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RESUMEN

Este trabajo se realiz6 en el campus de la Universidad de Santiago de Chile
durante el otofio e invierno del afio 2010. Sus objetivos fueron: Identificar compuestos
fendlicos presentes en aguas de rocio en la Zona Centro de la ciudad de Santiago, Chile,
-determinar los niveles de concentracidon de fenoles y nitrofenoles, -determinar su
ecotoxicidad mediante bioensayos con Daphnia magna y -analizar la toxicidad de los

componentes nitrofendlicos puros encontrados en las aguas de rocio.

Se recolectaron veintidds muestras de rocio (4 de agosto al 14 de octubre, 2010)
gue fueron concentradas aproximadamente cien veces, mediante el uso de cartuchos
para extraccion en fase solida. Luego estas muestras fueron analizadas por

cromatografia, HPLC.

Los resultados obtenidos evidencian la presencia de fenol y de sus derivados
mono Yy dinitrados: 2-nitrofenol (2-NF), 3-nitrofenol (3-NF), 4-nitrofenol (4-NF), 2,3-
dinitrofenol (2,3-DNF), 2,5-dinitrofenol (2,5-DNF) y 2,6-dinitrofenol (2,6-DNF). Las
concentraciones de estos compuestos en las muestras de rocio, variaron entre 0,1y 0,8
MM. Los fenoles que presentaron mayor concentracion fueron: fenol, 2-nitrofenol, 4-

nitrofenol y 2,6-dinitrofenol.

En el estudio de ecotoxicidad, se determinéd la toxicidad aguda (Clso.4s,) de los
nitrofenoles puros, de mayor concentracion, mediante bioensayos con Daphnia magna,
segun la Norma Chilena Oficial N°2083, obteniéndose para fenol: 14 mgL™; 2-nitrofenol:
56 mgL*; 4-nitrofenol: 9 mgL™; y 2,6-dinitrofenol: 11 mgL™. Las concentraciones obtenidas
para los compuestos fendlicos en muestras de rocio fresco, resultaron no ser téxicas en el
ensayo de Daphnia magna.
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ABSTRACT

This work was carried out on the campus of the University of Santiago of Chile
during the autumn and winter of 2010. Its objectives were: -to identify phenolic compounds
present in waters of dew in a district of the city of Santiago, Chile, -determine phenols
concentration and nitro phenols, -to determine using the bioassays Daphnia magna, and to
analyze the toxicity by Daphnia magna assay standards of phenolics, -to found previously

in waters of dew.

Twenty-two samples of water's dew (August 4 to October 14, 2010) were
concentrated approximately one hundred times, using of cartridges for extraction in solid

phase. These samples then analyzed by HPLC.

The results obtained, demonstrate the presence of phenol, mono derivatives and di
nitrated: 2-nitrophenol (2-NF), (3-NF) 3-nitrophenol, 4-nitrophenol (4-NF), 2,3-dinitrophenol
(2,3-DNF),  2,5-dinitrophenol (2,5-DNF) and 2,6-dinitrophenol (2,6-DNF). The
concentrations of these compounds in the dew samples, ranged between 0,1 and 0,8 uM.
The higher phenols concentrations were for: phenol, 2-nitrophenol, 4-nitrophenol and 2,6-

dinitrophenol.

Acute toxicity (ICso.45 n) Of standard phenols, using Daphnia magna bioassays was
determined according to the Chilean official standard, the toxicity obtained for phenol
were: 14 mgL™; 2-nitrophenol: 56 mgL™; 4-nitrophenol: 9 mgL™*; and 2,6-dinitrophenol: 11
mgL™. The phenols levels obtained by dew samples, resulted not toxic with the Daphnia

magna assay.
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1. INTRODUCCION

La ciudad de Santiago de Chile es una de las mas contaminadas del mundo (Radl
Morales, Editor, Editorial Universitaria 2006). El gran parque automotriz y la presencia de
numerosas industrias alrededor de la ciudad contribuyen en forma importante a la emision
a la atmdsfera de contaminantes primarios, entre ellos material particulado y gases. Esta
situacion asociada a una baja dispersion atmosférica agudiza la problemética, sobre todo

en los periodos de invierno.

La ciudad de Santiago esta ubicada en la depresion intermedia de la zona central
de Chile, en la cuenca del rio Maipo, al pie de la Cordillera de Los Andes. Est4 limitada al
oriente por los faldeos de la Cordillera de Los Andes, con cerros que superan los 3200 m
(cerro San Ramaon). Por el oeste, la cordillera de la costa alcanza alturas de 1500 m,
siendo interrumpida por el valle del rio Maipo, que abre la cuenca hacia el sector
sudoeste. Mas al sur el macizo de Alhué (cerro Cantillana) supera los 2000 m de altura. El
corddn de cerros de Chacabuco cierra la cuenca por el norte. Por el sur, el cordén de
cerros de Angostura de Paine separa la cuenca de la depresion central que se desarrolla

hacia el sur.

La ventilacion de la cuenca se produce principalmente por un sistema de brisas
gue se genera localmente. El mecanismo principal que genera movimientos de aire en la
cuenca es el calentamiento de la superficie. Durante el dia, se desarrollan brisas que
soplan por los valles hacia arriba, alcanzando su mayor intensidad durante la tarde. En la
noche, el enfriamiento de la superficie, especialmente en cerros y laderas, produce una
capa delgada de aire mas denso que se desliza pendiente abajo, canalizandose por los
valles hacia la cuenca. La brisa nocturna es en general mas débil que el flujo diurno y

presenta direcciones contrarias.

En los meses de invierno, el flujo de aire dentro de la cuenca es mucho mas débil

que en verano, debido a la menor disponibilidad de radiacion.
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Los compuestos organicos volatiles (COVs), representan un conjunto de
compuestos que estan presentes en la atmdésfera en fase gaseosa, excluyendo a
mondxido de carbono y diéxido de carbono. Estos compuestos son importantes en la
quimica atmosférica desde una escala urbana a una global. La caracterizacion individual

varia ampliamente e incluye a una enorme cantidad de compuestos.

Es bien sabido que Santiago estd saturado por algunas sustancias y se han
declarado normas que establecen los niveles permitidos (Gobierno de Chile, SINCA
2009). Sin embargo, existen otras sustancias que carecen de normativa, pero no por ello
son menos peligrosas para la vida de los seres humanos y otros seres vivos. Entre estos
se encuentran los COVs.

Los compuestos orgénicos volatiles, son emitidos principalmente a través de la
combustién parcial de combustibles y a través de la evaporacion de disolventes

organicos.

1.1. Importancia de los COVs

Los COVs son precursores del ozono troposférico. En presencia de o6xidos de
nitrégeno y radiacion, se producen una serie de reacciones quimicas que conducen a la
formacion de ozono a nivel del suelo. A esta contaminacion se le conoce como Smog

Fotoquimico.

1.2. Efectos en la salud

Existen dos COVs altamente téxicos. Estos son el benceno y 1,3-butadieno y son
de preocupacion particular puesto que son sustancias carcinogénicas conocidas. Otros
COVs son importantes debido al papel que ellos juegan en la formacién fotoquimica de
ozono en la atmosfera.

El benceno es un potencial productor de leucemia y aunque la Organizacién Mundial de la
Salud, OMS, no proponen normas de emision, recomiendan que las concentraciones no
sean mayores que una parte por milléon (ppm).

Asimismo, los COVs son precursores del material particulado fino (MP 2,5), que
debido a su tamafio, penetran hasta los alvéolos pulmonares, lugar del intercambio de
gases en los mamiferos (Gobierno de Chile, SINCA 2009). El fenol y sus derivados

pertenecen a esta categoria de material organico.
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1.3.

1.3.1. Fuentes Atmosféricas de Nitrofenoles

Las fuentes atmosféricas de compuestos fendlicos, y sus derivados nitrados, los
nitrofenoles, incluyen emisiones primarias directas, que resultan de los procesos de
combustién, e hidrolisis de pesticidas (ejemplo “parathion”) y de la formacion secundaria
en la atmosfera. La formacion secundaria via nitracion del fenol, involucra la reaccion
entre fenol y *OH + *NO, durante el dia (figuras 1 y 2), y/o con ‘NO; + 'NO,, durante la

noche (figura 3). Segun algunos autores, durante la noche se formaria principalmente en

mayor cantidad 2-nitrofenol (Harrison y col, 2005).

'S L. OH
o __,_-_:_h.. l-.\-{]_ "3'..‘.;;_ :\{.}-
Hao L e L 2-NP
i HO L= S NF
ﬁ""lﬁa ‘oH
| :
2 OH o
Phenol 2 0H
g [y T4} — = (vher
o |

Figura 1: Reacciones de transformacion de fenol en la fase gaseosa en presencia de

*OH, O, y °*NO,, centrandose en la formacién de 2-nitrofenol.

ST
OH Ux N»U

-~ b"‘«:;] 'N{}j

e Bt

1o
©

>

Phenol

Figura 2: Salida de un &tomo de hidrogeno del fenol por el radical *NOs_El producto de

este proceso es un radical fenoxi.

_h..
-HNO,

phenoxy radical

Compuestos Fendlicos: Caracteristicas generales y estructuras

products

J

S



O
|
-
|

phenoxy radical l’N()?
OH
~ N0
)
NO,
2-NP 4-NP

Figura 3: Formacion del 2-nitrofenol y 4-nitrofenol a partir de un radical fenoxi.
La estructura y abreviaturas de los once fenoles contaminantes prioritarios segun la EPA

(Agencia de Proteccibn Ambiental de Estados Unidos) se presentan en la Figura 4, a

continuacion.

18



OH OH

OH
c Cl (] Cl cl
C Cl

i | |

Pentaciorofenol 2,4 B-Triclorofenc| 2 ,4-Diclorofenol
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Figura 4: Estructuras y abreviaturas de los principales fenoles contaminantes.



1.3.2. Toxicidad de compuestos fendlicos

La toxicidad del fenol y sus derivados es conocida debido a su utilizacion como
desinfectante desde hace muchos afos. Se puede evidenciar la presencia de fenol en
agua por su olor y sabor. Se han determinado fenoles en agua en el intervalo de
concentracion de 0,01 a 0,1 mgL™(Harrison y col, 2005).

Por otro lado, la EPA, considera que son once los principales fenoles
contaminantes (ver figura 4).

La degradacién del fenol en el aire es un proceso rapido, generalmente en uno 6

dos dias, mientras que en el agua el fenol puede permanecer durante una semana o mas.

1.3.3. Laexposicion aguda al fenol y sus quinonas

La exposicién aguda a fenol, causa irritacion de la piel, dafios al riidbn, molestias
gastrointestinales, y dolores de cabeza (ATSDR USA, 2008). En los sistemas naturales,
este compuesto también genera molestias, con sabor perceptible y olores en el agua, en
concentraciones tan bajas como 1,8 mgL™. La mayoria de los paises especifican dentro
de sus normativas, la concentracion maxima permisible de fenol, en los efluentes, la que
debe ser inferior a 1mgL™. El nivel maximo permitido en Chile, para la descarga de
residuos liquidos a aguas marinas y continentales se encuentra entre 0,5y 1,0 mgL™(D.S

N°90 del Ministerio Secretaria General de la Presidencia).

En los trabajadores la exposicion se da por inhalacion y/o contacto con la piel. La
exposicion prolongada al fenol en el trabajo ha sido asociada con enfermedad
cardiovascular. En la poblacién general, la exposicidon a fenol se daria por ingestion. La
ingestién de productos liquidos que contienen fenol concentrado puede producir dafio
intestinal grave y aun causar la muerte. El contacto con la piel, la aplicacién de fenol

concentrado puede producir dafio grave.

En animales de laboratorio, la inhalacion es por una exposicién breve a niveles
altos de fenol lo que produce irritacion de las vias respiratorias y temblores musculares.
La exposicion prolongada a niveles altos de fenol produce dafio del corazon, los

riiones, el higado y los pulmones.
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Por ingestion de fenol, beber agua con niveles de fenol extremadamente altos,
produce temblores musculares, dificultad para caminar y la muerte.
Contacto con la piel, una aplicacion breve de fenol sobre la piel produce ampollas y
guemaduras pero no hay ninguna evidencia que indique que la exposicion al fenol
produce cancer en seres humanos.

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) y la EPA han
determinado que el fenol no es clasificable en cuanto carcinogenicidad en seres humanos
(ATSDR USA, 2008).

1.3.4. Importancia de Compuestos Nitrofendlicos

Los Nitrofenoles son sustancias quimicas que no se producen naturalmente en el
medioambiente. Ellos son como se ha mencionado, componentes comunes de los
efluentes industriales y se han detectado en residuos de las zonas urbanas y agricolas.
Los nitrofenoles son intermediarios en la sintesis de pesticidas y colorantes, y se
encuentran en el agua de lluvia como resultado de la transformacion de alquilbencenos en
la tropésfera. Ellos pueden ingresar al ambiente a través de los vertidos industriales,
derrames o posiblemente como producto de la descomposicién de ciertos plaguicidas que
contienen restos de nitrofenoles. Se sabe que los nitrofenoles desajustan la fosforilacion
oxidativa la cual es dependiente de ATPsintasa (Albert, y col., 42 Edicion 2004) y, es por
esta razén que son considerados como contaminantes prioritarios. Para que puedan
degradarse estos compuestos, en las profundidades del suelo y en las aguas
subterraneas, se requiere de un largo tiempo. La degradacion y la mineralizacion de los
nitrofenoles, es posible llevarla a cabo mediante procesos de oxidacion, tales como la
fotolisis con perdxido de hidrégeno, y también por procesos de degradaciéon bioldgica,
tales como los ocurridos en los peroxisomas a cargo de la enzima catalasa (Beysens y
col, 2006).

El 2-nitrofenol y el 4-nitrofenol, son muy similares entre si. Durante la formacién de
uno de ellos casi siempre se produce cierta cantidad del otro, por lo que generalmente se
les considera en conjunto cuando se discuten sus propiedades y sus efectos perjudiciales
(Acker y col, 2008).

El 2-nitrofenol se usa principalmente para manufacturar tinturas, pigmentos,

productos de caucho y sustancias para fungicidas. El 4-nitrofenol es usado principalmente
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en la manufactura de medicamentos, fungicidas, tinturas, y para oscurecer el color del
cuero (Ackery col, 2008).

Cabe destacar que la mayor parte de los nitrofenoles ingresan al medioambiente
durante su proceso de manufactura (primarios), sin embargo, también se pueden formar
en el aire como resultado de la degradacién de muchos otros productos quimicos

(formacion fotoquimica o secundaria).

Gran parte de estos compuestos nitrofendlicos, se depositan en el agua y el suelo;
muy poco queda suspendido en el aire. Su degradacion ocurre facilmente en aguas
superficiales, no asi cuando se depositan en la profundidad del suelo y en las aguas
subterrédneas, su degradacion, demora un largo tiempo.

La exposicién de la comunidad a estos compuestos en niveles muy bajos, se da en
el aire, el agua y el suelo. Respirando aire contaminado durante su aplicacion, o tomando
agua contaminada cerca de areas agricolas donde se han aplicado ciertos fungicidas; y
respirando aire contaminado o tomando agua contaminada cerca de lugares en dénde se

han depositado residuos peligrosos y de vertederos (Acker y col, 2008).

1.3.5. Toxicidad de Compuestos Fendlicos y Nitrofenélicos en Bioensayos

Los compuestos fendlicos y sus derivados como nitrofenoles (especialmente: 2-
nitrofenol y 4-nitrofenol) han sido clasificados como contaminantes prioritarios por la EPA,
es por ello que de acuerdo a la literatura consultada, se ha elaborado una tabla con los

principales bioensayos realizados sobre las distintas las especies.
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Tabla N°1: Datos de toxicidad aguda, valores de concentracion letal del 50%, en mgL'l a

las 24 y 48 horas, para algunos compuestos fendlicos sobre diferentes especies.

Compuesto Valor de Valor de Especie Referencia
Fenodlico LCsoa las LCsoa las
24 h 48 h
(mg/L) (mg/L)
p-Nitrofenol 4,94 - Daphnia magna Sponza y cols. 2010
p-Nitrofenol 0,56 - PhotobacteriumPhosphoreum | Sponza y cols. 2010
o-Fenilfenol 2,8 - Daphnia magna Davoren y cols.
2004
o-Fenilfenol 2,8 Daphnia magna Davoren y cols.
2004
Fenol 9, 129 - Daphnia magna Guilhermino y cols.
2000
Fenol 10 Daphnia magna Kahru y cols. 2000
Fenol 8,3 Thamnocephalus Kahru y cols. 2000
2,5-dinitrofenol 3,36 - Fathead Summary report
cannadian, 1981
2,4-dinitrofenol 4,1 - Daphnia magna Summary report
cannadian, 1981
3-nitrofenol 27 - Daphnia magna Summary report
cannadian, 1981
2-nitrofenol 63 - Daphnia magna Summary report
cannadian, 1981
p-cresol 14 - Daphnia magna Guilhermino y cols.
2000
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1.4. SALUDY CELULAS

El ser humano se encuentra constantemente expuesto en su medio a una gran
variedad de agentes xenobioticos, los cuales pueden ser de origen natural o
antropogénico. En general los compuestos lipofilicos son méas facilmente absorbidos a
través de la piel, pulmones o del tracto gastrointestinal. La constante exposicion a este
tipo de sustancias podria resultar en su acumulacién dentro del organismo, al menos que
se presente un sistema eficaz de eliminacién. Con excepcion de la exhalacion, para que
un agente xenobiotico pueda ser eliminado del organismo, requiere que sea soluble en
fase acuosa, lo anterior funciona para compuestos no volatiles y en consecuencia seran
excretados por la orina y las heces, que son las rutas predominantes de eliminacion. Sin
embargo, los compuestos lipofilicos que se encuentran en los fluidos de excrecién tienden
a difundir a través de la membrana plasmatica y en consecuencia son reabsorbidos, lo

que produciria una acumulacion de los agentes xenobiéticos lipofilicos en el organismo.

Uno de los mecanismos que posee el organismo humano para hacer frente a estas
peligrosas toxinas, como el fenol, es la Catalasa, la cual, es una enzima antioxidante que,
como la superdxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa, se sintetiza en las células y
se acumula en los peroxisomas. Una de sus funciones principales es ayudar a que el
cuerpo convierta el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno, ademas utiliza peréxido de
hidrégeno para descomponer las toxinas potencialmente dafiinas para el organismo,

como: alcohol, fenol y formaldehido.

La catalasa trabaja estrechamente con la superéxido dismutasa para prevenir los
dafios de los radicales libres en los peroxisomas. La SOD convierte el radical superoxido
en perdéxido de hidrogeno, que posteriormente la catalasa lo transforma en agua y
oxigeno molecular. Las catalasas son algunas de las enzimas mas eficientes que se
encuentran en los peroxisomas de todas las células; cada molécula de catalasa puede

convertir a millones de moléculas de peréxido de hidrogeno por segundo.

La membrana celular gracias a su estructura tiene selectividad en la absorcion
tanto de las sustancias enddégenas como xenobidticas. Esta selectividad se expresa como
la funcién de diversas formas de absorcion especificas para los compuestos hidrosolubles
que ingresan a las células con un gasto energético conocido por el nombre de transporte

activo, pero por otra parte la mayoria de las células tiene caracteristicas de
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impermeabilidad a una gran mayoria de las sustancias hidrosolubles no deseables, no
pueden evitar la absorcion de la mayor parte de las sustancias liposolubles. En la figura 5
se esquematizan las principales vias de absorcion y eliminacion tanto de compuestos

enddgenos como exdgenos.

RECTAL
(ABSORCION)
, A 4
INGESTION . HECES
: TRACTO GASTROINTESTINAL .
(ABSORCION) (EXCRECION)
BILIS
VENA i
PORTA = CUTANEA
. HIGADO (ABSORCION)
INHALACION
(ABSORCION)

SISTEMA SANGUINEO Y

PULMON DISTRIBUCION DE UNION A
LA FORMA LIBRE O | PROTEINAS SUDOR
, BIOTRANSFORMADA| PLASMATICA (EXCRECION)
EXHALACION
(EXCRECION)
€«<—>| vEJIGA
I SISTEMA | TEJIDO ¢
MEMBRANA CELULAR SSEO ADIPOSO -
RECEPTORES ACUMULACION (EXCRECION
MOLECULARES | BlOQUIMICA DE TOXICOS

Figura 5: Principales vias de absorcion y excrecion de xenobioticos (Valle y col, 200)

1.4.1. Absorcion

Los organismos superiores han desarrollado un nimero importante de sistemas
metabdlicos que convierten los agentes xenobibticos liposolubles en metabolitos
hidrosolubles capaces de ser excretados por las vias de eliminacion. A esta actividad
bioquimica se le ha denominado proceso de Biotransformacion, el cual se ha subdividido
a su vez en dos grandes etapas de actividad enzimética: Reacciones de Fase |y

Reacciones de Fase Il, como se observa en la figura 6 a continuacion.
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REACCIONES REACCIONES
DE FASE | DE FASE Il
OXIDACION
A | REDUCCION CONJUGACION
B | HIDROLISIS
XENOBIOTICO g 5| PRODUCTO PRODUCTO
—
= PRIMARIO SECUNDARIO
Exposicion o Biosintesis
C | adicién de por adicion
| grupos de grupos
O | funcionales endogenos
N
EXCRECION
CARACTER | CARACTER
HIDROFOBICO » | HIDROFILICO
O NO-POLAR | O POLAR

Figura 6: Proceso de biotransformacion de xenobio6ticos (Valle y col, 2000)

La funcion principal del proceso de biotransformacion es precisamente la
transformacion de los agentes xenobidticos en compuestos polares para facilitar su
remocion a través del rifion, principalmente. Sin embargo, cuando se modifica la
estructura quimica del agente xenobiotico, se puede presentar en algunos casos, que se
modifique la actividad toxica y en ocasiones se produce un aumento de la toxicidad, lo
gue se conoce como bioactivacion, como es el caso de las sustancias denominadas
procarcinogénicas, las cuales requieren del proceso de biotransformacion para manifestar

el efecto carcinogénico.
1.4.2. Reacciones de Fase |

La funcion de este tipo de reacciones, es modificar la estructura quimica de la
molécula, por introduccion de grupos funcionales como son hidroxilo, amino, carboxilo
entre otros. También, se puede obtener una mayor polaridad del agente xenobio6tico por
exposicion de grupos funcionales como es el proceso de hidrolisis. Posiblemente la
oxidacion es la reaccion mas importante de las reacciones de fase |, en general estas
reacciones estan mediadas por el sistema de oxidacién microsomal el cual es realizado
por sistemas microsomales ubicados en el Reticulo Endoplasmatico Liso (REL) de la

célula, estd constituido por: -citocromo P450, -citocromo P450 reductasa, (sistema
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oxidasa de funcibn mixta), el cual requiere del cofactor nicotin-adenin-dinucleotido-
reducido (NADPH) como donador inicial de electrones y oxigeno molecular (O,) como
oxidante, este sistema se encuentra en abundancia en higado y tracto gastrointestinal y
para que pueda ser oxidado en el REL tiene que ser liposoluble. Se observa en la figura 7
a continuacion.

El enzima permanece anclado a la membrana a través de una hélice hidrofobica cercana
al extremo N-terminal, por lo que la mayor parte de la proteina se sitia en la cara
citosolica de la membrana. Esta hélice transmembrana estd seguida, por regla general,
por una serie de aminoacidos basicos cuyos residuos interaccionan con las cargas
negativas de los lipidos de la membrana (Chapple, C. 1998). Se observa en la figura 7 a
continuacion.

Substrato

NADPH H20
Citocromo Metabolito

4!#
I

P450

(\ﬂﬂ(\(\

Reticulo endoplasmic

SANVUUA H

Figura 7: Localizacion del sistema citocromo P-450 en la membrana del reticulo

endoplasmatico

Reacciones de Fase I:
- Hidroxilacién aromatica
- Hidroxilacién heterociclica
- N-dealquilacion
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- N-hidroxilacién

- Desulfuracion

- Reacciones de oxidaciéon no microsomal
- Reduccién

- Hidrdlisis

1.4.3. Reacciones de Fase ll

Este tipo de reacciones metabdlicas son de biosintesis por lo cual requieren de
una variacion de energia libre de Gibbs (AG°) negativa, por lo tanto, son reacciones
enziméticas que aparte de requerir de ciertos cofactores, necesitan de substratos de AG®

negativo como es el ATP.

Las reacciones de Fase Il también se denominan como reacciones de
conjugacion, involucran la adicibn a los compuestos xenobidticos de moléculas
endodgenas, las cuales generalmente son polares y de alta disponibilidad por parte de la
célula. Estos grupos enddgenos son adicionados a grupos funcionales presentes ya en
los compuestos xenobiéticos, o que fueron introducidos o expuestos en la fase | del
proceso de biotransformacion. El propésito final es de obtener moléculas polares y con
bajo coeficiente de particion lipido/agua, para que se facilite su excrecion al disminuir

substancialmente su caréacter lipofilico.

1.4.4. Glucuronidacién

La principal reaccion de conjugacion que se presenta en la mayoria de las células,
es la incorporacion de acido glucuronico a través del acido uridindifosfatoglucurénico
(UDPGA). La obtencion del anterior complejo donador proviene de precursores
disponibles del metabolismo normal; o sea, que el UDPGA es formado en la fraccién
soluble de las células hepéticas a partir de la glucosa-1-fosfato, como se observa en la
figura 8.
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CH20H

CH20H
° O, 4+ Pirofosfat
|H + UTP + Pirofosiato
e O-UDP
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T K uridin-trifosfato uridin difosfato o-D-glucosa
glucosa-1-fosfato (UDPG)
CH,COO™

O
UDPG + 2NAD* UDPG-DESHIDROGENASA - (Ij_ IO“ O\
H20 0-P—0-P-0-CH> ) —Nd

6 o l/o\/“\_>c
o

acido uridin-difosfo-glucuronico
(UDPGA)

Figura 8: Formacion del acido uridindifosfatoglucurénico (UDPGA) (Valle y col, 2000)

0

La conjugacion del UDPGA con los xenobibdticos involucra un ataque nucleofilico

de estos compuestos a través de los atomos de oxigeno, nitrégeno o azufre al carbono C-

1 del acido glucurénico, y se observa una inversion de dicho enlace ya que pasa de forma

a a B, como se puede observar en la figura 9 donde se ilustra el ataque nucleofilico del

fenol sobre el &cido uridindifosfatoglucuronico.

COOHO Ve ‘;\ OOH
y 0.0
UDP-GLUCORONOSIL

O-UDP TRANSFERASA

= UDP

(UDPGA) fenol glucoronil-fenil-éter uridin difosfato

Figura 9: Inversién del enlace a a 8 en la formacién del glucurénido (Valle y col, 2000)

La enzima responsable de la catalisis del proceso de conjugacién con UDPGA, es

la UDP-glucuronosil-transferasa, la cual se encuentra en la fracciéon microsomal de varios
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tejidos como higado, rifién, piel, intestino y cerebro, siendo cuantitativamente de mayor
importancia en el higado. En si, la glucuronidacion es el principal proceso de conjugacion
de las reacciones de fase Il, tanto para compuestos endégenos como exdgenos, y el
resultado es la obtencion de conjugados polares solubles en fase acuosa, que puedan ser
eliminados del organismo a través de la orina o bilis. Debido a la amplitud de substratos
que pueden ser aceptados y la suficiente disponibilidad del donador (UDPGA), hace que
la conjugacion con &cido glucuronidico tanto cualitativa como cuantitativamente sea la
mas importante reaccion de conjugacion; asi, en la figura 10 se muestran los principales
tipos de glucurénidos que se pueden formar a partir de diferentes grupos funcionales de
los agentes xenobidticos (Valle y col, 2000).

GRUPO FUNCIONAL (G) TIPO DE GLUCURONIDO
ALCHOHOL:
alifatico G-OH éteres glucuronidos
aliciclico
bencilico
fenolico

ACIDO: 0
alifatico ¥ ol ésteres glucuronidos
aromatico “OH

o—@-insaturado

ARILAMINAS: GNH—@ N-glucuronidos
alifatico

N-HIDROXIL (G)2-N-OH O-glucurénidos
alifatico
aromatico

TlOLEgiifético G-SH S-glucurénidos

aromatico

Figura 10: Principales tipos de glucuronidos donde se muestra el grupo nucleofilico (Valle
y col, 2000).
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1.4.5. Sulfatacién

En lo mamiferos, una importante conjugacion para varios tipos de grupos hidroxilo
es la formacion de ésteres de sulfato. Esta misma reaccion también se puede presentar
con grupos amino; asi, los substratos de esta conjugacion pueden ser: alcoholes
alifaticos, aminas aromaticas, fenoles y compuestos enddgenos tales como esteroides y
carbohidratos. En este proceso de conjugacion el donador del compuesto enddgeno
(sulfato) es el 3"-fosfoadenosin-5"-fosfosulfato (PAPS), el cual a su vez requiere ATP para
su formacion, como se observa en la figura 11. El sulfato inorganico precursor del PAPS
se puede presentar cuando existan concentraciones significativas para realizar el proceso

de conjugacion (Valle y col, 2000).

NH2
o \‘
Il | Q [
-O—S O—P O-CH2
N

O - \q

ATP + HSO3 - " " oH
adenosintrifosfato ¥
sulfato 0O=P-0—
inorganico C;H

3'-fosfoadinosin- 5'-fosfosulfato
(PAPS)

Figura 11: Formacion del fosfoadenosin-fosfosulfato (PAPS)

El proceso de sulfatacion es un efectivo proceso de detoxificacion, ya que los
conjugados formados, son sulfatos organicos ionizados que son relativamente faciles de
excretar, principalmente a través del rifion. Sin embargo, debido a que el sulfato
inorganico requerido para la sintesis del PAPS parece provenir de la cisteina, este
aminoacido es un factor limitante de dicho proceso de conjugacion; asi, tenemos que la
sulfatacion de fenoles o aril-alcoholes tiene una baja capacidad y por consiguiente la

mayor alternativa para este tipo de compuestos es la glucuronidacion.
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1.4.6. Integracion del proceso de Biotransformacion

Se sabe que el proceso de biotransformacion consiste en la eliminacion de
sustancias extrainas que llegan a penetrar el organismo, por lo cual es un proceso
detoxificante al evitar su acumulacion, también se pueden presentar fenomenos de

bioactivacion, siendo, estos Ultimos mas bien casos excepcionales.

El proceso de biotransformacion es muy complejo, donde tiene gran relevancia el
factor genético; asi, tenemos que sobre un mismo agente xenobi6tico hay diferencia tanto
cualitativa como cuantitativa de los metabolitos formados por diferentes especies. A

continuacion se muestra el proceso de biotransformacion del fenol en la figura 12.

Z 0S03- o 0S03.
SULFOTRANSFERASA SULFOTRANSFERASA |
. PAPS | | PAPS =
OH OH o
Fenll sulfato Sulfato de quinol
= | HIDROXILACION [~ |
REACCION
REACCION e REACCION | =
= DE > FASE I
FASEN FASE |
Fenol OH
Quinol
OCgHgOg OCgHgOg
GLUCURONILTRANFERASA GLUCURONILTRANFERASA
UDPGA UDPGA HO

Fenil glucuronido Monoglucuronido de quinol

Figura 12: Variacion interespecie en la conversién metabdlica del fenol (Valle y col, 2000)

Este proceso de Biotransformacién ocurre en la membrana del REL.
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1.5. ROCIO

El rocio es el resultado de la condensacion de las moléculas de agua sobre una
superficie fria. La cantidad condensada depende de la humedad relativa y de la variacion
de temperatura (Beysens y col, 1995). El rocio es muy abundante en atmdsferas sin
nubes y sin vientos. Generalmente es posible recolectar alrededor de 800 mL/m?, los que
pueden ser utilizados por plantas, animales pequefios, especialmente en zonas secas

contribuyendo a la supervivencia de esas especies.

La formacion del rocio cambia las propiedades de la superficie y asi puede
contribuir a su eficiencia en la captura de contaminantes. El rocio se produce sobre la
superficie y contribuye a la remocion de contaminantes secos en la atmosfera, los cuales

pueden ser gaseosos, o también pueden estar asociados al material particulado.

Su composicion estaréd determinada por las caracteristicas de la atmdésfera durante
la formacion y por la captura de contaminantes durante su permanencia en la superficie
capturante.

Los estudios realizados en distintas ciudades muestran diferencias notables en su
composicion quimica, que se explican por las diferencias en las atmdsferas en contacto
con las superficies mojadas. En la ciudad de Gokurakuj (Japén), el rocio es de tipo &cido
con altos contenidos de iones sulfatos y nitratos, en cambio en la ciudad de Sakai, se
encontrd rocio con altas concentraciones de nitrito (Takenaka y col, 2003). Por otra parte,
en la zona de Bordeaux (Francia), el rocio esta débilmente mineralizado (Acker y col,
2008).

En la ciudad de Santiago, el rocio es de tipo bésico, con altas concentraciones de
iones y particularmente con altos contenidos de nitrito (Rubio y col, 2001) y se produce
entre abril y octubre. Se ha propuesto que podrian ser una fuente y a la vez sumidero de
contaminantes. Esto quiere decir que, antes que ocurra la condensacion de agua, sobre la
superficie se ha depositado material particulado con probabilidad de contener
contaminantes fendlicos. Asimismo, el rocio remueve material particulado de tamafio
depositable que también podria contener fenoles. Una vez depositado podrian ocurrir
reacciones quimicas, descomposicion o formacion de éstos, descomposicion microbiana

y/o descomposicion catalizada por trazas de metales. Finalmente, cuando aumenta la
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temperatura y hay radiacion solar, estos compuestos podrian fotolizar y entregar
contaminantes a las superficies o bien ser evaporados y comenzar un nuevo ciclo. De tal
modo que, la determinacion de estos compuestos en agua de rocio, y en fase gas podria
ser util para un estudio de fuentes de generacion de los mismos, ya que algunos de ellos
presentan valores altos de constantes de Henry, por ejemplo el 2-nitrofenol, tiene un valor
de ~ 60 M atm™.

Debido a lo expuesto anteriormente, es de interés investigar sobre la presencia de
compuestos fendlicos en el rocio de Santiago (Zona Centro) y evaluar su posible efecto

toxico, con el fin de esclarecer su papel en la contaminacién atmosférica.

Determinacion de la precision del bioensayo de Daphnia magna a partir de diez ensayos
consecutivos, usando como toxico de referencia dicromato de potasio. Mediante la CI50
de cada uno de estos diez ensayos se estimaron la reproducibilidad de la carta control y el
coeficiente de variacion. Luego se procedid a investigar la toxicidad de los compuestos

fendlicos seleccionados, y de la muestra de rocio.

El ensayo realizado en Daphnias, para evaluar la toxicidad aguda de las muestras de
rocio, se hizo segun la Norma Chilena Oficial 2083 del Instituto Nacional de

Normalizacion, INN.
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2. OBJETIVOS

Identificar compuestos fendlicos presentes en aguas de rocio de una comuna de la

ciudad de Santiago, Chile.

Determinar la concentracion de fenoles y nitrofenoles detectados en muestras de

aguas de rocio de la ciudad de Santiago.

Determinar la ecotoxicidad mediante bioensayos con Daphnia magna en las
muestras de rocio y probar la toxicidad de los componentes nitrofendlicos puros

encontrados en las aguas de rocio, en mayor concentracion.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos

- Fenol, (C¢HsO), Sigma- Aldrich

- 2-nitrofenol, (C¢HsNO3), Sigma- Aldrich

- 3- nitrofenol (C¢HsNO3), Sigma- Aldrich

- 4-nitrofenol, (C¢HsNO3), Sigma- Aldrich

- 2,3-dinitrofenol, (CsH4N,Os), Sigma- Aldrich
- 2,5-dinitrofenol, (CsH4N,Os), Sigma- Aldrich
- 2,6-dinitrofenol, (CsH4N,Os), Sigma- Aldrich

- Cartuchos pre-concentradores Licrolut EN 200 mg (Merck).

3.2. Soluciones

- Solucién Agua reconstituida de dureza media (180 mgL™ CaCOs), para mantencion
de organismos y para bioensayo de toxicidad aguda
- Solucién patron de dicromato de potasio, para carta control, bioensayo Daphnia.

- Soluciones patrones de nitrofenoles para bioensayo con Daphnia magna:

3.3.  Equipos

- Cromatoégrafo de liquidos (HPLC). Marca Waters, bomba Waters 600 y detector
Waters 2996 (Photodiode Array Detector).

- Espectrofotometro de absorcion UV-VIS marca Shimadzu modelo UV-160 Ati
Unicam UV-4.

- pH meter, Hanna pH 213 microprocessor pH meter

- Conductivimetro, Orion model 150 A
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3.4. Recoleccion de rocio

Las muestras de rocio fueron recolectadas sobre un film de teflén soportado sobre
material aislante de espuma plastica, sus dimensiones son de 1 m? x 0,4mm, plegado en
la mitad con un angulo de 90° (figura 13), acondicionado con un frasco y embudo de
polietileno.

Figura 13: Muestreador manual de rocio

El frasco de polietileno y el film de teflon de los muestreadores se sometieron a
una limpieza analitica, la que incluye lavado con solucion acida y agua calidad MIlli-Q,
para desechar contaminantes, antes de ser usados para la recoleccion de rocio.

Una vez recolectada el agua de rocio, se le mide pH y conductividad, luego se filtra
y una parte (50mL) se almacena para analisis fisico-quimico y otra fraccion se somete al
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procedimiento de pre-concentracion. La muestra de aproximadamente 100 mL, se hace
pasar a flujo de 1 mLmin™, a través de un cartucho acondicionado previamente con
metanol, que contiene una fase organica adsorbente para compuestos no polares (Licrolut
EN 200 mg Merck). Luego este cartucho se eluye usando 1 mL de metanol.

Posteriormente, se almacena a 6°C, hasta su andlisis cromatografico

3.5.  ANALISIS FISICOQUIMICO

3.5.1. - Nitritos: Se emple6 el método de reactivo de Griess: Espectroscopico Uv-Vis

Se confeccioné una curva de calibracion de absorbancia en funcion de la
concentracion de nitrito en un rango de concentracion de 0,125 mgL™ a 2 mgL™ de nitrito
(usando patron de 50 ppm). Se adicioné a matraces de 10 mL, alicuotas de 0,0125; 0,25;
0,50; 1,0; 1,5y 2,0 mL de la solucién patrén de 10 mgL'l. Luego se adicionaron 400 uL del
reactivo cromogénico y se enraso volumen con agua Milli-Q.

Después de dejar reposar 10 minutos se leyd su absorbancia a 540 nm, -verde.
Reactivo de Griess: Dihidrocloruro N-(1-naftil)-etilen (NEDA). Se disuelven 0,2 g de
sulfanilamida, 0,01g de dihidrocloruro de N-(1-naftil)-etilen y 1mL de H;PO, en agua Milli-
Q, hasta volumen de 10 mL.

- Curva: Y= 0,0318x + 0,0762
Pendiente= 0,0318 Intercepto= 0,0762

3.5.2. Nitratos: Se empled el método espectrofotomeétrico.
En 40 mL de H,SO, 3:1 en agua, agregar en orden 10 mL de muestra y 10 mL de 2,6-
dimetilfenol 0,1M en &cido acético, esperar 5 minutos.

Luego leer la absorbancia a 320 nm (ultravioleta). Rango de aplicacién 2 a 30 ppm
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3.5.3. Determinacién de alcalinidad total: Se realiz6 mediante una titulacién con un
acido fuerte.

Este método es util en agua potable, superficial e industrial. Es apropiada para todo
intervalo de concentracion de alcalinidad.

Se valora con &cido clorhidrico, una alicuota exactamente medida a la que se le
agrego indicador anaranjado de metilo. Pasando el punto de equivalencia (pH 6,4) la
solucién se tornara de color anaranjado. En este punto, el carbonato presente en la

muestra estard como acido carbénico.

CaCO;,_ . + 2HCly,,) - H,CO5 + CaCl, _Ec.1

3.5.4. Determinacién de cloruros: La determinacién de cloruros se realiza a través
de una valoracion con Hg(NOs),, utilizandose difenilcarbazona como indicador.

Hg(NO5), ., + 2C1 (o) = HgCly |

+2N0;”, Ec.2

2(ac) {ac) (ac)

El cloruro total de la muestra se somete a tratamiento con Hg(NO3), para formar un
complejo de color purpura que indica el punto final. Es necesario agregar acido nitrico a la

muestra para ajustar el pH a 2,0.

3.5.5. Sulfatos: Se empled la determinacion por turbidimetria.

La concentracion de sulfato en una muestra de agua se basa en la formacion de
un precipitado fino de sulfato de bario, el cual puede ser determinado
espectrofotométricamente.

Ba*? ., + so,.‘?{“_,’ - BaS0, , Ec.3

Este método es apropiado para un amplio intervalo concentracion. Sin embargo
para obtener lecturas confiables la concentracion en la muestra no debe ser mayor a 40
mgL™ de SO4?. Teniendo un limite de deteccién aproximadamente a 1 mgL™. (Agamy col,
2006).

Para la determinacion se agrega en un tubo Ependorf, 1 mL de muestra, mas 0,05
mL de reactivo condicionante y una punta de espatula de cloruro de bario en cristales. Se

debe agitar durante 1 minuto, luego dejar en reposo durante 4 minutos y agitar
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posteriormente 15 segundos para medir su absorbancia a 500 nm (verde azulado), en un

espectrofotdmetro Shimadzu UV-160.

3.5.6. Amonio: Se emple6 el método del azul de indofenol.

El método es aplicable en la determinacion de amonio en un intervalo de 0,04 a 2
mg de NH, por mL.
Reactivo A: Se disuelven 13,5 g de fenol (CsHsO,4) y 150 mg de nitroprusiato de sodio
(N2Fe(CN)sNOy 2H,0) en un matraz aforado de 1L con agua Milli-Q.
Reactivo B: Se disuelven 1,8 g de NaOH en una pequeia cantidad de agua en un matraz
volumétrico de 100 mL. Agregar 4 mL de solucién de hipoclorito de sodio 1M y diluir en
agua.
Procedimiento: transferir 5mL de muestra y 5 mL de agua en tubos de 30 mL. Agregar
250 pL de reactivo A y mezclar. Llevar los tubos a bafio de agua a 50°C por dos horas.
Enfriar la solucion a temperatura ambiente y medir la absorbancia a 630 nm (anaranjado-

rojizo).

3.5.7. Determinacion de cationes: calcio, potasio, magnesio y sodio por

Espectroscopia de Absorcion Atémica.

Determinacion de cationes: Cationes mayoritarios

La determinacion de cationes mayoritarios, como sodio, potasio, magnesio y calcio
se determina por absorcibn atomica. Con este proposito, se preparan curvas de
calibracion multiple en un intervalo de concentracién de 0 a 50 ppm, utilizando como

solvente una solucién de HNOj; (Suprapur) al 2%.

La Figura 14 muestra la curva de calibracién obtenida para el calcio
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Figura 14: Curva calibracion de calcio

Interpolando, se calcula la concentracién de calcio para cada una de las muestras.

El mismo procedimiento se realiza para sodio, magnesio y potasio. Las curvas de

calibracién se muestran en anexos.
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3.6. Identificacion y Cuantificacion de fenoles en agua de rocio

La mezcla 10 veces concentrada se somete a analisis cromatografico mediante
HPLC. Se utilizé un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion (HPLC), con detector
PDA, Waters 2996. Se identificaron las sefiales por comparacion con patrones, una vez
identificados se cuantificaron los compuestos por una curva de calibracion.

- Fase movil, la que consiste en una mezcla de soluciones buffer, Fase movil A:B (55:45)
- A: solucion 0,005 M de KH,PO, pH=4,5 y acetonitrilo en las proporciones (90:10 v/v)

- B: solucién 0,005 M de KH,PO, pH=4,5 y acetonitrilo en las proporciones (25:75 v/v).
Fase estacionaria

-Columna C-18 Symetry RPC de 18 Carbonos (18 - 4,6 x 250 mm).

En la figura 15 se muestra la mezcla multipatron confeccionada, para la identificacion de

compuestos fendlicos.
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3 g 4nitrofenol Q
0,020 < . %
_ | N~ -
i o I H o 1
] N~ - I\
o)) . (] I
00157 o 3nitrofenol | \ i
> | ] S :
< ] ! o ‘ } | @  25-dinitrofenol
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] I © ‘ | ‘ ‘ o : | : ‘
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_ | [l [ A | .
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Figura 15: Cromatograma tipo de una solucion multi-patron.

42



Tabla 2: Identificacibn de compuestos en la muestra multi-patrén, y sus tiempos de

retencién en minutos.

N° TR [min] Compuesto

1 3,97 2,6-dinirofenol (2,6-DNF)
2 6,019 Fenol (F)

3 7,184 3-nitrofenol (3-NF)

4 7,874 4-nitrofenol (4-NF)

5 8,309 2,3-dinitrofenol(2,3-DNF)
6 9,079 2,5-dinitrofenol (2,5-DNF)
7 12,236 2-nitrofenol (2-NF)

3.7. Curva de calibracion. Determinacion de la concentracion de fenoles

A partir de las soluciones patron de cada compuesto fendlico puro de
concentracion 1x10° M, se prepararon cuatro soluciones patrén mdltiple (mezcla de todos
los fenoles) de concentraciones: 0,5x10°M, 1,0x10°M, 0,5x10“M y 1,0x10™*M, para
confeccionar la curva de calibracién de cada fenol. Los cromatogramas de los patrones de
calibracion, permiten la identificacion comparando tiempos de retencion y espectro de
absorcioén en la fase moévil usada.

En las figuras 16, A: cromatograma, B: espectro del fenol, compuesto puro, y su curva de
calibracion, se aprecia en la figura 17. En el Anexo N°8 se muestran los cromatogramas,
espectros de absorcion, curvas de calibracion y limites de deteccion para los otros

compuestos estudiados.
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Figura 16, B: Espectro de absorcién de fenol.
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Figura 17: Curva de calibracion de fenol, a partir de patrones multiples.
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3.8. Estabilidad de Compuestos Fendlicos
El estudio de estabilidad se dividié en tres grupos de ensayos:

Primer ensayo: efecto de la temperatura ambiente

Se prepar6é una muestra por duplicado con 5 mL de rocio mas 1 mL de los
siguientes compuestos: fenol, 2-nitrofenol, 4-nitrofenol y 2,6-dinitrofenol. Se midieron las
muestras por HPLC, a los 0, 120, 300, 420 minutos posteriores a la preparacion de la
mezcla. Posteriormente, se calcularon las concentraciones de los nitrofenoles en base a

las curvas anteriormente obtenidas con los patrones diluidos.

Seqgundo ensayo: Efecto del peroxido de hidrogeno a pH 3

La muestra se preparé con 4 mL de rocio méas 400 yL de mezcla de nitrofenoles,
mas 25 pyL de H,O, 10 pM. Se midié6 en HPLC a los 0, 60, 90, 120, 180, 285 y 435

minutos.

Tercer ensayo: Efecto del pH y el perdxido de hidrégeno

Se prepar6 una segunda muestra consistente en 1 mL de rocio envejecido
(muestra de rocio compuesta del afio 2010) mas 1 ml de cada uno de los fenoles en
estudio, fenol, 2-nitrofenol, 4-nitrofenol y 2,6-dinitrofenol, se llevé a pH 6,5, y, luego se
fueron midiendo por HPLC, alicuotas cada 15 minutos: La muestra, estaba dentro de un

bafio termorregulado a 25°C, por 7 horas.
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3.9. Estimacion de Biotoxicidad Aguda mediante ensayos con Daphnia magha

Se realiz6 el estudio del grado de toxicidad de nitrofenoles, por medio de bioensayos
de ecotoxicidad, con Daphnia magna, segun la Norma Chilena Oficial N° 2083 del Instituto
Nacional de Normalizacién (INN). Esta norma describe el método para la determinacion de

la toxicidad aguda, empleando Daphnia magna y/o Daphnia pulex en:

sustancias quimicas solubles bajo las condiciones de la prueba;

- efluentes industriales, tratados o no tratados, después de decantacion o filtracion
Si es necesario;

- efluentes de aguas servidas, tratadas o no tratadas, después de decantacion o

filtracion si es necesario;

- aguas superficiales continentales o subterraneas.

Para los ensayos realizados se utilizaron cultivos de Daphnia magna (clad6cera) de

tercera generacion.

El estudio contempld, efectuar todas las pruebas preliminares para determinar el
intervalo de concentracion de la muestra, en que se debe efectuar el bioensayo definitivo.
Después de 24 h y 48 h de incubacion, se registra el intervalo de concentracion en que se
obtiene el 0% y el 100% de inmovilizacién, asi como también se realizan los controles
(negativos y/o positivos) y las diluciones necesarias, previo a los ensayos definitivos, los
que permitirdn determinar la Clsp* a las 24 y 48 horas.

(*) Clso-24n: estimacion de la concentracion de muestra que inmoviliza el 50% de los
organismos en 24 h, expresada en porcentaje de muestra o en mglL™.
Clsoqsn: €stimacion de la concentracion de muestra que inmoviliza el 50% de los

organismos en 48 h, expresada en porcentaje de muestra o en mgL™.

Se verificd la sensibilidad de Daphnia magna a los nitrofenoles, para evaluar la
respuesta de los organismos a los compuestos toxicos. Para verificar la sensibilidad de
los organismos se debe determinar al menos mensualmente la Clsg24n Usando como
control positivo, diferentes concentraciones de dicromato de potasio en agua

reconstituida. Valor que debe ser incluido en la carta de control.
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La Clsp.24n de los organismos frente al dicromato debe estar dentro del intervalo de
las medias aritméticas establecidas en la carta de control para cada especie el cual debe
estar entre 0,6 mgL™ y 1,7 mgL™ para D. magna (segin NCh 2083).

Se interpretaron y validaron los resultados, previo a determinar su precision y
reproducibilidad.

Se determind la carta control y el coeficiente de variacion, el que debe ser < 30%, estos
datos son fundamentales para informar los resultados finales de toxicidad, ya que, a
través de la carta de control se especifica la sensibilidad de los organismos y la precision

de los resultados la obtenemos con el coeficiente de variacion.

3.9.1. Preparacion y mantencion del cultivo de Daphnia magna

Los cultivos de D. magna pueden mantenerse en recipientes de uno, dos o tres
litros o cualquier otro sistema que resulte funcional. Con el fin de mantener condiciones
Optimas para el crecimiento de los individuos, se recomienda una densidad poblacional no

mayor de doce individuos por litro (en general se usan diez individuos por litro).

Los organismos se mantienen en agua reconstituida con una dureza entre 160 y
180 mg CaCOsL™. El agua se prepara en el laboratorio y puede suplementarse con una
solucién de vitaminas y selenio cuando se detecten problemas en la reproduccion, o se

presente una alta mortalidad entre los 14 y 21 dias por malformacion de las antenas.

Los cultivos se mantienen a una temperatura de 21 * 2°C, un fotoperiodo
aproximado de 16 h luz / 8 h oscuridad y una intensidad luminica de alrededor de 800
luxh™. (Castillo Gabriela, Editora; 2004)

3.9.2. Agua reconstituida

Como agua de dilucién y agua de cultivo se utiliza agua reconstituida que consiste
en agua para analisis clase 4 segun NCh426/2, a la cual se le agregan sales inorganicas

de grado analitico (p.a) en las cantidades que se indican a continuacion:
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Sales para 1 Litro de agua reconstituida (medio de cultivo para Daphnias)

1) CaCl,x 2 H,0 11,76 g
2) MgSO, x 7 H,0 4,93 g
3) NaHCO;2,59 g
4) KCl0,23¢g
Se obtiene una calidad final del agua de pH 7,8 — 8,0 y una dureza de 250 CaCOsmgL™.

El agua preparada debe tener una conductividad maxima de 10 uS/cm y debe
airearse hasta que el oxigeno disuelto alcance 100% saturacion (a 20°C) y el pH se

estabilice.

Se debe suministrar alimento a las Daphnias consistente en una solucién de
proteinas, de 2 mLL™" cada 48 horas de solucion de cultivo; y de una preparacion de algas
de la especie denominada Selenastrum capricornutum de la que se agregan 3 mLL™ cada
48 horas de solucion de cultivo. Este alimento se proporciona tres veces a la semana, y al
cabo de doce dias aproximadamente, se obtiene la primera generacion de Daphnias, la
gue no se usa, sino la de tercera generacion, éstos son los organismos que se utilizaran

para el bioensayo.

Para mantener el cultivo de Daphnias, se debe filtrar un tercio del agua de cultivo y
reponer dos tercios con agua fresca tres veces a la semana, y posteriormente suministrar

el alimento especificado en el parrafo anterior (Castillo Gabriela, Editora; 2004).

El procedimiento de la prueba de toxicidad con Daphnia magna, se aprecia en el siguiente

diagrama de flujo:
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Figura 19: Daphnia magna
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion fisicoquimica del rocio

La caracterizacion fisicoquimica se muestra en la Tabla 3, donde se observan los

valores de: pH, conductividad en uS, y volumen en mL. El pH promedio fue de 7,3. Altos

valores de conductividad estan sefialando la presencia de iones en solucién. La Tabla 3

muestra, el contenido de algunos metales en las muestras de agua de rocio tales como:

calcio, sodio, potasio, magnesio, amonio; y de aniones: sulfato, nitrato, nitrito, y cloruro,

los que se muestran en la Tabla 4.

Tabla 3: Valores de pH, conductividad y volumen de las muestras de agua de rocio

recolectadas.

MUESTRA VOLUMEN, mL pH CONDUCTIVIDAD, us

1 20 7,54 96,8
2 100 7,52 108,2
3 66 7,15 66,0
4 55 6,96 66,3
5 100 7,27 126,5
6 100 6,79 248,0
7 100 7,07 128,8
8 130 7,69 132,6
9 128 7,07 206,0
10 67 7,53 143,9
11 41 7,71 209,0
12 97 7,75 95,3
13 207 7,65 133,7
14 73 6,95 326,0
15 266 7,3 1171
16 82 7,54 631,0
17 96 7,42 102,4
18 88 7,56 224,0
19 56 7,15 568,0
20 195 7,12 232,0
21 90 6,79 316,0
22 53 7,63 221,0

Promedio 100 7,33 204

Max 266 7,75 631

Min 20 6,79 66
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Los resultados del analisis ib6nico en las muestras de agua de rocio se muestran en

la Tabla 4, presentada a continuacion.

Tabla 4: Valores de concentracion (WEqL™) promedio de iones medidos en agua de rocio.

Muestra  Nitrito Nitrato Sulfato Cloruro Calcio Sodio Potasio Magnesio Amonio

Rocio 103 619 385 381 809 256 52 59 179

La presencia de los iones calcio, nitrato y sulfato son mayoritarios.
La relacion cargas positivas a negativas es cercana a 1.
SA'=5C"
1488 [uEQL™] = 1355 [UEqL™]

4.2. Identificacion y Cuantificacion de Fenoles mediante Cromatografia liquida

de alta resolucién

La Figura 20, muestra un cromatograma tipico obtenido en las muestras estudiadas. Se
observa que las sefiales de cada compuesto fendlico estan separadas y resueltas,
excepto entre el 2,6-dinitrofenol (tiempo de retencion: 4,587 minutos) y 2,4-dinitrofenol, las

gue podrian estar solapadas.
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Figura 20: Cromatograma de una muestra de rocio concentrada, del dia 24 de agosto de

2010.
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Los resultados obtenidos en la identificacion y cuantificacion de fenoles realizados

por cromatografia HPLC, se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Concentraciones en mgL*de compuestos fendlicos en las muestras de rocio.

Muestra Fenol 2-nitrofenol 3-nitrofenol 4-nitrofenol 2,5-dinitrofenol 2,6-dinitrofenol 2,3-dinitrofenol
1 0,078 0,060 0,016 0,015 nd nd 0,103
2 0,059 0,014 0,004 0,042 0,024 nd n.d
3 n.d 0,011 0,003 0,017 n.d n.d n.d
4 0,009 0,010 0,003 nd nd n.d n.d
5 0,019 0,005 0,001 0,012 nd n.d nd
6 0,034 n.d n.d 0,156 0,031 n.d n.d
7 0,059 0,010 0,003 0,018 nd n.d 0,019
8 0,107 0,012 0,003 nd nd nd 0,031
9 0,026 n.d n.d 0,015 0,013 n.d n.d
10 0,053 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
11 0,198 n.d n.d n.d 0,155 n.d 0,043
12 0,280 n.d n.d n.d 0,022 nd nd
13 0,049 0,005 0,001 0,011 nd n.d n.d
14 0,055 0,011 0,003 0,020 n.d 0,037 n.d
15 0,008 n.d n.d n.d n.d 0,006 n.d
16 0,054 n.d n.d 0,012 n.d 0,075 n.d
17 0,063 0,012 0,003 0,012 n.d 0,050 n.d
18 0,039 0,008 0,002 0,012 nd 0,089 nd
19 0,168 0,022 0,006 0,095 0,044 0,976 nd
20 0,038 0,006 0,002 0,014 0,009 0,078 0,012
21 0,035 0,010 0,003 0,010 n.d 0,096 n.d
22 0,093 0,016 0,004 0,026 n.d 0,201 n.d
Promedio 0,072 0,014 0,004 0,030 0,043 0,179 0,042
maximo 0,280 0,060 0,016 0,156 0,155 0,976 0,103
minimo 0,008 0,005 0,001 0,010 0,009 0,006 0,012

(*) n.d: no disponible

De los datos anteriores se puede apreciar que las concentraciones son muy bajas,

del orden de ppb. El promedio sefiala que 2,6-dinitrofenol, esta presente en mayor

concentracion. Sin embargo, un analisis mas preciso se muestra en la Tabla 6, en donde

la concentracion se calcula en base a concentracidbn promedio en las muestras con

concentraciones medibles.
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Tabla 6: Concentraciones de fenoles (ugL™) en 22 de muestras de las aguas de rocio en
el centro de Santiago de Chile, desde 10/05/2010 al 14/10/2010.

Compuesto Promedio Maximo  Minimo F* Promedio** Depositado***

Phenol 48 281 nd 0.88 56 0,6

2-NP 25 237 nd 0.31 74 0.32

3-NP 8 147 nd 0.19 42 0.10

4-NP 71 629 nd 0.59 123 0.91

2,3-DNP 85 2430 nd 0.22 400 11

2,6 + 2,4-DNP 54 1050 nd 0.28 199 0.67

2,5-DNP 16 219 nd 0.25 67 0.20

Volume (mL) 98 213 20

pH 7,29 7,71 6,79

F *: Fraccion de las muestras con concentraciones por encima del limite de deteccion
Promedio **: la concentracion promedio en las muestras con concentraciones medibles.

Depésito***: cantidad total de emisiones de ese contaminante al afio depositados (mgm?)
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4.3.

Estudio de Estabilidad

La Figura 21 muestra la cinética de descomposicion de estdndares de: fenol, 2-nitrofenol,

4-nitrofenol y 2,6-dinitrofenol a 25 °C. Se observa que hasta los 240 minutos no hubo

descomposicion.

En general, a los tiempos de retencion estudiados, los resultados parciales mostraron alta

CINETICA DE FENOLES: Concentracion VS Tiempo

estabilidad.
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Figura 21: Concentracion molar en funcion del tiempo.
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4.3.1. Efecto del peroxido de hidrégeno a pH 3

La Figura 22 muestra la variacion del area cromatografica de estandares de fenol,
2-nitrofenol, 4-nitrofenol y 2,6-dinitrofenol a 25°C. Se observa una pequefia variacion en el

area. Los resultados muestran estabilidad a este pH.

Fenol 2-nitrofenol
Tiempo, Absorbancia, Tiempo, Absorbancia,
min nm area (%) min nm area (%)
0 272 20,00 0 276 6,21
60 272 20,63 60 275,6 6,13
90 272 19,80 90 274,4 6,04
120 272 19,99 120 275,6 6,28
180 272 19,62 180 276,7 5,96
285 272 19,09 285 275,6 6,17
435 272 18,88 435 275,6 6,07
4-nitrofenol 2,6-dinitrofenol
Tiempo, Absorbancia, Absorbancia
min nm area (%) Tiempo, min , nm area (%)
0 318 70,71 0 301,6 1,01
60 317 70,23 60 300,4 1,47
90 315,9 70,74 90 298,1 1,89
120 318,3 69,99 120 301,6 2,23
180 317,1 69,84 180 300,4 3,07
285 315,9 69,17 285 299,3 3,99
435 318,3 68,78 435 300,4 4,80

Figura 22: Area versus temperatura, de los compuestos fenolicos.

4.3.2. Efecto del pHYy el perdéxido de hidrégeno

Datos obtenidos para la muestra de rocio envejecido mas la mezcla de fenoles y

peréxido de hidrogeno 10 uM a pH 3,0.

Los espectros presentan las siguientes variaciones en cada uno de los compuestos

analizados:
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CONCENTRACION MOLAR

FENOL desde t=0 hasta t=6 presenta un peak a los 272 nm y sus areas en

porcentaje disminuyen desde 20% (t=Omin) hasta 18,88% (t=435min). Peak

estandar: 272 nm.

Fenol

2,3x10™ -

2,2x10™ 1

2,1x10™ -

2,1x10™ -

2,0x10™ 1

Tiempo,

Fenol
min Concentracién, M

0
15
30
45
60

2,02E-04
2,05E-04
2,21E-04
2,16E-04
2,15E-04

Descomposicion de Fenol con Peréxido de Hidrégeno 10 uM

2,0x10™

TIEMPO, min

Figura 23: Descomposicion del fenol con H,O, a 10 uM
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2-NP presenta una fluctuacion en sus peaks desde 274,4 hasta 276,7nmy sus

areas en porcentaje disminuyen desde 6,21% (t=0min) hasta 6,07% (t=435 min).

Peak estandar: 276,7 nm.

2-Nitrofenol

CONCENTRACION, molar

2,4x10™ 1

2,2x10™ -

DESCOMPOSICION DE 2-NITROFENOL CON PEROXIDO DE HIDROGENO 10 uM

2,0x10™

TIEMPO, min

Figura 24: Descomposicion del 2-nitrofenol con H,O; a 10 uM
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4-NP presenta una fluctuacion en sus peaks desde 315, 9 hasta 318,3nmy sus

areas en porcentaje disminuyen desde 70,71% (t=Omin) hasta 68,78% (t=435min).

Peak estandar: 318,3 nm.

4-nitrofenol

CONCENTRACION, molar

] DESCOMPOSICION DE 4-NITROFENOL CON PEROXIDO DE HIDROGENO 10 uM

4,00x10™ -

3,75x10" 1

3,50x10 1

3,25x10 1

3,00x10™

TIEMPO, min

Figura 25: Descomposicion del 4-nitrofenol con H,O, a 10 uM
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2,6-DNP presenta una fluctuacion en sus peaks desde 298,1 hasta 301,6nmy sus

areas en

porcentaje aumentan desde 1,01% en (t=Omin)hasta 4,8% (=435 min).

Peak estandar: 436,6 nm.

2,6-dinitrofenol

CONCENTRACION, molar

DESCOMPOSICION DE 2,6-DINITROFENOL CON PEROXIDO DE HIDROGENO 10uM

2,5x10™ -

2,0x10™ -

1,5x10"

TIEMPO, min

Figura 26: Descomposicion del 2,6-dinitrofenol con H,O, a 10 uM
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4.4. Resultados de Bioensayos

Para verificar la validez de los resultados, se realizé una carta control, mediante 10
bioensayos, obteniéndose un valor promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion, especificados en la Tabla 7 y la Figura 27, que se muestran a continuacion.

Tabla 7: Datos estadisticos de la carta control.

Valor promedio de 10 cartas control 0,66 mg/L
Coeficiente de variacion, C.V (%) 8,67
Desviacion estandar, s 0,06

Nota: el valor del CV debe ser £ 30%.

CARTA CONTROL Daphnia magna 24 h

1,20

1,10
1,00

©

o ow

© o X+28

wd

E, 0,80 . 0.77
4

= 0707 e . ®  Mean . Y 066

S o0 . ¢ ¢ ’

o >

8 om0 0,54

3] X-28

0,40 -
0,30 A

0,20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Test number

Figura 27: Carta control de Daphnia magna a las 24 horas.

La toxicidad de los compuestos fendlicos puros, obtenidos como Clsg.4gn €N mgL'l y
sus correspondientes unidades toxicas (UT=1/Clso.4gn X100), se presentan en las Figuras

28 y 29, respectivamente.
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Toxicidad aguda de compuestos
fendlicos
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Figura 29: Unidades Toéxicas de los compuestos fendlicos

Las figuras anteriores muestran los niveles de toxicidad de los nitrofenoles
estudiados, en los que se ha determinado su Clso.4sn. Se observa un menor valor para el
4-nitrofenol (mas téxico) y un valor mas alto para el 2-nitrofenol (menos téxico). De igual

forma se representaron las unidades téxicas de cada compuesto, las que corresponden al
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inverso de la Clso4sn donde se aprecia que el 4-nitrofenol es el de mayores unidades

toxicas.

La Tabla 8 muestra la comparacion entre la toxicidad de los fenoles y su concentracion.

Tabla 8: Clso.4sn Y cOncentracion quimica de fenoles en muestras de rocio, en mgL'l.

L, Concentracién
Concentracion Clsg_sgp,

Compuesto 1 guimica en rocio,
[mgL™] [mgLY
Fenol 14 0,072
2-nitrofenol 56 0,014
4-nitrofenol 9 0,03
2,6-dinitrofenol 11 0,179

En estos resultados se aprecia que los niveles de estos cuatro compuestos
fendlicos estdn muy por debajo de los niveles toxicos determinados en donde ademas se

debe considerar el tipo de compuesto y su procedencia.
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5. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Desde el punto de vista de la composicién quimica del rocio, los contaminantes
mas importantes presentes en la atmdésfera de una zona céntrica de Santiago
(Especificamente Estacion Central) son: dioxido de azufre (IV) SO,, Oxidos de nitrogeno
NOXx, acido nitrico HNO3, &cido nitroso HNO,, amoniaco NHs, y peroxido de hidrogeno
H,O, junto al material particulado (PM10 y PM2,5)que contiene sulfatos (SO,*), nitratos
(NO3), amonio (NH4") y calcio (Ca) los que corresponden a resultados de este trabajo.
Mientras los niveles de cationes reflejan la composicion del particulado y su eficiencia de
captura, los niveles de aniones estarian influenciados por la formacion y disociacion

durante la deposicion de la fase liquida.

En general para explicar la composicién quimica de los rocios debemos considerar que

las principales caracteristicas son:

- Ocurre en la noche y durante la madrugada, con un minimo de radiacién solar y

por lo tanto la fotoquimica debe ser despreciable.

- Ocurre en condiciones estacionarias, que en la mayoria son dias de invierno,

donde un régimen de inversién térmica.

- La concentracion observada esta determinada por factores locales, tales como la
captura de material particulado y gases absorbidos sobre la capa (ya depositado

sobre el colector) liquida. Por lo tanto, la composicion quimica reflejara:
i. Lo que esta presente en las particulas.

i. Lo que esta presente en los gases cerca del suelo o que difunden desde

las capas de aire directamente sobre la superficie terrestre.

iii. La manera en que los gases adsorbidos son transformados en la capa

acuosa o interfaz solido- liquido durante la recoleccion.
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El hecho que la recoleccion se realice en la mafiana temprano implicaria que la
guimica de radicales seria nula. Podrian ocurrir reacciones con ozono, pero el ozono
nocturno esta bajo valores “de fondo” (Rubio y col, 2001). Podrian ocurrir reacciones
radicalarias si hubiera perdoxido de hidrogeno, que en presencia de trazas de metales

generarian pequefias cantidades de radicales hidroxilos o por ultimo reacciones con

radicales NOs .

La quimica del rocio es compleja ya que estaria dominada por catélisis de metales
traza en la interfaz particula y superficie del colector. Lo que se observaria en el rocio es
la resultante de lo que existiria en la atmdsfera y todos los procesos nocturnos sefialados.
Esto implica que la formacion de la fase acuosa sobre las superficies y la quimica que en
ella ocurre modificaria las concentraciones de algunas sustancias contaminantes. La
deposicion del rocio removeria significativamente a algunos contaminantes y tal vez
concentre a algunos de ellos y los devuelva a la atmosfera, considerando que con la

evaporacion estamos proporcionando una fuente de contaminantes en la atmdosfera.

Con relacion al pH de los rocios, los datos obtenidos durante 2010 varian desde
6,79 hasta 7,75. Estos datos y los obtenidos en afios anteriores (Rubio y col, 2001;)
sefialan que existiria una alcalinizacién moderada con relacién a la saturacién con CO..
Similares resultados se han obtenido y reportado en otros rocios urbanos (Takenaka y col,
2003).

Las aguas de rocio tienen pH sobre el valor que corresponde a las muestras
saturadas con dioxido de carbono (pH = 5,6). Esto indicaria que el pH del rocio esta
condicionado por los agentes contaminadores primarios (amonio y probablemente calcio)
y secundarios, tales como &cido nitrico y acido sulfarico. Lo més probable es que se
incorporen todos estos compuestos como particulas atmosféricas por la sedimentacion
gravitacional (particulas gruesas) y/o la difusion de tipo convectiva promovida por la
condensacioén del rocio (particulas més pequefas) (Takeuchi y col, 1988; Takeuchi y col,
2003). A este respecto, es interesante observar cantidades de sulfato, de nitrato y de
amonio hasta en 26% del PM;o recogido en la ciudad de Santiago (CONAMA, 2003).
También, el PMy, abarca el 38% de las particulas naturales que deben ser ricas en sales

y 6xidos de calcio.
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Los valores de concentracion, expresadas como pEgL™, de los iones mayoritarios
presentes en las aguas de rocio, en la Tabla 4, muestran, que el catibn mayoritario es
calcio y el aniébn mayoritario es nitrato. Se puede relacionar la alta concentracion de iones
Ca®, a la presencia de carbonatos (CO;”) y silicatos (SiOs*), presentes en el polvo
natural (Rubio y col, 2001).

Los valores de conductividad reflejan el contenido i6nico presente. Asimismo, se
debe destacar la baja acidez, debida principalmente a la presencia de carbonato de calcio
(CaCO3) (Rubio y col, 2008), sefialan que la acidez del rocio en la zona céntrica de
Santiago (Comuna Estacion Central) esta determinada por contaminacion primaria debido

a calcio y amonio y contaminacion secundaria por acido nitrico y sulfarico.

5.1. Identificacion y Cuantificacién de fenoles en agua de rocio

Durante el periodo muestreado (Agosto- Octubre 2010), se analizaron veintidés
muestras de rocio, el porcentaje de la presencia (nUmero de veces que esta detectado en
las veintidos muestras) de cada uno de los compuestos estudiados arrojé el siguiente
resultado: fenol 95,4%; 4-nitrofenol 72,7%; 2-nitrofenol y 3-nitrofenol 68,2%; 2,6-
dinitrofenol 40,9%:; 2,5-dinitrofenol 31,8%; 2,3-dinitrofenol 22,7%.

Los nitrofenoles son compuestos polares hidrofilicos que se incorporan a las aguas
de nubes, niebla, lluvia y superficie (Harrison y col, 2005) y que deben estar presente en

el rocio. Los datos recogidos en la Tabla 5 apoyan esta hipotesis.
Los datos de la tabla permiten concluir que:

- Fenol y nitrofenoles estdn presentes en la mayoria de las muestras con

concentraciones en el intervalo micromolar.

- El 4-nitrofenol es el nitrofenol presente, en la mayoria de las muestras y se

encuentra en concentraciones mas altas.

- El 3-nitrofenol estd sbélo esporadicamente presente en las muestras.

Ocasionalmente, puede alcanzar concentraciones altas.

- Los diferentes dinitrofenoles estan presente en un pequefio nimero de muestras.

A veces, pueden llegar a altas concentraciones, mayores a 1,0° M.
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Las concentraciones de nitrofenoles son mas altas en el rocio que en otros aerosoles

(Harrison y col, 2005).

De los resultados presentados en la Tabla 8, se observa que las concentraciones
de fenol y 2,6-dinitrofenol son las mayores. El fenol esta presente en 95% de las muestras
y el 2,6-dinitrofenol en 41%. Ademds existe una mayor concentracion del 4-nitrofenol que
el 2-nitrofenol. Las concentraciones de los fenoles y nitrofenoles en el agua de rocio
podrian ser resultado de una mayor solubilizarian de estos compuestos desde la fase gas
a la fase acuosa depositada. A modo de ilustracion la Tabla 9 se presentan las
concentraciones de fenol y nitrofenoles en aire, medidos en Estacion Central durante el

afio 2011 (comunicacién personal Dra. Rubio).

Tabla 9: Niveles de fenol, 2-nitrofenol y 4-nitrofenol en muestras de aire.

Concentracion
Muestra Compuesto

[ug/m’]

Fenol 0,102

1 2-NF 0,034
4-NF 0,042

Fenol 0,058

2 2-NF 0,013
4-NF 0,040

El hecho de que el 4-nitrofenol esté mas concentrado que el 2-nitrofenol en la fase
acuosa, podria deberse a su mayor solubilidad desde la fase gas, de acuerdo a la
constante de Henry (ver constantes en Anexo ) (Harrison y col, 2005), 6 a una desorcion
desde el material particulado depositado conjuntamente con el agua de rocio. También no
se descarta, la ocurrencia de reacciones de formacion, como por ejemplo la reaccién de

fenol y acido nitroso en fase acuosa.
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Los valores de concentracién promedio de los compuestos, fenol y nitrofenoles son
mas altos que los obtenidos en aguas de lluvias de otras ciudades como: Milan, Portland y
en Suiza (Leuenberger y col, 1988). La Tabla 10 muestra valores de fenol, 2-nitrofenol y
4-nitrofenol, determinados en agua de lluvia y niebla de ciudades europeas. No hay
reportes en aguas de rocio para este tipo de compuestos (Harrison y col, 2005). Sin
embargo, la presencia de contaminantes en agua de rocio depende de la atmésfera local

y esto hace dificil una comparacion con otras ciudades del mundo.

Tabla 10: Concentraciones en pgL™ de nitrofenoles en niebla y agua de lluvia de algunas

ciudades de Europa.

Compuesto Niebla LLuvia
Fenol 91,8 7.7

2-nitrofenol ~ No detectado 1,4

4-nitrofenol 40,2 16
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No se observan tendencias claras en los datos recogidos de la Tabla 10. Esto
puede ser debido al nUmero de factores que determinan la concentracion medida en la
muestra: concentracion en fase gaseosa, el coeficiente de Henry, parametro de
alojamiento, la presencia de los contaminantes, tanto en fase gaseosa como en el
material particulado, la formacion en el rocio (Heal y col, 2007; Vione y col, 2004; Patnaik
y Khoury, 2004), y el consumo durante la exposicién en la toma de muestras (Vione y col,
20009).

En particular, la reaccion con HONO puede tener lugar durante la recogida de
rocio debido a la presencia conjunta de ambos compuestos. De hecho, se midi6 una
concentracion media de 0,15 mM HONO en las muestras de rocio recogidas. Estos
procesos pueden dar nitrosaminas y otros compuestos de mayor toxicidad que los
nitrofenoles (Heal y col, 2007; Vione y col, 2004).

Una caracteristica peculiar de los datos recogidos en la Tabla 6 es la presencia de
3-nitrofenol y varios dinitrofenoles en el rocio. En particular, una concentracion importante
de dinitrofenoles en rocio podria estar asociado a sus bajos valores de pKa (Tehanet y
col, 2002), un factor que aparentemente aumentaria su valor de la constante de Henry. El
3-nitrofenol podria ser emitido por las fuentes méviles. EI muestreo en un lugar de gran

tr&fico ejemplo: en tuneles, podria servir para probar esta posibilidad.

Rubio y col., (2001) han estimado 12,7 litros de agua depositada por los eventos
de rocio por afio y por metro cuadrado en el centro de Santiago. Monto total estimado de
los principales fenoles depositados anualmente por metro cuadrado serian os mostrados
en la Tabla 6.

Como se menciond anteriormente, el fuerte descenso observado en la fase
gaseosa para el fenol, 2-nitrofenol y 4-nitrofenolenel periodo de 4,00 a 8,00 horas podria
ser debido, al menos parcialmente, a su incorporacion al rocio que se estd formando
(Rubio y col, 2003). De hecho, si se considera un volumen alrededor de rocio medio (100
ml/m?) y la concentracién promedio de fenol en rocio, la cantidad de contaminante
incorporado a la fase liquida corresponde a la de una columna de aire que va desde los

primeros 20 metros solo contiene fenol y de 20 a 150 metros solo contiene 4-nitrofenol.
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Estas son longitudes plausibles para una atmdésfera nocturna de alta estabilidad, tal como

la predominante en la ciudad de Santiago.
5.2. Estabilidad de compuestos fendlicos en aguas de rocios.

Los resultados obtenidos mostraron que los fenoles en soluciébn acuosa son
estables frente a cambios de temperatura, presencia de H,O, y presencia de H,O, a pH
acido. Estos resultados permiten establecer que los valores de concentraciones medidos
son los reales y no ha habido pérdidas por reacciones quimicas. Las referencias
bibliograficas relacionadas con reacciones quimicas de fenol y nitrofenoles en fase
acuosa son escasos (Vione y col, 2005). Se postula la formacion de 2 y 4 nitrofenol por
reaccion de fenol con nitrito en medio acido. Esta reaccién es mediada por el agente

nitrante NO..

Que los fenoles estudiados presenten estabilidad en las condiciones de
temperatura y pH y frente a H,O, se corresponde con estudios realizados en el laboratorio
de cinética y fotoquimica de la USACH (Comunicacién personal Dra. Rubio). Se ha
determinado que el fenol solo reacciona con nitrito a pH 2,3, y que la reacciéon con H,0, a

pH neutro es muy lenta.

Las reacciones fotoquimicas se descartan debido a que a la hora en que se forma
el rocio (7 AM) la radiacion solar se encuentra en un flujo muy débil. Asimismo los niveles

de 0zono nocturno son cercanos a cero.
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5.3. Toxicidad de nitrofenoles

La toxicidad de los compuestos fendlicos en tejidos celulares ha sido estudiada por
varios autores (Rippen 1989; Merck 2010; Goi 2001). Los fenoles reaccionan con
oxiddndose que los conducen a hidroquinonas y catecoles, y finalmente a quinonas
(Shadnia y col, 2008).

En la Tabla 8 se muestra en forma comparada las concentraciones de algunos
nitrofenoles en muestras de rocio y la toxicidad de los compuestos puros, expresada
como Clso.4gn. Se puede observar en ella, que los niveles promedio de fenoles en rocio
son 60 a 400 veces menores que los niveles necesarios para igualar las concentraciones
toxicas en cada uno de estos compuestos mediante bioensayo con Daphnia magna. Pero
se debe considerar que el rocio es una mezcla de derivados fendlicos, que en conjunto

podria aumentar su toxicidad en aquellos seres vivos con los cuales tengan accion.

La toxicidad aguda de los compuestos fendlicos estudiados a las 48 horas (Clso.
4sh), Sobre Daphnia magna se muestra en la Tabla 11. Esta tabla muestra datos
publicados entre 1989 a 2010. En ellas se observa el mismo resultado encontrado en el
presente estudio de accion individual.

Tabla 11: Toxicidad frente a D. magna de compuestos fendélicos segun literatura.

Compuesto  Clsg.45n (MgL-1) Referencia

Fenol 12,0 Rippen , 1989
2-Nitrofenol 17,0 Merck, 2010
4-Nitrofenol 98 Merck, 2010
2,4-dinitrofenol 41 Goi, 2001

Recientemente se ha publicado (Zhao y col, 2010) un estudio realizado a 250
fenoles, y 252 compuestos alifaticos, demostrando que existe relacion entre el grado de
ionizacion y de hidrofobicidad con la toxicidad. Esta toxicidad se relacionaria con la
estructura quimica del compuesto y con sus propiedades fisico-quimicas. Un andlisis

QSAR (relacion cuantitativa entre estructura y actividad), utiliza descriptores moleculares
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tales como, hidrofobicidad, polaridad y ionizacion, llegando a la conclusion que, la
ionizacion de los compuestos, no sélo afecta las interacciones con macromoléculas, sino
también con los sitios activos de éstas (péptidos, proteinas y &cidos nucleicos)
contribuyendo con un aumento de la toxicidad de estos compuestos (Zhao y col, 2010).

La hidrofobicidad expresada como la particion entre 1-octanol y agua (P), de un
xenobiético es fundamental para predecir la toxicidad en el medioambiente de este
quimico. Modelos para predecir la toxicidad de fenoles y anilinas son comiUnmente
asociados al LogP pero, términos tales como pKa y orbitales de menor energia también
son utilizados, ya que éstos, pueden representar el grado de electrofilia o ionizacion de los
compuestos (Cronin y col, 2000). La ionizacion de un compuesto puede tener un rol
importante en el grado de la toxicidad. Estudios recientes han demostrado que la fraccion
ionizada de las moléculas podria ser también una contribucion para la toxicidad. Como
por ejemplo, en una serie de derivados del &cido benzoico, las formas ionizadas y las no
ionizadas maostraron contribuciones diferentes para el ensayo de toxicidad resultante en
Daphnia magna (Zhao y col, 1988).

La toxicidad de los fenoles (bioensayo en D. magna) aumenta con el aumento del
caracter hidrofobico del compuesto, mientras que la toxicidad de los mismos, disminuye al

disminuir el pH (Cronin y col, 2000), los datos se presentan en la Tabla 12.

Tabla 12: Toxicidad de nitrofenoles en Daphnia magna a pH 6.0, 7.8, y 9.0, respecto al

logP, vy pKa.
log log log
(A/Clsp) a pH  (1/Clsg) a pH (1/Clsp) @ pH
Compuesto 6.0 7.8 9.0 log P pKa
2-nitrofenol 3,76 3,64 3,51 1,79 6,80
3-nitrofenol 3,75 3,71 3,53 2,00 8,27
2,4-dinitrofenol 5,18 4,68 4,49 1,67 4,03
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Los compuestos quimicos polares son un poco menos téxicos que los no-polares,
estos compuestos (polares) pueden ser identificados por su acidez y por formar enlaces
de hidrégeno (Zhao y col, 2010).

Con los antecedentes presentados se podria inferir que la toxicidad de
compuestos fendlicos, estaria relacionada y a la vez depende del caracter hidrofébico del

compuesto, su polaridad y el grado de ionizacién que tenga a un determinado valor de pH.
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6. CONCLUSIONES

En muestras ambientales de agua de rocio recolectadas en la comuna de Estacion

Central de Santiago, se encuentra la presencia de compuestos fenalicos.

Los compuestos fendlicos encontrados son: fenol (0,072 mgL™), 2-nitrofenol (0,014
mgL™), 3-nitrofenol (0,004 mgL™), 4-nitrofenol (0,030 mgL™), 2,3-dinitrofenol (0,042
mgL™), 2,5- dinitrofenol (0,043 mgL™) y 2,6-dinitrofenol (0,179 mgL™).

Las muestras de rocio, tanto la muestra compuesta (2010) como la muestra de
rocio fresca (2011) no presentaron toxicidad aguda, frente a bioensayo con D.

magna segun la norma chilena oficial 2083.

El estudio de bioensayos realizado con la mezcla de fenoles, dio como resultado
ser toxico en concentraciones mayores a las encontradas en el rocio estudiado,
con un incremento de un 50% de su toxicidad respecto de cada uno de los

componentes puros.
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PROYECCION DE ESTE TRABAJO

El presente trabajo se ha realizado considerando solo la Toxicidad Aguda de los
Compuestos Fendlicos (fenol, 2-nitrofenol, 4-nitrofenol, y 2,6-dinitrofenol), sobre el
organismo D. magna. Sin embargo, con el objetivo de completar aln mas esta linea de
investigacion, es que la recomendacion inmediata es poder estudiar, la exposicion a
pequeiias dosis de estos compuestos y constante en el tiempo, es decir, realizar un
estudio de la Toxicidad Cronica, sobre el organismo mas adecuado de manera de

extrapolar los resultados a humanos.
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8.1.

8. ANEXOS

Cromatogramas, espectros y curvas de calibracion de cada compuesto puro

identificado en muestras de rocio.
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8.2. Constantes de Henry determinadas a 308 K, en [mol Kg™* atm™]

Fenol 2100
2-NF 72
3-NF 1,6 *10*
4-NF 2,1 *10*

8.3. Mapa de ubicacion de la Facultad de Quimica y Biologia de la USACH, en la
comuna de Estacion Central, Santiago, Chile.
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8.4

Fenol

2-nitrofenol

4-nitrofenol

Presiones
: Presién de vapor, Pa a 20°C: 47
: Presién de vapor, Pa a 25°C: 15

: Presién de vapor, Pa a 20°C: 0,0032
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