantificar a este hidrocarburo sin la

presencia de un efecto matriz.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

En este trabajo se determin6 la modalidad de fluorescencia que mejor resultado
brindé en cuanto a repetibilidad (%RSD), sensibilidad, limite de deteccion y no
influencia de la matriz en la determinacion de los hidrocarburos fenantreno,
fluoranteno y pireno en medios altamente salinos. Se estudiaron los cultivos
bacterianos de Kocuria rosea, Microbacterium testaceum y Kocuria palustris, todas
actinobacterias haloalcalotolerantes que tiene su crecimiento optimo a pH 8 y 3%

de NaCl para las dos primeras y 10% de NaCl para la ultima.

A partir de los espectros de soluciones patrones de cada hidrocarburo en medio
minimo de sales suplementado con 3% de NaCl (MSM-3%) y del propio MSM-3%
sin hidrocarburo se determiné la longitud de onda de excitacion 6ptima para cada
hidrocarburo. Estas longitudes de onda fueron: 252 nm, 285 nm y 334 nm para el
fenantreno, fluoranteno y pireno respectivamente. De manera similar se procedio a
determinar la longitud de onda de emision y estas resultaron ser 363 nm, 460 nmy
393 nm respectivamente. En un rastreo de Ai de 10 a 100 nm, con intervalos de
10 nm entre cada uno, se determiné que las mejores condiciones para la
fluorescencia sincrénica fueron: fenantreno (AL = 70 nm, Agine = 293 nm),
fluoranteno (AL = 80 nm, Asinc = 365 nm) y pireno (AL = 40 nm, Aginc = 334 nm).
Valdria la pena en un estudio futuro evaluar la posibilidad de realizar la
determinacién simultanea de fenantreno-pireno y fluoranteno-pireno por
fluorescencia sincronica, dada la diferencia entre las AMA requeridas para la

determinacion de estos hidrocarburos.

Con las condiciones anteriormente seleccionadas, se construyeron curvas de
calibracion para cada modalidad de fluorescencia de cada hidrocarburo en los
medios MSM 3% y 10% de NaCl. Las curvas se realizaron en los rangos de
concentracion de (0-1000) partes por billén para fenantreno y fluoranteno y (0-100)
partes por billon para pireno; con cada uno de los HPA's se demostro la linealidad
en los rangos trabajados. Para el fluoranteno y pireno el orden de sensibilidades
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obtenido fue excitacién > emisioén > sincronico. En el caso del fenantreno este fue
sincrénico > excitacion > emision. Las diferencias entre las sensibilidades para un
mismo hidrocarburo en las tres modalidades fue del orden (1.03 — 1.6) veces. En
todos los casos las sensibilidades en el medio MSM-3% fueron de 1.2 a 3.0 veces
mayor que la del medio MSM-10%, evidenciando el efecto de la salinidad.

Se determind el limite de deteccion de cada hidrocarburo en presencia de la matriz
(cultivo bacteriano sin hidrocarburo) para cada modalidad de fluorescencia. Los
limites de deteccion de fenantreno estuvieron en los rangos: excitacion (27-62)
ppb, emisidn (27-62) ppb, sincronos (102-215) ppb. Los del fluoranteno fueron:
excitacion (69-143) ppb, emision (104-147) ppb, sincronos (211-502) ppb; y los del
pireno fueron: excitacién (10-21) ppb emision (10-29) ppb, sincronos (7-11) ppb.
Estos limites de deteccién podrian mejorarse si se determina uno para cada
tiempo muestreado y no uno solo que incluya el conjunto de matrices de todos los
tiempos, y controlando el inéculo para evitar un efecto de este El efecto del indculo
afecta directamente la senal conjunta de la matriz y por ende al limite de
deteccion. No obstante, teniendo en cuenta que esta determinacién es en medio
altamente salino y no involucra la extraccion del hidrocarburo en medio organico,
los limites obtenidos son satisfactorios. El bajo limite de deteccidén del pireno se
debe a la alta sensibilidad de este hidrocarburo, ya que presenta 4 anillos

aromaticos a diferencia de los otros que solo tienen 3.

Finalmente, se determind la concentracién residual de estos hidrocarburos en
cultivos bacterianos de Kocuria rosea. Los resultados indican que no existe efecto
matriz en la determinaciéon del fenantreno y pireno, pero si existe en la del
fluoranteno. Basado en los resultados obtenidos se propone que el fenantreno se
determine por fluorescencia de excitacion, y en el caso del pireno puede utilizarse
cualquiera de las tres modalidades. Para el fluoranteno se propone ampliar el
estudio de fluorescencia sincronica en busca de otra longitud de onda sincronica
con otro AL que permita la determinacion de este hidrocarburo sin interferencia de

la matriz, o implementar una extraccion por solvente en diclorometano, por
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ejemplo, a fin de separar al analito de la matriz y eliminar la influencia de esta. El
efecto matriz solo fue estudiado para el cultivo bacteriano de Kocuria rosea, pero
teniendo en cuenta la similitud de estas bacterias es probable que el mismo esté
presente en otros cultivos de actinobacterias.

Los resultados de la fluorescencia sincronica sugieren que es posible realizar la
determinacién simultanea de pireno y fenantreno utilizando esta modalidad. Como
ultimo, para validar la determinacion de estos HPA por fluorescencia, es necesario
implementar el método utilizando una técnica como GC-MS y HPLC-MS vy

comparar los resultados obtenidos de una misma muestra por ambos métodos.
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