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NMR UNA NUEVA TECNOLOG!'A PARA EL SEGUIMIENTO
DE PETROLEOS
EN SUELOS DE LA PATAGONIA CENTRAL

Stella Maris Rios y Norma Nudelman*
* Facultad de Cs. Exact. y Naturales de la UBA, Buenos Aires y Facultad de Ciencias
Naturales U.N.P.S.J.B., Comodoro Rivadavia

Sinopsis

En este trabajo se ha utilizado la espectroscopia de resonancia magnética proténica (*H
NMR) para la evaluacion de los cambios composicionales de residuos de petréleo en suelos, con
distintos tiempos de exposicion ambiental. Se realizaron, ademas, determinaciones con otras
técnicas de uso habitual como: cromatografia en columna (CC) y cromatografia gaseosa (GC).
Con el objeto de comparar la potencialidad de la resonancia magnética nuclear en este campo, se
realiz6 un analisis por componentes principales (PCA). Los resultados mostraron que la 1 PC
explica el 47% de la varianza total, y a ella contribuyen principalmente cuatro indices de NMR y un
indice de CG, en este orden; mientras que a la segunda PC, que explica el 19% de la varianza total,
contribuyen indices de CC y GC, respectivamente. Esto implica que los pardmetros relevados en
base a NMR resultarian ser mejores descriptores globales de los cambios en la composicion,
cuando se los compara con los demés indices. Se muestra, ademas, que la espectroscopia NMR
brinda la posibilidad de realizar un analisis cualitativo de los espectros que permite obtener
informacion estructural de valor, como la presencia de una diversa gama de compuestos polares
durante los primeros tiempos de exposicion.

Introduccion

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR = Nuclear Magnetic Resonance)
es otra forma de espectrometria de absorcion, como la infrarroja (IR = infrared) y la ultravioleta
visible (UV-visible = ultravioleta -visible). La misma, se fundamenta en el hecho de que, bajo la
accion de un campo magnético apropiado, una muestra puede absorber radiacion electromagnética
en el rango de radiofrecuencias, siendo las frecuencias absorbidas en cada caso, caracteristicas de
los distintos componentes de la muestra en estudio.

El giro de las cargas eléctricas (“spin”) en los nucleos atémicos originan dipolos

magnéticos. El momento angular puede describirse en términos de los nimero cuanticos de spin
I, enla Tabla 1 se muestran los valores de | para diversos nucleidos.

Tabla 1. Nameros cuanticos de spin nucleares (1) de algunos nucleidos comunes

I Nucleo
0 12C 160
1/2 1H 13C 15N 19F 29si 31P
1 2H UN
3/2 11 ZNa ¢l ¥cl
5/2 g 27p)
3 105

El valor de | determina el nimero de orientaciones posibles de un nucleo en presencia de un
campo magnético externo (By), seguin la ecuacion 21 + 1. Para el caso de 'H el nmeroes de 2y
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ambos estados diferiran en su estado energético, siendo mas grande la diferencias cuanto mayor sea
Bo. En estas condiciones la frecuencia de la radiacion electromagnética (v) necesaria para pasar de
un estado al otro sera:

v=yBo/2n

donde y se conoce como la relacion giromagnética y es funcién de | y del momento magnético .
Siv y By se expresan en MHz y T (Tesla = 10* Gauss) respectivamente, entonces y tiene
unidades de T*s™.

Un campo magnético tipico usado para NMR es de 9,4 T que es aproximadamente 10°
veces mas fuerte que el campo magnético de la Tierra. La frecuencia de resonancia para un protén
sera de 400 MHz bajo este campo magnético, que corresponde a la region de radiofrecuencia del
espectro electromagnético. Debido a esto, la radiacion requerida para inducir transiciones de NMR
se denomina campo de radiofrecuencia.

En consecuencia, para realizar un espectro de NMR se necesita: un campo magnético
estatico fuerte, una fuente de radiacion de radiofrecuencia para excitar a los nicleos de la muestra
y un método para detectar la sefial de NMR. En el presente estudio se utilizd un Espectrometro de
200 MHz, Bruker AC-200 con consola Tecmag y un Espectrometro de 500 MHz multinuclear,
Bruker AM-500 pertenecientes a UMYMFOR (Unidad de Microanalisis y Métodos Fisicoquimicos
aplicados a la Quimica Organica) organismo dependiente del CONICET y la FCEN UBA.

Si todos los nudcleos de un mismo tipo, por ej. *H, resonaran a igual frecuencia no se podria
utilizar este método para investigar estructuras en quimica organica. Afortunadamente, la
frecuencia de resonancia depende (ligeramente) de la posicién del nucleo en la molécula, o para ser
mas preciso, de la distribucidn electronica local. Este efecto se conoce como desplazamiento
quimico vy su existencia hace posible la aplicacion a la identificacion de estructuras.

El campo B experimentado por cada nucleo en un &tomo que a su vez se encuentra en una
molécula difiere ligeramente del campo externo B que es el que experimentaria un nucleo aislado
de sus electrones. B es siempre menor que By debido a que el campo externo produce un
movimiento extra de los electrones generando un pequefio campo B’ en la direccion opuesta a By,
por lo tanto:

B =B, -B’=By(l-0)

donde o es la constante de proporcionalidad entre By y B’, llamada constante de apantallamiento,
y la frecuencia de resonancia sera, ahora:

v=yB /2n=yBo(1l-0) / 2n

Debido a que los desplazamiento absolutos son muy dificiles de medir, en la practica es
habitual definir el desplazamiento quimico en términos de la diferencia entre las frecuencias de
resonancia de los ndcleos de interés (v) vy la de un nicleo de referencia (vrer), utilizando un
parametro adimensional:

o= 106 ( (V = Vref )/Vref)

en estas condiciones & es un parametro molecular, independiente del campo magnético usado para
medirla. Los & se expresan en partes por millén o ppm y el factor 10° solo sirve a los fines de
acomodar el valor de & a uno mas conveniente.



Para obtener la sefial de referencia, para los espectros de *H y *3C, se agrega a la muestra
una pequefia cantidad del compuesto tetrametilsilano (CH3);Si  (TMS). Se utiliza debido a su
inercia quimica en la mayoria de los solventes organicos y porque su sefial en NMR es Unica y muy
intensa, debido a la presencia de doce protones iguales con idéntico corrimiento quimico. Por
convencidn, los espectros de NMR se presentan con & aumentando de izquierda a derecha. En la
Tabla 2, se muestran los corrimientos quimicos correspondientes a algunas estructuras, puede
verse como los d&tomos adyacentes al estudiado (entorno quimico) modifica el valor de 3.

Tabla 2. Corrimientos quimicos de *H en algunas estructuras quimicas

en C adyacente a

1H en grupo metilo
anillo aromatico

1H en grupo
metilo en C
: alifatico
-
| | | | | | | | | | |
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
corrimiento quimico 8, ppm TMS

La espectroscopia de NMR es uno de los métodos mas importantes para la caracterizacion
de mezclas complejas, sin embargo, su aplicacion al analisis de muestras de petréleo es muy
reciente. A fin de brindar una imagen ponderada de los recientes avances en esta metodologia, se ha
tratado de volcar en un esquema, trabajos cientificos previos de la literatura internacional. El
Esquema 1 muestra los corrimientos quimicos de NMR asignados a uno 0 mas grupos estructurales
para petrdleos crudos y fracciones de petroleos crudos, desde 1991 hasta la fecha.

Esquema 1. Asignacion de grupos estructurales en petréleos por *H NMR

 rem
Speight J. G., 1991 2 {— : |—|—|I
Kapur G. S., 2000 ® e ———
Dutta T. K., 2001¢ | \ . , A
Sugiura K., 1997¢ ' ' o
Yang Y., 2003 ¢ ; : : } =
Este Heoon Ha - How H HHH
trabajo f ‘—| I 1 LI I B |
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
dppm

2 Fraccion de petréleo, ® Corte de petréleo, © Fraccion soluble de petréleo en n-hexano,  Fraccion
aromatica de un petréleo liviano, ¢ Petréleos pesados, ' Petréleos y residuos de petrleo en la
Cuenca del Golfo San Jorge, HcoonY How Solo en fracciones polares.
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Speight J. G. dividi6 el espectro de *H NMR de una fraccion de petréleo en cinco regiones,
cada una identificable de un tipo de atomo de hidrégeno: aromatico, bencilico, nafténico, metileno
parafinico y metilo parafinico. Kapur G. S. mostré que el espectro de *H NMR de un corte de
petréleo podria dividirse en regiones, cuya asignacion corresponderia a uno 0 MAas Qgrupos
estructurales: aroméatico, CH/CH, en sustituyentes en posicion alfa respecto a un nucleo aromatico,
CHs en sustituyentes en posicion alfa respecto a un nucleo aromatico, cicloalcanos (naftenos), y
alcanos de cadena lineal y ramificadas (parafinas normales e isoparafinas). Ademéas de CH3; /CH,y
CH, /CH en compuestos nafténicos e isoparafinas.

Por otro lado, el espectro de 'H NMR de la fraccién aromatica de un petréleo crudo
(Arabian crude oil) se dividid en cinco regiones: hidrégenos aromaticos, alfa alquilicos, alquilicos
excepto alfa alquilicos y metilos terminales y metilos terminales. Esta misma asignacion fue
utilizada por Dutta y Harayama, méas recientemente, en el analisis de compuestos aromaticos con
sustituyentes alquilicos de cadenas largas, presentes en la fraccion alifatica de petroleos crudos.

Yan y col., subdividen la distribucion de hidrogenos en petréleos pesados, de la siguiente
forma: aromaticos, alifaticos en C,, respecto a un anillo aromatico, alifaticos en Cg, CH, y CH mas
alla de Cg respecto a un anillo aromatico, y alifaticos en C, y CHz mas alla de Cg respecto a un
anillo aromatico. Esta asignacion se aplico en el estudio de la relacion entre las concentraciones de
grupos de hidrocarburos, en petréleos pesados, y parametros estructurales obtenidos sobre la base
de 'H NMR. Muy recientemente, se utilizd NMR para la medicién de concentraciones de
fracciones aromaéticas, olefinicas y alifaticas en muestras de gasolina y la determinacion simultanea
de algunos compuestos individuales como el benceno, metil-terbutil eter y dienos. En el Esquema 1
se muestra, también una asignacion, mas completa, de hidrdgenos realizada en este trabajo, mas
adelante se explica la misma con mayor detalle.

Desarrollo

En la Figura 1 se muestra el espectro de resonancia magnética nuclear protdnica,
correspondiente a un petrdleo crudo (zona alquilica ampliada) de la Cuenca del Golfo San Jorge.
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Figura 1. Espectro de *H NMR correspondiente a un petréleo crudo

El espectro puede dividirse en regiones, cada una de las cuales identifican a algun tipo de
hidrogeno. La asignacion se baso, en principio, en estudios previos (Esquema 1), y luego se hizo
un analisis mas detallado, teniendo en cuenta las caracteristicas particulares de los petroleos
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estudiados. Esta asignacion se realiz6 de acuerdo a los grupos mayoritarios y ellos dependen,
fundamentalmente, de la naturaleza de las muestras.

A modo de comparacion en la Figura 2 se muestra el cromatograma, en base a GC,
correspondiente al mismo petréleo crudo, cuyo espectro por NMR se muestra en la Figura 1.
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Figura 2. Cromatografia Gaseosa correspondiente a un petroleo crudo

Claramente puede observarse como ambas metodologias (NMR y GC) al estar basadas en
diferentes propiedades, una en la clasificacién de atomos de hidrégeno y la otra en las diferencias
en la volatilidad de los componentes de la mezcla, permitiria poder realizar un mejor analisis de las
transformaciones que se producen por exposicion ambiental ya que muestran a la composicién de
la misma muestra desde distintos puntos de vista.

Los espectros NMR correspondientes a los residuos de petréleo con distintos tiempos de
exposicion ambiental, son similares al presentado en la Figura 1. Un analisis mas riguroso obtenido
de los espectros brinda la posibilidad de definir indices, similares a los obtenidos por CG, para
evaluar el grado de transformacién de los residuos. Por ejemplo, puede obtenerse indices que
midan el grado de ramificacion de los compuestos saturados, la aromaticidad del residuo y la forma
de las estructuras arométicas, entre otros.

A los fines de mostrar la utilidad de la informacion obtenida por NMR, se estudiaron
residuos de distinto origen. Las areas de donde se extrajeron las muestras, en su mayor parte,
pertenecen a los alrededores de Comodoro Rivadavia, aunque algunas corresponden a cercanias de
la ciudad de Cafiadon Seco y Caleta Olivia en la provincia de Santa Cruz. Las muestras pertenecen
a suelos contaminados por derrames de petréleo de distinta antigiiedad que han estado expuestos a
los diversos procesos de degradacion ambiental. Teniendo en cuenta lo anterior, el término residuo
de petrdleo se usara para indicar, en este caso, al petréleo crudo alterado por exposicién ambiental.
Los derrames se han producido por rotura de oleoductos, tareas relacionadas con el abandono de
pozos y zonas donde histéricamente se han arrojado deshechos de la actividad petrolera. En algunos
casos, sobre las zonas afectadas se realizaron tareas de fertilizacion asistida y/o saneamiento con el
objeto de mejorar las condiciones generales del terreno, acelerar los procesos de biodegradacion y
favorecer la repoblacion vegetal de especies adaptadas a la zona. Esto ha permitido, poder evaluar
los cambios de composicién ocurridos en muestras con degradacién asistida de aquellas que
sufrieron solo atenuacion natural.
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En la Tabla 3 se presentan la informacién relevada experimentalmente, por nuestro
grupo de trabajo sobre las muestras de los derrames mencionados anteriormente. Algunos detalles
experimentales estan en el Apéndice 1.

Tabla 3. Caracteristicas de las muestras

Tipo de Residuos con Residuos con
dato  parametro menos de 10 afos 10 0 mas afios
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
% H; 34 17 16 14 30 13 27 25 29 28 28 27
% H, 57 48 48 47 54 43 59 60 59 58 57 59
% Hs 4 18 19 21 8 24 10 11 8 10 12 10
% H, 1 12 12 15 4 18 2 2 2 3 3 2
NMR % Hs 3 5 5 3 4 2 2 2 2 1 O 2
Cs 45 54 54 57 47 59 50 51 48 50 51 50
Csa 07 58 6 75 20 89 1 10 12 15 13 1
Co 33 11 11 11 56 11 3 27 28 3 18 3
SAI 0,20 055 055 0,71 0,35 0,84 0,33 0,37 0,43 0,60 0,75 0,33
DBI 293 8,69 919 111 3,72 12,7 450 5,05 4,02 4,34 4,42 4,50
Al 0,06 0,08 0,08 0,05 0,07 0,03 0,04 0,03 0,03 0,02 0,01 0,04

UV-v  Amax(nm) 253 267 269 270 275 273 277 278 286 293 297 288

nCqy/Pris 1,20 031 045 0,15 0,80 0,67 0,08 0,56 0,64 0,52 0,15 0,97
nCg/Fit 150 0,55 0,79 0,30 1,30 1,00 0,17 0,93 0,95 0,67 0,48 2,29

GC TRHC/TEH 1,10 0,60 049 052 1,00 090 0,49 0,85 0,80 0,70 0,50 0,42
ART 21,1 240 250 253 23,0 253 255 253 24,8 26,0 27,4 25,6

Yalifaticos 44 21 27 35 28 47 33 49 40 40 35 32
CC  Y%aromaticos 38 20 30 35 28 24 39 31 32 33 32 31
%polares 18 59 42 29 43 29 28 20 28 27 33 37

Caracte  Conduct.? nc 387 618 646 426 1500 1633 530 700 230 610 9364

risticas pH nc 76 74 8 68 72 74 74 74 68 69 756
del % arcillas nc 12 8 9 16 24 22 11 8 6 13 33

suelo 9% petréleo nc 93 86 87 161 10 166 86 65 9 114 258

Muestra 1: petréleo crudo Nnc: no corresponde

Muestras 2-4 y 7: residuos de petréleo en suelos con degradacion asistida & umhos/cm

Muestras 5,6 y 8-11: residuos de petroleo en suelos con atenuacion natural

Muestra 12: residuos de petrdleo en suelos, muestra no superficial

Parametros: % H;, % H,, % H;, % H;y % Hs porcentaje de hidrégenos alifaticos y aromaticos; Cs carbono

saturado; C,, carbono saturado unido a estructuras aromaticas; C, carbono periférico; SAl indice de forma de

estructuras aromaticas; BDI grado de ramificacion de los compuestos saturados; Al carbono aromatico respecto al

total; Amax(nm) promedio ponderado de absorcion en el UV-visible; nCi7/Pris relacién heptadecano/pristano; nCig/Fit

relacion octadecano/fitano; TRHC/TEH Hc identificables/ Hc hidrocarburos extractables; ART tiempo de retencion

promedio ponderado; %balifaticos porcentaje de componentes alifaticos; %aromaticos porcentaje de componentes

aromaticos; %polares  porcentaje de componentes polares; Conduct conductividad eléctrica del extracto de suelo;

pH grado de acidez del extracto de suelo; %arcillas porcentaje de arcillas en suelo; %opetréleo porcentaje de

petroleo en suelo

Teniendo como base la caracterizacidn obtenida de los datos experimentales, se realiz6 un
analisis por componentes principales (PCA). Este método PCA se basa en la transformacion de un
conjunto de variables en otro conjunto nuevo de variables no correlacionadas entre si. Esta
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transformacion implica muchas veces que un gran nimero de variables se puedan transformar en un
numero reducido capaces de describir las mas importantes tendencias de los datos originales. El
método se basa en la conversidn de los datos originales (matriz de datos) en un nuevo conjunto de
variables ortogonales entre si 0 sea no relacionadas. Estas nuevas variables, llamadas autovalores o
componentes principales (PC) frecuentemente pueden describir la variabilidad total del conjunto, de
la siguiente manera: la primera PC describe la mejor combinacion lineal de variables originales que
es capaz de dar cuenta del mayor grado de la variabilidad total (varianza) de la matriz de datos, la
segunda PC describe la segunda combinacion lineal que es capaz de dar cuenta de la varianza
residual, luego de descartar la influencia de la primera, etc.

Se calcularon tres componentes principales (1%, 2% y 3% PC), con la matriz de datos
normalizada, que dan cuenta del 84% de la variabilidad total del conjunto de los indices. No se ha
realizado una preclasificacion de los residuos (en la matriz no se incluyd a la antigliedad como
dato), de tal forma que aquéllos que presentan parametros similares deberian estar cerca unos de
otros en las figuras correspondientes. De acuerdo a la distancia Euclideana entre los puntos,
representativa de las diferencias en los indices, se pueden definir en la Figura 3 distintas zonas o
regiones, cuando se grafican las dos primeras componentes (1°®y 2% PC), las cuales explican el
47% y el 19%, respectivamente de la variabilidad total de los indices. Para simplificar la Figura no
se muestran todos los puntos individuales. La zona en negro corresponde a petréleos crudos de la
cuenca, la zona blanca a residuos jovenes (menos de 10 afios de exposicion ambiental) y la zona
gris a residuos viejos (con mas de 10 afios de exposicion). El sentido de las flechas indica la
evolucion temporal de las respectivas composiciones para atenuacion natural Unicamente. La
clasificacion de residuos en jovenes o viejos se basa en estudios previos realizados por nuestro
grupo que demuestran en base a informacién composicional y de caracteristicas de
hidrosolubilidad, que luego de los 10 afios, los procesos de transformacién sufririan una
importante reduccién lo cual implicaria una estabilizacién de los cambios en la composicion.

A la definicion de la 1°® PC contribuyen principalmente Hs, Hi, Ha, H,, y nCyg/Fit, en este
orden, mientras que a la segunda PC: Aliph %, Pol %, nCy7/Pris, y TRHC/TEH, respectivamente.
Esto implica que los indices relevados en base a NMR resultarian ser mejores para dar cuenta de
los cambios en la composicidn, cuando se los compara con otros indices de la Tabla 3. La 3 PC
estd compuesta principalmente por ART y Ha en este orden y no se muestra en este trabajo, ya que
los resultados son similares.
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Figura 3. 1°® PC versus 2% PC. Los nimeros indican el tiempo de
exposicion ambiental con atenuacion natural y el * con degradacion asistida
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A modo de ejemplo, los puntos en verde representan residuos con atenuacion natural (el
nimero muestra la antigliedad en el campo). Por lo tanto un residuo que solo sufriera atenuacion
natural deberia permanecer mas de diez afios expuesto para entrar dentro de la zona gris 0 zona de
estabilizacion. La pregunta ahora seria: ;donde se ubicard en este contexto u residuo con
degradacion asistida?. En la Figura 3 se muestra un residuo con degradacion asistida en rojo con 6
afios de exposicion que se encuentra ya dentro de la zona de estabilizacion, lo cual es indicativo
de la mejora lograda subsecuentemente y un residuo con 3 afios de exposicién y degradacion
asistida que todavia no estaria suficientemente estabilizado.

Volviendo al analisis cualitativo de los espectros, las mayores diferencias se han
encontrado cuando se comparan los espectros de las fracciones polares. En la Figura 4 se muestran
el espectro parcial correspondiente a la fraccion polar de un residuo de petr6leo con dos afios de
atenuacion natural. En cada caso, en la Figura, se muestra la asignacion de los distintos tipos de
hidrogenos presentes en la muestra.

GC’ / GC
R-COOH

H

alif polares

11 10 9 8 7

=
@
IS
w
~
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S ppm
R grupo alquilico, Ar grupo arilico, GC y GC’ grupos polares

Figura 4. Espectro de *H NMR de la fraccién polar de un residuo
con dos afios de atenuacion natural

Las intensidades en la region de 0,5 a 2,5 ppm indican una mayor diversidad de hidrégenos
en entornos quimicos de ambientes polares, respecto al petroleo crudo. Esta interpretacion esta de
acuerdo con la presencia de hidrdgenos del tipo OH entre 4,0 y 4,5 ppm que corresponden a
alcoholes, fenoles y polioles. También se muestran las sefiales correspondientes a los corrimientos
quimicos de hidrégenos aromaticos. Se observa la aparicion de nuevas sefiales en comparacion con
las del petrdleo crudo, lo cual indica la oxidacion de los compuestos aromaticos. Ademas se ha
detectado, en el petréleo crudo y en el residuo con 2 afios de exposicion, la presencia de
hidrogenos pertenecientes a grupos carboxilicos, los cuales no aparecen en muestras con mayor
antigliedad. Los &cidos grasos saturados e insaturados en el rango de Ci4 a Cys SON compuestos
frecuentes en el petréleo y sus residuos, ademas de especies con dos 0 mas atomos de oxigeno,
fenoles, pirroles, indoles y tioles, como se ha informado en estudios recientes.

En la evolucion ambiental de las fracciones polares se encontrarian presentes dos
tendencias opuestas, la primera es la formacion de especies oxidadas por biodegradacién y
fotodegradacion de los componentes del petroleo y a la formacion de biomasa bacteriana; y la
segunda es la continua remocién de las especies formadas por lavado superficial, sorcion en las
superficies minerales y degradacién por procesos de mineralizaciébn microbioldgica vy
fotodegradativa.
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Conclusiones

Los derrames de petroleo en suelos se evallan desde hace mucho tiempo mediante el
empleo de cromatografia gaseosa (GC) preponderantemente, a pesar del hecho de que este método
segun las técnicas usualmente utilizadas, sélo detectan los componentes volatiles y semivolatiles
del petroleo y sus residuos. Los componentes individuales mas detectables por GC (identificables
por un patrén) son generalmente mas susceptibles a la biodegradacion (ej. alcanos normales, etc.),
con lo cual las alteraciones globales de los otros componentes y los productos de transformacion,
no volatiles no estarian igualmente caracterizados. Cabe recordar que los productos de las
transformaciones son especies oxidadas por lo tanto tienden a ser mas solubles en agua y menos
volatiles. Ellas, junto a los componentes recalcitrantes o biorrefractarios formarian parte de la
mezcla compleja no resuelta por GC.

En este sentido el empleo de NMR, ademas de GC, permite hacer una evaluacion mas
realista de las transformaciones en su conjunto, ya que brinda informacion estructural que resulta
ser independiente de la volatilidad de los componentes. Recordar que la posicion y las intensidades
de las sefiales solo depende de las estructuras presentes en la mezcla. Debido a esto, la NMR es
una técnica que se puede aplicar a fracciones de alto peso molecular y/o muestras de hidrocarburos
no fraccionados que permite realizar un analisis estructural de petrdleos, sus subproductos y
residuos, basados Unicamente en la clasificacion de algun tipo de atomo segin sus entornos
quimicos. Desde el punto de vista analitico, no requiere mayores procedimientos de calibracién y el
tiempo que demanda la realizacién de un espectro es relativamente corto para *H NMR y més
largo para **C NMR. Por lo tanto esta técnica podria ser adecuada para el procesamiento de un gran
numero de muestras, como habitualmente se requiere en el seguimiento de remediaciones in situ.

Por ultimo cabe destacar que, especialmente en el caso de la remediacién de suelos
empetrolados, el uso de informacion por NMR permitiria que las conclusiones en relaciéon al
efecto de la degradacion asistida o la atenuacion natural, se encuentren sustentadas sobre la base de
la observacién de los cambios en la composicion del conjunto, o sea de las especies originales y
las producidas durante los procesos de transformacion; y no solamente, como en el caso de GC,
por la sola disminucion de algunos componentes de la mezcla original. Esta ventaja de la NMR
podria servir, como ejemplo, en la evaluacion del destino final de las especies oxidadas que se
formarian durante los primeros afios de exposicion en relacién a su toxicidad y posibilidades de
migracion en el subsuelo.
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Apéndice 1

Técnicas espectroscopicas y cromatograficas utilizadas en el trabajo experimental

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Las mediciones de 'H RMN se realizaron en un equipo Bruker AC — 200 MHz y un
Espectrometro de 500 MHz multinuclear, Bruker AM-500. Cada corrimiento quimico se determino
respecto al tetrametilsilano en CDCIl; (Aldrich, 99,8%). Cuando las sefiales de la muestra se
superponian con las del CHCI; presentes en el solvente se corrigié el area del mismo, considerando
la proporcionalidad entre el area y alto de la sefal para el patron interno, tetrametilsilano. Las
muestras de petroleo crudo y residuos de petréleo fueron previamente desafaltenizadas con n-
pentano. Las fracciones alifatica, aromatica y polar del petr6leo crudo y los residuos de petréleo se
ensayaron directamente, sin tratamiento previo. En las mediciones se utilizaron de 10 a 30 mg de
muestra y aproximadamente 0,5 mL de CDCls.

Cromatografia gaseosa
Las determinaciones por cromatografia gaseosa se realizaron en un cromatografo Konic

3000 de alta resolucion equipado con una columna de silicaJ & W DB1 (30 mx 0,25 mm d.i.) y
un detector de llama (FID, flame ionization detector). El gas portador utilizado fue N, (velocidad 1
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ml/min) y el inyector y el detector se mantuvieron a una temperatura de 250 °C y 320 °C
respectivamente.

El programa de temperaturas para la columna fue: 60°C (2 min), 135°C (2min), 185°C
(2min) hasta una temperatura final de 290°C, a una velocidad de 5°C/min. Para la integracién de las
sefiales se utiliz6 un integrador Spectra Physics. La identificacion de los hidrocarburos alifaticos
resueltos se realizé por comparacion de los tiempos de retencion con el correspondiente estandar de
referencia (Chem Service). Conjuntamente con las muestras se corrieron el solvente (n-pentano) y
el estandar de referencia. Se utiliz6 una muestra de pristano para determinar el porcentaje de
recuperacion, el cual fue superior al 95 %. En cada muestra se determinaron las concentraciones de
los n-alcanos de n-Cg a n-Csp y de los isoprenoides pristano y fitano. Todas las muestras fueron
previamente desafaltenizadas con n-pentano.

Cromatografia en columna

Se utilizé silica gel activada como adsorbente. Las dimensiones de la columna fueron:
largo: 22 cm y diametro 1 cm; la masa aproximada de silica gel: 8 g (secado 12 hs a 120 °C), marca
Fluka silicagel 40, tamafio de particula 70 a 230 mesh ASTM,; cantidad de muestra sembrada: 0,02 a
0,04 g y los solventes utilizados fueron 25 mL de hexano, benceno y una mezcla de metanol y
cloroformo (1:1). En estas condiciones, se aislaron tres fracciones: alifatica, aromatica y polar
respectivamente. Los componentes remanentes en la columna cromatogréfica correspondieron a la
fraccion asfalténica. Para verificar esta condicion se realizaron, ademas, determinaciones del
contenido de asfaltenos en el petréleo crudo por precipitacion con n-pentano. Las diferencias entre
la determinacidn de asfaltenos por ambos metodos fue inferior al 10%.

Espectroscopia UV-Visible

Los espectros UV-Visible se realizaron en un equipo HP-845 1A con barrido automatico de
190-800 nm, como solvente se utilizd n-hexano, celda de cuarzo de 10 mm y la concentracion fue
de aproximadamente 20 mg L™.
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