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Glosario

Glosario

Biodisponibilidad: Capacidad de las sustancias de ser absorbidas e incorporadas para

interactuar en el metabolismo de los organismos.

Biorremediacién: Empleo de organismos vivos, tales como microorganismos y plantas,
con la finalidad de reducir o eliminar, degradar y transformar contaminantes tanto en

ambientes contaminados.

Carcinogeno: Una sustancia que puede causar un cancer.

Contaminante: Toda materia 0 energia en cualesquiera de sus estados fisicos y formas,
que al incorporarse o actuar en la atmosfera, agua, suelo, flora, fauna o cualquier elemento

natural, altere o modifique su composicion y condicion natural.

Contingencia ambiental: Situacion de riesgo, derivada de actividades humanas o

fendmenos naturales, que puede poner en peligro la integridad de uno o varios ecosistemas.

Crudo: Mezcla de hidrocarburos resultantes de la descomposicion de materia organica que
proviene de un yacimiento, después de separarle cualquier gas asociado y procesado en una

refineria.

Crudo Ligero: Aceite crudo con proporciones relativamente altas de fracciones ligeras y

baja densidad relativa. Tiene gravedades APl mayores a 31.1 °API
Crudo Pesado: Aceites formados por moléculas grandes que emergen del fondo de una

columna fraccionadora durante la refinacion del aceite y que tienen gravedades API entre
10y 28 °API.

Xl



Glosario

Gasoleo: Aceite intermedio procedente del proceso de refinacién, utilizado como
combustible de motores diesel, quemado en sistemas de calefaccion central y como carga

de alimentacion para la industria quimica.

Grados API (°API): Medida de cuanto pesa un producto de petroleo en relacion al agua. Si
el producto de petréleo es més liviano que el agua y flota sobre ella, su grado API es mayor
de 10. Los productos de petréleo que tienen un grado APl menor que 10 son mas pesados

que el agua y se asientan en el fondo.

In6culo: Medio que contiene organismos, (usualmente bacterias u hongos), que son

introducidos dentro de un cultivo para comenzar una accion bioldgica.

Intemperismo: Alteracion de los materiales rocosos expuestos al aire, la humedad y al
efecto de la materia orgénica; puede ser intemperismo mecénico o de desintegracion, y
quimico o de descomposicion, pero ambos procesos, por regla general interactian. Las

variaciones de humedad y temperatura inciden en ambas formas de intemperismo.

Lodos de perforacion: Mezcla de arcillas, agua y quimicos usada en las operaciones de
perforacion para lubricar y enfriar la barrena, para transportar los recortes de perforacion a
la superficie, para prevenir el colapso de las paredes del pozo y para controlar el flujo

ascendente de crudo a gas.

Log Kow. Logaritmo decimal del coeficiente de particion octanol-agua; es una medida
empirica de la lipofilia que se utiliza para calcular la bioacumulacion, la absorcién y

penetracion a través de membranas,

Microbiota: Todas las especies de microorganismos dentro de un territorio o area. En el
suelo esta formada por una mezcla microscopica de miles y millones de bacterias,
actinomicetos, hongos, protozoos por cada gramo de suelo, que cumplen un rol esencial en

los procesos biogeoquimicos de la materia

X1



Glosario

Refineria: Complejo de instalaciones en que el petrdleo crudo se separa en fracciones
ligeras y pesadas, las cuales se convierten en productos aprovechables o insumos.

Toxicidad. Capacidad para producir dafio a un organismo vivo, en relacion con la cantidad
o0 dosis de sustancia administrada o absorbida, la via de administracion y su distribucion en
el tiempo (dosis Unica o repetidas), tipo y severidad del dafio, tiempo necesario para

producir éste, la naturaleza del organismo afectado y otras condiciones intervinientes.

Toxico. Cualquier agente quimico o fisico capaz de producir un efecto adverso para la
salud. Todos los agentes fisicos y quimicos son toxicos potenciales, ya que su accion

depende de la dosis y de las circunstancias individuales y ambientales.

Yacimiento: Acumulacion de aceite y/o gas en roca porosa tal como arenisca. Un
yacimiento de petroleo contiene generalmente tres fluidos (aceites, gas y agua) que se
separan en secciones distintas debido a diferentes densidades. El gas siendo el mas ligero
ocupa la parte superior del yacimiento, el aceite la parte intermedia y el agua la parte

inferior.

X1



Resumen

Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la remocion de hidrocarburos alifaticos de un suelo
contaminado, usando las técnicas de composteo, bioestimulacién y bioaumentacion en sistemas a
nivel microcosmos.

Para realizar los ensayos de biorremediacion se elaboraron 4 sistemas experimentales con el fin
de probar la eficacia de las diferentes estrategias. Todos los sistemas fueron estimulados con
diversos productos quimicos para mantener una relacion C/N/P de 100/10/1. El sistema “control”
se desarrollo inicamente con bioestimulacion. En los sistemas “composteo-cafia” y “composteo-
coco” se experimentd la técnica de biorremediacion por composteo agregando bagazo de cafia y
cascara molida de coco respectivamente. Al sistema “bioaumentacion” se le adiciond un grupo de
microorganismos autoctonos cultivado  previamente. Una vez iniciado el proceso de
biorremediacion, se realizaron muestreos periddicos hasta los 60 dias, determinando los
siguientes pardmetros: produccion de CO,, carbono orgénico y fdésforo disponible. La remocion
de hidrocarburos alifaticos se cuantific6 en un cromatdgrafo de gases con detector FID.

La mayor produccion de CO; la presento el sistema “composteo-coco”. El carbono organico
presento una disminucion significativa al final de la cinética de 43.5 % a 10.2 % dependiendo del
sistema EI fosforo disponible se mantuvo practicamente igual en todos los sistemas, (entre 0.1 %
y 0.2 %) a lo largo de la cinética de biorremediacion.

Para los sistemas “control”, “composteo-cafia” y “cOmposteo-coco” se observo una remocion de
hidrocarburos alifaticos del 86.5, 87 y 87.5 % respectivamente al final de la cinética. En tanto que
para el sistema “bioaumentacion” se observé una remocion del 64.8 %.

De acuerdo con los resultados obtenidos durante la cinética en los diferentes sistemas de
biorremediacion, se considera que la bioestimulacion (sistema “control””) es una estrategia que
funciona bien en la remocion de hidrocarburos alifaticos sin embargo, al combinar la
bioestimulacion con el composteo con residuos agricolas (sistemas “composteo-cana” y

“composteo-coco”) se pueden obtener mejores resultados en menor tiempo.
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Capitulo 1

CAPITULO 1. INTRODUCCION
1.1 Hidrocarburos

El petrdleo es el nombre genérico que se le da a los hidrocarburos incluyendo petréleo crudo, gas
natural o cualquier fraccion que sea liquida en las condiciones estandares de temperatura y
presion (60°F en 14.7 psia) (EPA, 2008).

Una composicion media del petrdleo podria estimarse en 85 % de carbono, 12 % de hidrogeno y
3 % de otros elementos (S, O, N) ademas de varios elementos metalicos. En ocasiones el petréleo

viene acompafiado por notables cantidades de gases como H,S, CO;, y N, (Yarza et al., 1999).

El proceso de explotacién de hidrocarburos se divide en 4 etapas importantes: La primera es la
prospeccion, que es la combinacion de estudios geologicos del terreno para posibles futuras
extracciones (mediante imagenes aéreas), y estudios geofisicos de tipo gravimétrico, magnético o
sismico, los cuales son Utiles para determinar la presencia de rocas porosas y poco densas que
pudieran contener petréleo. La segunda etapa es el sondeo y extraccion que ocurre cuando se
localiza petroleo, el siguiente paso es hacer varias perforaciones para determinar la magnitud del
yacimiento, capas de agua, de gas o espesor y porosidad de la roca. Una vez extraido, se somete a
una estabilizacién, en la cual el crudo se separa del agua y de los solidos. La tercera etapa es el
transporte; por medio de buques petroleros de gran tamafio (que es la operacién de transporte mas
grande que se realiza) o bien por oleoductos de caudal continuo. La cuarta y Gltima etapa del
proceso es el refinado. En esta etapa, el petréleo estabilizado se trata de acuerdo con el destino de

los productos que se quieran obtener. En una refineria se persiguen 4 objetivos:

1. Fraccionar el crudo mediante destilacion.

2. Convertir las fracciones de menor demanda en fracciones como la gasolina y similares
mediante craqueo.

3. Elevar la calidad de las gasolinas por reformado.

4. Depurar los productos obtenidos anteriormente por refinado final (Yarza et al., 1999).

Los productos del petroleo pueden ser fracciones de destilacion del crudo o mezclas de
fracciones luego de un proceso de refinacion. Los productos son utilizados para fines
industriales o de uso cotidiano en numerosos productos de consumo. Algunos de los productos

1



Capitulo 1

son: gasolinas, naftas, solventes, kerosenos, diesel y aceites lubricantes. El petréleo y sus
derivados pueden ser caracterizados en términos del punto de ebullicion y el nimero aproximado
de carbonos (BIOETICA, 2008).

La produccion y procesamiento de hidrocarburos en Mexico se lleva a cabo por Petroleos
Mexicanos (PEMEX). La ubicacién de sus instalaciones utilizadas en la operacién a lo largo de la

Republica Mexicana se muestra en la Figural.l

En PEMEX, existen 364 campos de produccién, 6,080 pozos de extraccion, 199 plataformas
marinas, 12 centros procesadores de gas, 20 endulzadoras de gas, 19 plantas criogénicas, 1 planta
de absorcion, 10 fraccionadoras, 6 endulzadoras de condensados, 14 recuperadoras de azufre, 6
refinerias, 8 complejos petroquimicos, 38 plantas petroquimicas, 20 terminales de distribucion de
gas licuado, 77 plantas de almacenamiento y centros de ventas de productos petroliferos, 8,985
Km de ductos de gas natural, 3,051 Km de ductos de derivados de gas natural, 4,647 Km de
ductos de crudo y 9,115 Km de de ductos de derivados del crudo (PEMEX, 2007).

De acuerdo al “Anuario estadistico 2007 emitido por PEMEX, el hidrocarburo que se produce
en mayor cantidad en México es el petroleo pesado. La produccion mensual de dicho

hidrocarburo desde el afio 2006 se muestra en la Figura 1.2.

Zona Productora
Refineria

Centro Petroguimico

ﬂ Centro Procesador de Gas

n
2] Camargo
B ¢ @ Centro de Venta

= Ducto
Monterrey

=== Ruta Maritima

Salamanca

L]
Guadalajara
Y f

Salina Cruz °

Figura 1.1 Ubicacién de las instalaciones de operacion de PEMEX (PEMEX, 2007).
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Figura 1.2 Produccion de los diferentes tipos de petréleo (miles de barriles) producidos desde el 2006 (PEMEX, 2008).
1.2 Clasificacion de hidrocarburos.

Los hidrocarburos se pueden clasificar en dos grandes categorias:

1.2.1 Hidrocarburos alifaticos.

Los hidrocarburos alifaticos estan formados por cadenas de atomos de carbono en las que no hay
estructuras ciclicas. Se les denomina, en general, hidrocarburos de cadena abierta o aciclicos.

Algunos ejemplos se muestran en la Figura 1.3 (Pine, 1998).

Pueden estar subdivididos de acuerdo a su estructura en diferentes grupos: (a) alcanos,
hidrocarburos saturados con enlaces simples. (b) Alquenos, son hidrocarburos insaturados con
enlaces dobles. (c) Alquinos, hidrocarburos insaturados con enlaces triples (Stroud et al., 2007).

En la Tabla 1.1 se presentan algunos ejemplos de hidrocarburos alifaticos

H H H H H H

I I I I I I
H—C—H H—C—C—y H—C—C —C—}

I I I I I I

H H H H H H

Metano Etano Propano

Figura 1.3 Ejemplo de hidrocarburos alifaticos, pertenecientes al grupo de los alcanos (Pine, 1998).



Tabla 1.1 Propiedades fisicoquimicas de algunos hidrocarburos alifaticos (Stroud et al., 2007)
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Grupo Nombre Formula Peso molecular Estructura Punto de Punto de
P (g mol™®) fusion (°C) | ebullicién (°C)
Alcano | Hexadecano CigHas 226.44 18 287
Alqueno | Hexadequeno | CygHs, 224.43 3-5 274
=
Alquino | Hexadequino | CigHsg 222.42 15 148

1.2.2 Hidrocarburos aromaticos.

Constituyen un grupo especial de compuestos que contienen en general anillos de seis carbonos,

en los cuales alternan enlaces sencillos y dobles (Pine, 1998).

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS) son compuestos organicos formados al menos

por dos anillos de seis carbonos fusionados de benceno, los cuales difieren en el nimero y

posicion del anillo aromatico. Representan un grupo de mas de 100 sustancias quimicas

diferentes que se forman durante la combustion incompleta de carbdn, petréleo y gasolina,

basuras y otras sustancias organicas (Silke et al., 2004). Algunos ejemplos pertenecientes al

grupo de los HAPs, se muestran en la Figura 1.4.

Antraceno

Fenantreno

Fluoranteno

Figura 1.4 Hidrocarburos aromaticos, pertenecientes al grupo de los HAPs (Pine, 1998).
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La liberacion de los HAPs al ambiente es, sobre todo, por via atmosférica debido a todos los
procesos de combustion de materiales organicos que emiten HAPs en fase de vapor y forma
particulada (hollin), aunque otros mecanismos de descarga mas localizados pueden ser también el
depdsito de residuos solidos municipales e industriales, aguas residuales y lodos de plantas de
tratamiento que pueden tener cantidades considerables de HAPs y los derrames y descargas
directas de petrdleo y sus derivados en cuyo caso el receptor primario de los HAPs es el suelo o

el sistema acuatico (Silke et al., 2004).

En suelos, la mayoria de los HAPs son fuertemente adsorbidos a la materia organica del mismo,
reduciendo su disponibilidad tanto para ser biodegradados, como para ser absorbidos por las
plantas y lixiviados al acuifero (Silke, et al., 2004). En la Tabla 1.2 se presentan algunos

ejemplos de hidrocarburos aromaticos con sus propiedades fisicoquimicas.

Los HAPs son compuestos no polares o muy débilmente polares que tienen afinidad por las fases
organicas hidrofdbicas, presentando una baja solubilidad en agua. Por lo que respecta al
coeficiente de distribucion entre el octanol y el agua (Kow) todos los compuestos mostrados en la
Tabla 1.3, tienen un coeficiente mayor a tres lo que indica baja solubilidad, inmovilidad, bajas
tasas de biodegradacion, tendencia a acumularse y a ser persistentes (Silke et al., 2004).

Tabla 1.2 Propiedades fisicoquimicas de algunos hidrocarburos aromaticos (Stroud et al., 2007)

Peso Punto de Punto de

Grupo Nombre Formula | molecular Estructura fusion ebullicion
(g mol'™) (°C) (°C)
HAPs Naftaleno CioHs 128.18 79-83 217.9

HAPs Pireno CisH1o 202.6 . l 156 404

Benzo (a)

HAPs oireno CaoH1s 252.31 O‘O 175-179 495




Tabla 1.3 Caracteristicas de 16 HAPs (Silke et al., 2004)
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Solubilidad Presion de
HPA’s en agua vapor (kPA) Log Kow Notas
(mg/L)

Naftaleno (2) 31.0 0.012 3.37 Téxico
Acenaftileno (3) 35 0.004 NR NR
Acenafteno (3) 3.9 5.81x 10-4 4.00 Toxico
Fluoreno (3) 1.98 4.16 x 10-5 4.18 NR
Antraceno (3) 0.073 2.26x10-6 4.54 Carcindgeno
Fenantreno (3) 1.3 9.04x10-5 4,57 Carcindgeno
Fluoranteno (3) 0.26 0.0012 Pa 5.22 NR
Pireno (4) 0.14 3.33x10-7 5.18 Toxico
Benzo(a)antraceno (4) 0.04 2.93x10-9 5.75 Carcindgeno
Criseno (4) 0.002 8.38x10-8 5.75 Carcinégeno
Benzo(b)Fluoranteno (5) 0.0012 6.66x10-8 6.09 NR
Benzo(k)Fluoranteno (5) 6.0x10-4 7.86x10-12 6.3 Carcindgeno
Benzo(a)Pireno(5) 3.8x10-3 7.45x10-10 6.04 Carcinégeno
Dibenzo(a,h)Antraceno (5) 5.0x10-4 1.33x10-11 6.75 Carcinégeno
Benzo(g,h,i)Perileno (6) 3x10-4 1.39x10-11 6.86 NR
Indeno(1,2,3-cd)pireno (6) 5.3x10-2 1.33x10-12 6.58 Carcindgeno

* El nimero entre paréntesis indica el nimero de anillos que presenta el compuesto. NR. No reportado.
1.3 Toxicidad de los hidrocarburos para el ser humano

Los dafios en el hombre producidos por los hidrocarburos, dependen de varios factores que
pueden actuar juntos o por separado, como por ejemplo: el tipo de hidrocarburos en exposicion,
el contenido de compuestos aromaticos, la concentracion y tiempo de exposicion, el grado de
intemperismo de los hidrocarburos y la forma en que se encuentre (emulsion, disperso, absorbido
en materia organica) (BIOETICA, 2008).

Desde los afios 90’s se han encontrado un nimero cada vez mayor de compuestos carcin0genos
(ejemplo de estos se encuentran en la Figura 1.5). De hecho, se ha sugerido que el cancer es
primordialmente una enfermedad ambiental. La eliminacion de carcindgenos en el ambiente

podria reducir drasticamente la incidencia de este mal (Morrison y Neilsen, 1998).

La Agencia de Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades de Estdos Unidos, ATSDR (por
sus siglas en inglés) explica que los seres humanos pueden estar expuestos a los HAPs respirando
aire contaminado si se trabaja en plantas que producen coque, alquitran y asfalto, plantas donde
se ahiiman productos y en instalaciones que queman residuos municipales; respirando aire del

humo de cigarrillos, emisiones del tubo de escape de automoviles, caminos de asfalto o humo de
6
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la combustién de productos agricolas; a través de contacto con aire, agua o tierra situados cerca
de sitios con residuos peligrosos; comiendo carnes preparadas en la parrilla o bien, cereales
harina, pan, hortalizas, frutas, leche o agua contaminados. Las madres que lactan y que viven
cerca de sitios con residuos peligrosos pueden pasar los HAPs a los nifios a través de la leche
materna (Silke et al., 2004).

El naftaleno, primer miembro del grupo de los HAPs prioritarios, es un contaminante comun en
agua. El envenenamiento agudo con naftaleno en humanos puede dar como resultado anemia
hemolitica y nefrotoxicidad. Adicionalmente, se han observado cambios dermatoldgicos y
oftalmoldgicos en trabajadores expuestos a naftaleno en el ambiente ocupacional. El fenantreno
es conocido por ser un fotosensibilizador de la piel humana, un alérgeno moderado y mutagénico
para sistemas bacteriales en condiciones especificas. La toxicidad del benzo(a)pireno,
benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, dibenzo(a,h)antraceno e indeno
(1,2,3-cd)pireno ha sido muy estudiada y existe suficiente evidencia experimental para mostrar
gue son carcinogénicos. Las estructuras de algunos de estos compuestos se muestran en la Figura
1.5. El riesgo de exposicion es mayor por aguas superficiales, aire de lugares cerrados con
fumadores y el polvo del pavimento de las carreteras. Los alimentos en los que se ha encontrado
mayor contenido de HAPs son los asados al carbdn o carnes ahumadas. EI modo y el tiempo de

coccion son importantes en los niveles de HAPs en los alimentos (Silke et al., 2004).

“ﬁ

CHy

7,12 Dimetil-benzo (a) antraceno Dibenzo (a,h) antraceno

O‘O HaC ‘OO

Benzo (a) pireno 3- Metilcolantreno

Figura 1.5 Hidrocarburos aromaticos policiclicos con mayor accion carcinégena (Morrison y Neilsen, 1998).
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La toxicidad de los hidrocarburos para los seres humanos es inversamente proporcional a la

viscosidad. La inhalacién de productos de alta viscosidad como grasas y aceites (150-250

centipoises), no representa riesgo pero los productos de menos de 30 centipoises de viscosidad

afectan al pulmon, es decir, causan neumonitis. La ingestion de destilados del petroleo en

cantidades de 1 mL/kg de peso corporal produce vomito, irritacion de las membranas mucosas,

depresion del sistema nervioso central, cianosis, taquicardia, albuminuria, hematuria, dafios

hepaticos y arritmias cardiacas. La ingestion de 10 mL/kg de peso corporal produce la muerte.

La Tabla 1.4 muestra las caracteristicas y toxicidad de algunos hidrocarburos de amplio uso
laboral y doméstico (Albert, 1998).

Tabla 1.4 Caracteristicas y toxicidad especifica de algunos hidrocarburos de amplio uso laboral y doméstico (Albert, 1998)

Hidrocarburo

Fuente de exposicién

Via de
ingreso

Afectacion

Concentraciones
nocivas notables

-Aerosoles.
-Vapores producidos en la
elaboracion de plasticos de
poliestireno,

-Respiratoria

-Irritacion grave
en la piel,

100 mg/kg:
irritaciones en 0jos y

metilcolantreno y
benzopireno)

-Contaminantes  del aire
(productos de  combustion
incompleta de gasolina)

-Digestiva

Estireno . -Cutanea mucosa ocular y | mucosa nasal.
-Manufactura de resinas de . . .
- . -Digestiva respiratoria 200 mg/kg:
poliéster y sus disolventes. , AT
C . . -Cancer Conjuntivitis
-Sintesis en la industria
quimica o farmacéutica
. -Depresion  del
-Su uso como disolventes de SN(F:)*
pinturas, colas, barnices y . . o
. . -Respiratoria -Irritacion 2.1ppm: en la sangre
tintas de imprenta. ) . . .
Benceno . . -Cuténea cutanea, 7.1 ppm: inhalacion
-Como aditivo de gasolinas. . N
L -Digestiva -Dano 60 ppm: muerte
-Sintesis  de  compuestos -
- hematologico
organicos. ,
-Cancer
-Su uso como disolvente de -Afectaciones Tolueno
pinturas, colas, barnices y . . del SNC*, 200 ppm: toxicidad
. . -Respiratoria o .
. tintas de imprenta. ) -Irritacion de las | baja
Tolueno y Xileno - . -Cuténea .
-Como aditivo de gasolinas. L vias 500 ppm: Nauseas,
L -Digestiva . . .
-Sintesis  de  compuestos respiratorias, cefalea, pérdida de
organicos. o0jos y piel. coordinacion y coma
-Ingestién de alimentos asados
HAPs (1,2 Benzantraceno,7, | y ahumados,
12- dimetilbenzantracen -Hum rado. -Respiratori
dimetilbenzantraceno, 3 umo curado espiratoria _Céncer NR**

*SNC. Sistema Nervioso Central.

**NR. No reportado.
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1.4 Probleméatica ambiental de la contaminacion de suelos por hidrocarburos.

En 1962, Rachel Carson publicO su libro llamado “Silent spring”, el cual inicio la
concientizacion del cuidado del ambiente (Henry and Heinke, 1996). Este suceso dio lugar a que
los gobiernos de algunos paises tomaran la iniciativa de invertir en tecnologias de
descontaminacion amigables con el ambiente. Afios més tarde, la biorremediacion cobra auge

como una herramienta para restaurar sitios contaminados (Rittmann y McCarty, 2001).

Cada dia se torna més dificil la relacion del hombre con la naturaleza, ya que los multiples
desechos y desperdicios de las distintas actividades humanas han sido, durante mucho tiempo,
inadecuadamente tratados, generando graves impactos al ambiente, por ejemplo, la industria del
petroleo puede propiciar contaminacion en las distintas partes de su proceso, particularmente en
el suelo, inutilizando dicho medio para cualquier actividad agricola o humana en general
(Echevarria, 2003).

El suelo no es el unico medio afectado, el agua igualmente sufre los efectos de la contaminacién
por hidrocarburos. A lo largo de la historia se han registrado accidentes debidos al transporte de
hidrocarburos en el mar que han causado graves dafios al ambiente. Algunos casos notables se

muestran en la Tabla 1.5.

La contaminacién de suelos por hidrocarburos es un problema importante en la mayor parte de
los paises productores. El acelerado incremento en la poblacion mundial, ha dado como resultado
la demanda de mayores cantidades de combustibles fésiles (hidrocarburos). Aunque muchos de
estos compuestos se utilizan para generar energia, un alto porcentaje se libera al ambiente, por
accidentes en su funcionamiento, lo cual representa un riesgo potencial para los ecosistemas
(Volke y Velasco, 2003)

Tabla 1.5 Derrames de hidrocarburos en el mar (Sodhi, 2000)

Caso Pais Afio C_Zantidad derramada de
hidrocarburo (Toneladas)
Torrey Canyon Kuwait 1967 1.19
Amoco Cédiz Francia 1978 4,002.33
Exxon Valdez Estados Unidos 1989 40,000
Sea Empress Inglaterra 1996 6,000
Nakhodka Japon 1997 19,000
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En la explotacion del petr6leo es durante la etapa de perforacidn cuando se registran los impactos
mas significativos contra el ambiente. Ademas de los posibles dafios temporales ocasionados a la
vegetacion y la fauna en las operaciones de transporte y preparacion del terreno para recibir la
maquinaria y equipos necesarios, los principales contaminantes son: el barro de perforacion, el
petroleo y el agua salada que existe en todo yacimiento y que sale junto con el petroleo o por
separado (Jiménez, 2001).

Las principales fuentes de contaminacion del suelo por hidrocarburos son las actividades de
explotacion, refinacion y transporte, aunque también inciden significativamente en este problema
actividades en instalaciones como las gasolineras, la actividad ferroviaria y aerondutica, los
talleres de reparacion de flotillas de autotransporte, las instalaciones industriales en general y los
pequefios talleres mecanicos (SEMARNAT, 2006).

En partes del sureste mexicano se encuentran sitios con diferentes niveles de contaminacion,
resultado de la actividad petrolera de aproximadamente cincuenta afios (Adams et al., 1999).
Ejemplo de estos impactos son los reportados en Isla del Carmen, centro de operaciones de las
plataformas petroleras de la sonda de Campeche y en Coatzacoalcos y Minatitlan, Estado de
Veracruz, ciudades organizadas en torno a grandes complejos industriales dedicados a la
transformacion de hidrocarburos. De manera secundaria la explotacion petrolera también ha
afectado a los centros urbanos de mayor importancia del sureste en especial la ciudad de

Villahermosa y el interior del estado de Tabasco (Ramirez et al., 2000).

Segun datos del Centro de Orientacion para la Atencion de Emergencias Ambientales
(COATEA) y de la Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente (PROFEPA), el 42 % del
total de las emergencias ambientales de 1993 al 2002 estuvo relacionada con petréleo crudo
(Leyva e Iturbe, 2006).

Los accidentes ocurridos en México durante los ultimos afios, como el derrame e incendio de
petréleo crudo del Pozo Ixtoc en la sonda de Campeche (1979); la explosion de gas L.P. en San
Juan Ixhuatepec, Estado de México (1984); la explosion del drenaje de Guadalajara, Jalisco
(1992); la explosion con etano plus en el Complejo Procesador de Gas en Reforma, Chiapas
(1996); vy el incendio de la Terminal de PEMEX Satélite Norte, en San Juan Ixhuatepec, Estado
de México (1996), entre otros, dan una idea clara de las enormes proporciones que puede tomar
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una emergencia asociada con materiales peligrosos derivados del petréleo, cuyas consecuencias,
en la mayor parte de los casos, se traducen en lamentables pérdidas humanas, graves afectaciones
al medio ambiente y/o cuantiosas pérdidas materiales, cuando no se toman las adecuadas medidas
de prevencion y no se esta preparado para responder, rapida y eficazmente, a esta clase de
eventos (PROFEPA,2008).

1.5 Tecnologias de biorremediacion.

El uso de tecnologias de biorremediacion para el tratamiento de sitios contaminados comenzé a
partir de la década de los 80’s y presenta varias ventajas respecto de los métodos fisico-quimicos
tradicionales. Algunas de estas ventajas son los bajos costos de instalacion y operacion, la
facilidad de aplicacién y la efectividad (Echevarria, 2003). Sin embargo, también presenta ciertas
desventajas, como lo son: el requerimiento de mayores tiempos de tratamiento, es necesario
verificar la toxicidad de intermediarios y/o productos y no pueden emplearse si el tipo de suelo

no favorece el crecimiento microbiano (Volke y Velasco, 2002)

El término biorremediacion se utiliza para describir una variedad de sistemas que utilizan algunos
organismos vivos (hongos, bacterias, etc.) para degradar, transformar o remover compuestos
organicos toxicos a productos metabdlicos inocuos 0 menos toxicos. Esta estrategia bioldgica
depende de las actividades catabolicas de los organismos, y por consiguiente de la utilizacién de
los contaminantes como fuente de alimento y energia. Para que esto ocurra, es necesario

favorecer las condiciones para el crecimiento y la biodegradacion (Volke y Velasco, 2003).

La biorremediacion implica la alianza entre sistemas bioldgicos y sistemas de ingenieria para la
remediacién de la contaminacion quimica. Uno de los objetivos de la biorremediaciéon es
descontaminar los sitios contaminados explotando los procesos que ocurren de manera natural
(Sharma, 2005).

Los procesos de biorremediacion han sido exitosamente aplicados en limpieza de suelos y en la
actualidad se cuenta con diversas tecnologias. La biorremediacion es considerada como la mas
deseable aproximacion a la remediacion de suelos contaminados en contraste a alternativas

mucho mas costosas y de menor aceptacion publica tales como la incineracion. Las técnicas de
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biorremediacion correctamente aplicadas son aceptables desde el punto de vista ecolégico (Ercoli
et al., 2003).

Las estrategias biologicas de remediacion pueden emplear organismos propios del sitio
contaminado (autoctonos) o de otros sitios (exdgenos), en condiciones aerobias (en presencia de
oxigeno) o anaerobias (sin oxigeno). Aunque no todos los compuestos organicos son susceptibles
a la biodegradacion, los procesos de biorremediacion se han usado con éxito para tratar suelos,
lodos y sedimentos contaminados con Hidrocarburos Totales del Petroleo (HTPs), solventes
(benceno y tolueno), explosivos, clorofenoles, plaguicidas, conservadores de madera (creosota) y
HAPs (Van Deuren et al., 2002).

Actualmente se han desarrollado diferentes tecnologias de biorremediacion cuyas principales
diferencias radican en las condiciones en las que se lleva a cabo el proceso, en los pardmetros que
son controlados o modificados, asi como en el lugar en que se aplican. Hamdan (2004) enlista las
tecnologias de biorremediacion, su aplicacion y fundamentos, las cuales se muestran en la Tabla
1.6.

Cuando se administra como es debido, la biorremediacion puede reducir el riesgo de impactos
adversos de compuestos toxicos y peligrosos en el medio ambiente y puede aplicarse a enclaves
contaminados con una variedad de compuestos quimicos, como se muestra en la Tabla 1.7 (Atlas
y Bartha, 2002).

Tabla 1.6 Tecnologias de Biorremediacion (Hamdan, 2004)

Tecnologia Aplicacion Caracteristicas
Bioventeo Syelos contaminados. Tratamiento in Int_roduccién de_ o_xigeno_ a tr_avés del sgel_o, por bombeo, para
situ. estimular el crecimiento microbiano y su actividad.
o Suelos contaminados. Se aplica in situ El material_ contaminao!o se coloca sobre !a} s_uperficie del terreno en
Biopilas ' | forma de pilas. Estas pilas se mezclan periddicamente para favorecer

pero puede aplicarse ex situ.

la aireacion. Se pueden agregar desechos agroindustriales.

Bioestimulacion

Suelos contaminados. Tratamientos in
situ.

Aplicacion de soluciones con nutrientes y/u oxigeno, a través del
suelo contaminado para estimular la actividad de los
microorganismos autdctonos.

Suelos contaminados. Tratamientos in

Durante el proceso, la superficie del suelo contaminado es tratada en

Biolabranza . . S
situ. el mismo sitio del suelo arado.
Proceso biooxidativo controlado que involucra lodos activados y
Composteo Suelos contaminados. Tratamiento in situ | sustratos organicos heterogéneos en estado sélido, el cual evoluciona

y ex situ. Pueden utilizarse biorreactores.

incluyendo una fase termofila, produciendo CO,, agua, minerales y
un material organico (Composta).

Biorreactores

Suelos, sedimentos y acuiferos
contaminados. Tratamiento ad situ y ex
situ.

Uso de reactores para el cultivo microbiano en fase liquida o
semisolida.

Fitorremediacién

Suelos contaminados. Aplicacion in situ.

Utilizacion de plantas para la remocién de contaminantes.
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Tabla 1.7 Compuestos potencialmente aptos para la biorremediacion (Atlas y Bartha, 2002)

Clase Ejemplo Proceso aerdbico Proceso anaerébico
Compuestos aromaticos Clorobenceno + +
monoclorados
Hidrocarburos Benceno, tolueno, + +
monoaromaticos xileno
Fenolitos y cresoles no 2-Metilfenol + +
halogenados
Hidrocarburos aromaticos Creosota + -
polinucleares
Alcanos y alquenos Combustible + -
Bifenilos policlorados Triclorobifenilo + -
Clorofenoles Pentaclorofenol + +
Heterociclicos nitrogenados Piridina + +
Alcanos clorados Cloroformo + +
Alguenos clorados Tricloroetileno + +

1.5.1 Bioventeo.

El bioventeo es una tecnologia cuyo objetivo es estimular la biodegradacion natural de cualquier
compuesto biodegradable en condiciones aerobias. El aire se suministra en el sitio contaminado a
través de pozos de extraccion, por movimiento forzado (extraccién o inyeccion), con bajas
velocidades de flujo, con el fin de proveer solamente el oxigeno necesario para sostener la
actividad de los microorganismos degradadores (Van Deuren et al. 2002).
Se utiliza para tratar compuestos organicos semivolatiles (COS) o no volatiles. Ademas de
favorecer la degradacion de contaminantes adsorbidos, pueden degradarse COVSs, por medio de
su movimiento a través del suelo biolégicamente activo. Se ha utilizado con éxito para remediar
suelos contaminados con HTPs, solventes no clorados, plaguicidas y conservadores de la madera,
entre algunos otros quimicos (Van Deuren et al., 2002). Algunos factores que pueden limitar la
efectividad del bioventeo son:

1. El tipo y la concentracién del contaminante,

2. Falta de nutrientes;

3. Bajo contenido de humedad y

4. Dificultad para alcanzar el flujo de aire necesario (Volke y Velasco, 2002)

La Figura 1.6 muestra el proceso de bioventeo utilizado para la biorremediacion de sitios
contaminados, el cual consiste en el suministro de aire y nutrientes al suelo contaminado a través
de un pozo de inyeccidn y su posterior extraccion, pasando por la zona de bioventeo y absorcion

para retener los contaminantes y sacar un aire limpio.
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Figura 1.6 Funcionamiento del bioventeo en el proceso de Biorremediacidn in situ de agua y suelo (Pefia et al., 2001).

1.5.2 Bioestimulacion

Bioestimulacion esta definida como el suministro de nutrientes que estimulan el metabolismo y la

velocidad de crecimiento de los organismos degradadores (Vallejo et al., 2005). Implica la

adicién de soluciones acuosas con nutrientes al suelo contaminado, para estimular la actividad de

los microorganismos autéctonos, y mejorar asi la biodegradacion de contaminantes organicos o

bien, la inmovilizacion de contaminantes inorganicos in situ (Margesin and Schinner, 2001)

Estudios previos en Colombia reportaron que la bioestimulacion acelera las tasas de

biodegradacion en suelos contaminados con hidrocarburos, controlando factores como pH,

porcentajes de humedad y la temperatura. Sin embargo, en la mayoria de estos estudios se logré

incrementar la actividad de biodegradacion unicamente con la adicion de nutrientes en forma de

fertilizantes inorganicos compuestos y sales inorganicas simples (Vallejo et al., 2005).
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1.5.3 Biolabranza

En la biolabranza, el suelo contaminado se mezcla con suelo limpio y nutrientes, y se remueve
(labra) periédicamente para favorecer su aireacion (Van Deuren et al., 2002). El proceso de labra

para favorecer la aireacion durante la biolabranza se muestra en la Figura 1.7.

La biolabranza consiste en provocar la oxidacion biolégica de los hidrocarburos contenidos en el
suelo, por medio de la estimulacion de la micro flora natural. El proceso de biolabranza tiene una
serie de ventajas como son: el no dejar residuos posteriores, no provocar (si se realiza en
condiciones controladas) riesgos de contaminacion, tanto superficial como subterranea. Debido a
la migracion de hidrocarburos, su impacto ambiental es minimo, cuando el proceso esta bien
realizado, y puede resultar una técnica susceptible de emplearse en una gran variedad de
condiciones climaticas. Ademas, si se realiza en condiciones Optimas, se consigue degradar una
considerable proporcion de los hidrocarburos contenidos en los suelos. Sin embargo, también
presenta inconvenientes o desventajas, como es el tiempo necesario para eliminar los

hidrocarburos (Ministerio de Medio Ambiente-Gobierno de Espafia, 2007).

Figura 1.7 Suelo sometido a biolabranza durante su remocion para promover la aireacion (Ministerio de Medio Ambiente-
Gobierno de Espafia, 2007)
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La remocion de hidrocarburos por biolabranza es posible debido a la volatilizacion, la
biodegradacién y la adsorcion. La efectividad de esta tecnologia es mas notoria en
concentraciones de HTPs superiores a 50,000 ppm, logrando porcentajes de remocion mayores a
95 %. El tamario del area de trabajo para la aplicacion de dicha tecnologia depende de la cantidad
de suelo contaminado a tratar. El tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos por

biolabranza puede estar limitado por la capacidad de aireacion (Maila and Cloete, 2004)
1.5.4 Composteo

El composteo, representa una alternativa mas para biorremediar sitios contaminados con residuos
organicos como los hidrocarburos ya que es un proceso biolégico mediante el cual es posible
convertir dichos residuos en materia organica estable (Velasco y Volke, 2003). Debido a que los
contaminantes orgénicos comdnmente no se encuentran en concentraciones suficientes para
soportar un proceso de composteo, el material contaminado debe mezclarse con sustancias
organicas soélidas biodegradables como aserrin, paja, bagazo, estiércol, composta madura y
desechos agricolas. Estos materiales son conocidos como materiales de contacto y se utilizan en

el proceso de composteo con tres finalidades bésicas:

1. Asegurar la generacion del calor necesario para el proceso;
2. Mejorar el balance y disponibilidad de nutrientes (C/N) para la actividad microbiana y
3. Aumentar la porosidad de la composta y con esto la aireacion y capacidad de

retencion de agua (Velasco y Volke, 2003).

Los principios basicos del composteo de residuos peligrosos o contaminantes organicos, son los
mismos que para el composteo de desechos no peligrosos. En ambos casos, es necesario
optimizar cinco pardmetros: aireacion, temperatura, humedad, relacion de carbono y nitrégeno y
el pH (Volke y Velasco, 2003).

Los procesos de composteo pueden aplicarse para tratar suelos y sedimentos contaminados con
compuestos organicos biodegradables. EI composteo se ha usado con éxito, para la remediacion
de suelos contaminados con clorofenoles, gasolina, HTPs, HAPs, y se ha demostrado también
una reduccion en la concentracion y toxicidad de explosivos hasta niveles aceptables (Van
Deuren et al., 2002)
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1.5.5 Biopilas

Una de las tecnologias de composteo mas utilizada para el tratamiento de extensas areas de suelos
contaminados, principalmente por HTPs, se lleva a cabo en condiciones aerobias y se conoce
como biopilas, bioceldas, pilas de composteo o sistemas de co-composteo (Volke y Velasco,
2003).

Las biopilas, son una forma de composteo en el cual se forman pilas con el suelo contaminado y
agentes de volumen. El sistema, que puede ser abierto o cerrado, se adiciona con nutrientes y
agua y se coloca en areas de tratamiento, que incluyen sistemas para colectar lixiviados y alguna

forma de aireacion (Volke y Velasco, 2003)

Para la elaboracion de las biopilas la tierra contaminada se amontona en pilas de varios metros de
altura sobre un sistema de distribucion de aire. La aireacidn se realiza forzando el paso del aire
por el monton de tierra con una bomba de vacio. La humedad y los nutrientes se mantienen en un
nivel 6ptimo para la accion biocorrectiva. Los montones de tierra pueden colocarse en lugares
cerrados. Los contaminantes volatiles son féciles de controlar porque generalmente se integran a

la corriente de aire que se hace pasar por la pila (EPA, 2006).

Dos de los sistemas de biopilas mas empleados para el tratamiento de suelos contaminados, son
las biopilas alargadas y las biopilas estaticas (Figura 1.8). La diferencia entre ambas tecnologias
radica en el método de aireacion que se emplea para proveer de oxigeno el proceso de composteo.
En los sistemas estaticos, el material a compostear se airea por inyeccion (sopladores) o
extraccion (bombas de vacio) a través de tuberias perforadas, colocadas debajo de las pilas. En el
caso de las biopilas alargadas, el material es mezclado periédicamente con el uso de un equipo
movil (tractores o maquinas disefiadas especialmente para este fin), este tipo de biopilas se
considera actualmente como la alternativa mas econdmica de composteo (Van Deuren et al.,
2002).
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Figura 1.8 Representacion esquematica de un sistema de (a) biopilas alargadas y(b) biopilas estaticas (Volke y Velasco, 2003).

1.5.6 Biorreactores.

Los biorreactores son uno de los tipos de técnicas de biorremediacion ad situ y ex situ mas
importantes. Los tratamientos de suelo con biorreactores se han convertido en una de las mejores
opciones para la biorremediacion de suelos contaminados, con compuestos recalcitrantes, bajo

condiciones ambientales controladas (Robles et al., 2008)

Los biorreactores pueden usarse para tratar suelos heterogéneos y poco permeables, o cuando es
necesario disminuir el tiempo de tratamiento, ya que es posible combinar controlada y
eficientemente, procesos quimicos, fisicos y biologicos, que mejoren y aceleren la
biodegradacion (Riser-Roberts, 1998).

Es la tecnologia mas adecuada cuando existen peligros potenciales de descargas y emisiones.
Uno de los reactores mas utilizados para biorremediar suelos es el biorreactor de lodos, en el cual
el suelo contaminado se mezcla constantemente con un liquido, y la degradacion se lleva a cabo
en la fase acuosa por microorganismos en suspension o inmovilizados en la fase sélida. El
tratamiento puede realizarse también en lagunas construidas para este fin o bien en reactores

sofisticados con control automatico de mezclado (Volke y Velasco, 2003).

Los biorreactores de lodos aerobios, se utilizan principalmente para tratar HTPs, Compuestos
Orgénicos Semivolatiles (COS’s) no halogenados y Compuestos Organicos Volatiles (COVs). Se

utilizan también reactores secuenciales de lodos aerobios/anaerobios para tratar Bifenilos
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Policlorados (BPCs), COS halogenados, plaguicidas y desechos de artilleria (Van Deuren et al.,

2002). Algunos factores que pueden limitar el uso y efectividad de los biorreactores son:

1.El suelo debe tamizarse

2.Suelos heterogéneos y arcillosos pueden generar problemas de manipulacion

3.Los productos intermediarios pueden ser mas toxicos que el contaminante original

4.Los residuos pueden requerir de tratamiento o disposicion final (Van Deuren et al., 2002,
Riser- Roberts, 1998).

1.5.7 Fitorremediacioén

La fitorremediacién es un proceso que utiliza plantas para remover, transferir, estabilizar,
concentrar y/o destruir contaminantes (organicos e inorganicos) en suelos, lodos y sedimentos, y
puede aplicarse tanto in situ como ex situ. Los mecanismos de fitorremediacion incluyen la
rizodegradacién, la fitoextraccion, la fitodegradacion y la fitoestabilizacion (Van Deuren et al.,
2002).

La rizodegradacion se lleva a cabo en el suelo que rodea a las raices. Las sustancias excretadas
naturalmente por éstas, suministran nutrientes para los microorganismos, mejorando asi su
actividad biologica. Durante la fitoextraccion, los contaminantes son captados por las raices
(fitoacumulacion), y posteriormente éstos son traslocados y/o acumulados hacia los tallos y hojas
(fitoextraccion). En la fitoestabilizacion, las plantas limitan la movilidad y biodisponibilidad de
los contaminantes en el suelo, debido a la produccién en las raices de compuestos quimicos que
pueden adsorber y/o formar complejos con los contaminantes, inmovilizandolos asi en la
interfase raices-suelo. La fitodegradacion consiste en el metabolismo de contaminantes dentro de
los tejidos de la planta, a través de enzimas que catalizan su degradacion (Volke y Velasco,
2003).

Puede aplicarse eficientemente para tratar suelos contaminados con compuestos organicos como
Benceno, Tolueno, Etilbenceno y Xilenos (BTEX); solventes clorados; HAPs; BPCs; desechos

de nitrotolueno; agroquimicos clorados y organofosforados; ademéas de compuestos inorganicos
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como Cd, Cr(VI), Co, Cu, Pb, Ni, Se y Zn. Se ha demostrado también su eficiencia en la

remocion de metales radioactivos y tdxicos de suelos y agua (Van Deuren et al., 2002).

Se ha comprobado que las raices de la mora roja (Morus rumbra), liberan compuestos fendlicos
al suelo, los cuales sirven como fuente de carbono para el crecimiento de bacterias degradadoras
de BPCs (Goetz and Brenner, 2002)

Existen varias limitaciones que deben considerarse para su aplicacion:

e El tipo de plantas utilizado determina la profundidad a tratar.

¢ Altas concentraciones de contaminantes pueden resultar toxicas.

e Puede depender de la estacion del afio.

¢ No es efectiva para tratar contaminantes fuertemente sorbidos.

e La toxicidad y biodisponibilidad de los productos de la degradacion no siempre se conocen

y pueden movilizarse o bioacumularse en animales.
1.5.8 Bioaumentacion

En los procesos de biorremediacion se utilizan diversas estrategias para acelerar la
biodegradacion de los contaminantes que se encuentran en un sitio contaminado, una de estas
estrategias es la bioaumentacién la cual se define como la adicion o introduccién de
microorganismos enddgenos o exdgenos en un sitio determinado, para promover y acelerar una
actividad bioldgica especifica, como puede ser la degradacion de un contaminante (Smith et al.,
2005).

La bioaumentacion se utiliza cuando se requiere un tratamiento inmediato del sitio contaminado o
cuando la microflora autdctona es insuficiente en nimero o capacidad degradadora. Consiste en
la adicion de microorganismos vivos, que tengan la capacidad para degradar el contaminante en
cuestion, para promover su biodegradacion o su biotransformacion. El tamafio del indculo a
utilizar, depende del tamafio de la zona contaminada, de la dispersién de los contaminantes y de

la velocidad de crecimiento de los microorganismos degradadores (Velasco y Volke, 2003)

Se ha usado para tratar suelos contaminados con herbicidas (2,4-D, clorofam), insecticidas

(lindano, clordano, paratién), clorofenoles (PCP) y nitrofenoles, BPC, HTP y HAP. También se
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ha aplicado efectivamente para tratar desechos con concentraciones relativamente altas de
metales (Volke y Velasco, 2003)

Antes de llevar a cabo la bioaumentacion en un sitio, deben realizarse cultivos de
enriquecimiento, aislar microorganismos capaces de cometabolizar o utilizar el contaminante
como fuente de carbono, y cultivarlos hasta obtener grandes cantidades de biomasa (Volke y
Velasco, 2003).

1.6 Factores que influyen en la biorremediacion.

Para que una técnica de biorremediacion opere eficientemente, deben cumplirse varias
condiciones: el residuo debe ser susceptible de degradarse bioldgicamente, y presentarse en una
forma fisica que sea aprovechable por los organismos; deben estar disponibles los
microorganismos apropiados, y las condiciones ambientales (temperatura, pH, humedad,
disponibilidad de oxigeno y disponibilidad de nutrientes) deben ser las apropiadas (BIOETICA,
2008).

Temperatura: La temperatura del suelo afecta considerablemente la actividad microbiana y las
tasas de biodegradacion. La mayoria de las especies bacterianas presentes en los suelos son
clasificadas como mesodfilas, las cuales se desarrollan entre 15°C y 45°C, teniendo un intervalo de
crecimiento Gptimo entre 25°C y 35°C. Por regla general, se considera que aproximadamente por
cada 10°C de incremento en la temperatura, la tasa de biotransformacién se duplica. Ello se
atribuye a un aumento en la solubilidad del contaminante y a una disminucion de los compuestos
adsorbidos en la matriz del suelo, conforme aumenta la temperatura. De esta forma, se maximiza
la biodisponibilidad del compuesto contaminante, resultando en un crecimiento en la tasa de

biodegradacion (Van Deuren et al., 2002).

pH: La presencia de contaminantes extremadamente acidos 0 alcalinos, pueden llevar el pH del
suelo a valores inhibitorios para el desarrollo microbiano. El crecimiento de muchos
microorganismos, particularmente del suelo, es maximo a pH cercano a la neutralidad, es decir en
un intervalo de 6.5 a 8. El pH del suelo afecta también la solubilidad del foésforo, un nutriente

importante para los microorganismos Yy el transporte de metales peligrosos presentes en muchos
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contaminantes. La solubilidad del fésforo se maximiza a pH 6.5 y el transporte de metales se
minimiza a valores de pH superiores a 6 (BIOETICA, 2008).

Humedad: Se considera que la humedad adecuada para la actividad microbiana se encuentra entre
el 40 y 60 % para sistemas aerobios. En suelos con humedad mayor al 70 % se reduce la
transferencia de oxigeno y disminuye de manera significativa la actividad microbiana. Suelos
con poca humedad presentan zonas secas lo cual ocasiona una disminucion de la actividad
microbiana (Arce, 2004).

Disponibilidad de oxigeno: El oxigeno (O;) puede constituir uno de los factores limitantes para el
desarrollo del proceso de biodegradacion en suelos, sedimentos y acuiferos. La presencia del
oxigeno como aceptor terminal de electrones es esencial en el metabolismo microbiano aeroébico.
En particular, los pasos iniciales en la biodegradacion de hidrocarburos, implican generalmente,
la oxidacion del sustrato mediante oxigenacion, lo cual supone una gran demanda de este
elemento. La concentracion de oxigeno en el suelo, puede ser aumentada labrando, drenando y/o
volteando el suelo no saturado, para incorporar el oxigeno atmosférico en el sistema. La
oxigenacion es muchas veces el paso inicial del catabolismo de hidrocarburos. La disponibilidad
de oxigeno en suelos depende del consumo microbiano, del tipo de suelo o si se encuentra
inundado (Atlas y Bartha, 2002).

Disponibilidad de nutrientes: EI metabolismo microbiano esté orientado hacia la reproduccion de
los organismos. Ello requiere que los componentes quimicos de la célula se encuentren
disponibles para la asimilacion y sintesis del nuevo material celular. Los nutrientes necesarios
son asimilados sélo si se encuentran en determinados estados elementales, es por ello que la
cantidad y el estado de los mismos, es muy importante en el disefio y operacion de los
tratamientos bioldgicos de suelos y aguas contaminados. El carbono, el nitrégeno y el fésforo son
los nutrientes de mayor importancia. Estos pueden limitar la velocidad de degradacion
microbiana, si no se encuentran en concentraciones suficientes y en un estado asimilable por los

microorganismos (Atlas y Bartha, 2002).
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1.7 Antecedentes

Desde el afio 1976 un grupo de investigacion de la Universidad de Barcelona ha trabajado en el
campo de los procesos de biodegradacion microbiana aerdbica de hidrocarburos logrando en la
actualidad resultados prometedores en la remocion de petréleo mediante cepas aisladas. Los
trabajos iniciales se centraron en aguas industriales contaminadas por hidrocarburos, donde se
estudiaron distintos procesos de bioestimulacion de la microbiota autoctona, y la optimizacion de
las condiciones de biodegradacion. Asimismo, se obtuvieron consorcios microbianos que se
adaptaron a distintas familias de hidrocarburos del crudo ligero, el crudo pesado degradado y la
gasolina, que también fueron utilizados en ensayos de inoculacion de aguas o suelos.
Posteriormente, se amplié el campo de investigacion a la biorremediacion de los suelos
contaminados con hidrocarburos, con la aplicacién de ensayos de tratabilidad y realizacion de

pruebas a escala piloto (Vifias, 2005).

La mayor parte de los estudios realizados se han llevado a cabo con cepas bacterianas
individuales o con la combinacion de diferentes cepas aisladas entre las que destacan:
Pseudomona sp F21, Arthrobacter sp F101, Pseudomona mendocina MC2, Sphingomona
paucimobilis JS5 y Sphingomona JS1 (Vifias, 2005).

En 2003, Yerushalmi y colaboradores, realizaron un estudio, con muestras de suelo contaminado
con hidrocarburos derivados del petréleo tomadas en Quebec, Canada, las cuales presentaban una
baja capacidad de degradacion de HTPs de manera natural, a pesar de la alta capacidad de
mineralizacion de hidrocarburos aromaticos. Se probaron algunas estrategias de biorremediacion
como: la bioestimulacion, la cual no logr6 una gran remocion de hidrocarburos; la
bioaumentacion, que removi6 de 20.4 % a 49.2 % y los biorreactores, donde la remocion de
HTPs fue de 70 % en 45 dias (Yerushalmi et al., 2003)

Volke y Velasco en el afio 2003, llevaron a cabo la biorremediacion por composteo de un suelo
intemperizado contaminado con hidrocarburos del petroleo (45,000 mg/kg). Con el objetivo de
incrementar la biodisponibilidad de los contaminantes para los microorganismos degradadores,
antes de comenzar el proceso de biorremediacion por composteo, el suelo intemperizado fue
sometido a tres tratamientos fisicoquimicos: electroquimico (EQ), adicion de surfactantes (S) vy,
adicion de tolueno como solvente (T). Cada porcion de suelo tratado se mezcldé con cuatro
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aditivos (bagazo de cafia, de zanahoria, estiércol de caballo y composta) con la finalidad de
incrementar el contenido de nutrientes y de microorganismos en los sistemas de composteo
utilizados (biopilas alargadas). Las tres biopilas con suelo tratado, mas una biopila control con
suelo sin tratar (30 kg/biopila), se mantuvieron protegidas de la intemperie durante 206 dias y se
realizaron muestreos periddicos para determinar la eficiencia de cada tratamiento en la

biodegradacion de los HTPs presentes en el suelo (Volke y Velasco, 2003).

A partir del primer muestreo, a los 20 dias, se observé una biodegradacion significativa de HTPs
en las biopilas tratadas (S: 27 %; EQ: 22 %; T: 12 %), en comparacion con el control (10%).
Después de 206 dias, los valores de biodegradacién fueron: 48 % (+ 1) para EQ, 46 % (+ 4) para
S,39% (1) para Ty 36 % (x 3) para el control, equivalente a una disminucién en el contenido
de HTP de 20,304, 19,892, 16,712 y 14,852 mg/kg, respectivamente. Los valores de degradacion
obtenidos en los sistemas de biopilas fueron muy satisfactorios, considerando que el tiempo del
tratamiento fue de 7 meses y que se utilizé un suelo intemperizado, en el cual los contaminantes
se encuentran sorbidos, limitando su biodisponibilidad y con ello su biodegradacion. El
incremento en la biodegradacién en las biopilas tratadas en comparacion con un control, indican
que los pretratamientos aumentaron la biodisponibilidad de los contaminantes inicialmente
sorbidos (Volke y Velasco, 2003).

La contaminacién ambiental, a pesar del significativo aumento de la conciencia ecoldgica, es
todavia un gran problema. En afios recientes la biorremediacion se ha convertido en uno de los
métodos usados en la restauracion de sitios contaminados con hidrocarburos. Muchas especies
microbianas tales como bacterias, hongos y levaduras (Tabla 1.8) estan implicadas en procesos de

biodegradacion (Kaczorek et al., 2005).

La alteracion de ecosistemas terrestres por contaminacion con hidrocarburos, es hoy en dia uno
de los problemas ambientales méas importantes. En Colombia, la industria eléctrica utiliza aceite
dieléctrico como sistema aislante en los transformadores de distribucién y potencia, los cuales
deben someterse a mantenimiento periédicamente, generando desechos aceitosos como la tierra
fuller y el papel kraft. En el afio 2006, Duran y Contreras, realizaron una investigacion en la que
se evalud un procedimiento que combina el lavado de la tierra fuller con agua y detergente a
70°C, seguido con un proceso de biolabranza, obteniéndose una disminucion total de

hidrocarburos de petréleo superior al 73 % (Duran y Contreras, 2006).
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Tabla 1.8 Microorganismos capaces de degradar petroleo crudo y sus derivados (Feijoo et al., 2003)

Capitulo 1

Bacterias Levaduras Hongos
Achromobacter Candida Aspergillus
Acinetobacter Cryptococcus Botrytis
Alcaligenes Endomyces Cephalosporiu
Arthrobacter Hansenyla Chaetomium
Bacillus Mycotorula Cladosporium
Brevibacterium Pichia Fusarium
Cornybacterium Rhodotorula Penicillium
Flavobacterium Torulopsis Phanerochaete
Nocardia Trichsporon Bjerkandera
Pseudomonas Trichoderma
Vibrio

En Corea, en el afio 2006, Baek y colaboradores, realizaron una investigacion, en la cual se
valoraron los indices de degradacion de hidrocarburos alifaticos y aromaticos, por Nocardia sp.
H17-1. La composicion de los hidrocarburos de la muestra fue la siguiente: 58.1 + 3.7 %, de
hidrocarburos alifaticos, 10.5 £ 2.6 % aromaticos, 18.2 + 1 % resinas y 13.4 £ 0.8 % asfaltenos.
La incubacion se llevo a cabo por seis dias a 30°C y en agitacion. Nocardia sp. H17-1 degrado
rapidamente durante los dos primeros dias de incubacion la fraccion alifética, sin embargo, la
fraccion aromatica fue degradada més lentamente. Después de 6 dias de incubacion, los
hidrocarburos alifaticos y aromaticos separados de crudo ligero, fueron degradados en 99 % y
23.8 % respectivamente (Baek et al., 2006).

En el afio 2007 Straud y colaboradores, realizaron un estudio en el cual analizaron las
interacciones entre los hidrocarburos alifaticos y los microorganismos presentes en el suelo,
encontrando que los organismos autoctonos eran capaces de degradar compuestos alifaticos (Cy4-
Cy0), sin embargo la capacidad de biodegradacion de dichos organismos era limitada, por lo que
se probo la bioestimulacion para aumentar los porcentajes de remocién (Straud et al., 2007).

Minai y Herfatmanesh, en el afio 2007, realizaron un estudio en el cual evaluaron la
biodegradacion de las fracciones alifaticas y aromaticas en un suelo contaminado con petroleo. El
efecto de fertilizantes quimicos y del estiércol de animales fue comparado y la reduccién de los
hidrocarburos alifaticos y aromaticos fue estudiada durante 8 meses. Se montaron 6 sistemas. Los
tres primeros fueron sistemas control, lo cuales variaban por el porcentaje de humedad y

aireacion del suelo; al sistema 4 se le agrego estiércol de animales en una proporcion de 5 % del
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total; al sistema 5 se le agregaron fertilizantes quimicos (fosfatos y nitratos) y el sistema 6 recibio
el mismo tratamiento que el sistema 5 pero ademés se le agregé un 10 % de aserrin. Los
resultados obtenidos fueron los siguientes: La remocion mas alta de HTPs se obtuvo en el sistema
6 (56 %); seguido del sistema 4 (46 %). El sistema 4 removio los hidrocarburos alifaticos en un
62 % Yy el 6 en un 68 %. El sistema 6 removio hidrocarburos aromaticos en un 58 % y el 4 en un
54 %. Los demas sistemas presentaron remociones muy por debajo de los sistemas 4 y 6 (Minai y
Herfatmanesh, 2007).

Debido a la existencia de un gran nimero de areas contaminadas con HTPs, en Egipto se han
empezado a tomar medidas para remediar estos sitios. Al principio los métodos quimicos y
mecanicos eran los mas usados, actualmente estas técnicas son consideradas inadecuadas para la
completa remocion de los contaminantes y en su lugar han surgido distintas técnicas de
biorremediacion que representan una alternativa viable de descontaminacion de suelos. Por
ejemplo, en al afio 2008 se logro, en estudios a nivel microcosmos, la biorremediacion por
bioaumentacion de un suelo contaminado con petroleo crudo, utilizando algunas bacterias
autoctonas, las cuales fueron previamente aisladas. Las bacterias utilizadas fueron Pseudomonas
aeruginosa y Brevibacterium casei y después de 60 dias, los resultados obtenidos fueron de 64 %
y 58 % de remocidn respectivamente (Farahat and EI-Gendy, 2008).

1.8 Justificacion

La obtencién de hidrocarburos en México y el deterioro ambiental que le es inherente, abarcan
grandes extensiones del territorio nacional. El alto consumo del petréleo hace que cada vez se
instalen nuevos centros de explotacion para cubrir la demanda. Paralelo a la creacion de dichos
centros, se generan asentamientos humanos con su correspondiente demanda de servicios,
generacion de aguas residuales y residuos solidos. Al no estar preparada la zona para soportar los
nuevos cambios, la alteracion del medio es potenciada junto con los perjuicios ocasionados por la

actividad petrolera (Jiménez, 2001)

Durante 2006 el volumen de hidrocarburos liquidos derramados en instalaciones y ductos de
PEMEX fue de 25,707 barriles (3,432.91 toneladas); sin embargo, fuera de PEMEX, el volumen
que se pierde por actos ilicitos (tomas clandestinas descontroladas) represento el 26% del
volumen total (PEMEX, 2006). El reporte de derrames en el afio 2006 se presenta en la Tabla 1.9.
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Tabla 1.9 Derrames liquidos ocurridos durante el 2006 reportados por PEMEX (PEMEX, 2006)

Oraanismos NGmero Volumen derramado Cantidad derramada
g estimado (barriles) estimada (toneladas)
PEMEX Exploracion y Produccion 220 3,410.10 487.95
PEMEX Refinacién 58 22,297.07 2,944.96
TOTALES 278 25,707.17 343291

Debido a la magnitud del problema de contaminacion por hidrocarburos, es apremiante la
busqueda de soluciones redituables y a corto plazo y sin generar impactos acumulativos al area
afectada, por tanto, la biorremediacién por bioestimulacion, bioaumentacion y composteo encaja

adecuadamente con el objetivo de descontaminacion del suelo.

Entre las distintas tecnologias disponibles para la descontaminacién de un suelo, es importante
diferenciar aquellas que suponen una solucion temporal, o el posible traslado del contaminante a
otros compartimentos ambientales, de aquéllas que potencialmente pueden transformar los

contaminantes en productos inocuos (Vifias, 2005).

La Biorremediacion tiene ciertas ventajas respecto a los métodos fisicoquimicos (excavacion,
extraccion quimica e incineracién) tanto por su menor costo econdémico, como por la no
afectacion de otros compartimentos ambientales (Vifias, 2005); pero también tiene desventajas
como son los mayores tiempos de tratamiento y la necesidad de que el sitio a tratar pueda dar
sustento a los microorganismos que realizan la degradacién del contaminante (Volke y Velasco,
2002).

En la biorremediacion de un sitio contaminado, una disminucién en la actividad microbiana
provoca una disminucion de la degradacion y aumenta el periodo de tratamiento; por ello el éxito
del proceso depende de la capacidad para poder crear y mantener las condiciones ambientales
necesarias para el crecimiento microbiano. EXxiste el riesgo de que ciertos compuestos
originalmente inocuos puedan ser convertidos en productos toXicos para una u otra especie
(Velasco y Volke, 2003).
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La eficacia de las medidas biocorrectivas es limitada en lugares con concentraciones elevadas de
hidrocarburos, por ser compuestos toxicos para los microorganismos en grandes cantidades (Van
Deuren et al., 2002)

1.9 Objetivos
1.9.1 Objetivo general

e Evaluar la remocion de hidrocarburos de un suelo contaminado, usando las técnicas de

composteo, bioestimulacion y bioaumentacion en sistemas a nivel microcosmos.
1.9.2 Objetivo especifico

e Determinar la actividad bioldgica en ensayos de biorremediacion, cuantificando parametros
como remocion de carbono organico y fosforo disponible.
e Evaluar dentro de la técnica de composteo la eficacia de diferentes materiales de contacto.

e Comparar la eficacia de las técnicas de biorremediacion aplicadas.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Plan de trabajo
La parte experimental de este estudio se realizd en las instalaciones de los laboratorios de
Microbiologia Ambiental e Institucional de Quimica de El Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR)
unidad Chetumal, Quintana Roo, y en el laboratorio de Xenobidticos del CINVESTAV-IPN. En

la Figura 2.1 se esquematiza el plan de trabajo que se siguid en la presente investigacion.

MUESTRA

v

Ensayo de
Biorremediacion

v v v

Bioestimulacion Bioaumentacion Composteo

v v

Bagazo de cafia Céascara de coco

\ 4
Estudios analiticos

A 4 A 4 A 4
1) Determinacion 2)  Determinacion 3) Determinacion 4) Determinacién de
de la produccion del porcentaje de del porcentaje de Hidrocarburos totales
de CO, Carbono Organico Fésforo Total. de Petréleo HTPs

a) Extraccion |[*

b) Fraccionamiento |

c) Observacién de
la degradacion

Figura 2.1 Plan de trabajo.
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2.2 Evaluacién de sistemas de biorremediacién a nivel microcosmos

Con el fin de cubrir los objetivos de esta investigacion, se realizaron cuatro sistemas a nivel
microcosmos, donde se llevaron a cabo ensayos de biorremediacion por composteo utilizando

residuos agricolas (bagazo de cafia y cascara de coco), bioestimulaciéon y bioaumentacion.

El suelo que se utilizo en todos estos sistemas provino de un sitio contaminado con hidrocarburos
del estado de Tabasco. Antes de montar los sistemas fueron tamizados 450 g de de este suelo en
una malla de 2 mm y se le determinaron las siguientes caracteristicas fisicoquimicas al igual que
a los residuos agricolas con el propdsito de establecer la relacion Carbono/Nitrogeno/Fésforo
(CIN/P).

e Carbono organico total (método de Walkley y Black),
e Fdsforo disponible (método de Bray modificado)

¢ Nitrogeno total (método de Kjeldahl)

Para realizar el ensayo de bioaumentacion el equipo de trabajo de Biotecnologia Ambiental de El
Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR) cuenta con cepas capaces de utilizar como Unica fuente de
carbono un destilado de petréleo. Las cepas fueron obtenidas del suelo referido de Tabasco,

mediante la técnica de enriquecimiento en medio liquido.

En los cuatro sistemas se adicion6 nitrégeno y fésforo para mantener una relacion C/N/P minima
de 100/10/1 respectivamente. La fuente de nitrogeno utilizada fue urea y la de fosforo, fosfato de
potasio monobasico. La humedad se mantuvo entre 40 y 50 %. Esta se cuantificd con una balanza
para humedad de halégeno MB35 marca OHAUS. El montaje de los sistemas se observa en la
Figura 2.2.

Las diferencias en cada uno de los sistemas se describen a continuacion:
Sistema 1 Control:

100g de suelo seco, adicion 1.2 g de urea y 0.12 g fosfato de potasio monobasico, con la
humedad entre el 40y 50 %.
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Sistema 2 Composteo-cafa:

100g de suelo seco, adicion 2 g de urea, 0.12 g de fosfato de potasio monobaésico, 10g de bagazo

de cafia, con la humedad entre el 40y 50 %.
Sistema 3 Composteo- coco:

100g de suelo seco, adicion 2 g de urea, 0.17 g de fosfato de potasio monobaésico, 15g de cascara

de coco, con la humedad entre el 40y 50 %.
Sistema 4 Bioaumentacion:

100g de suelo seco, adicion de 1.21 g de urea, 0.12 g de fosfato de potasio monobasico y 0.1g de

biomasa del indculo adaptado, con la humedad entre el 40 y 50 %.

En cada uno de los sistemas de biorremediacion se llevé a cabo la evaluacion de los siguientes
parametros: produccién de CO,, humedad, HTPs (fraccion alifatica y aromatica), carbono
organico total (COT) y fosforo disponible. La frecuencia con que se evaluaron los parametros

antes mencionados, asi como los métodos usados se indican en la Tabla 2.1.

En cada muestreo se tomaron aproximadamente 9 g de los diferentes sustratos en diferentes

tiempos desde 0 a 60 dias.

Figura 2.2 Sistemas de biorremediacién en los recipientes de ensayo.
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Tabla 2.1 Parametros evaluados, frecuencia y método utilizado.

Determinacion Frecuencia Método
Produccion de CO, Diario 1SO 9439(1999)
HTPs Semanal Fernandez (2006)
CcoT Semanal NMX-AA-021-1985
Fosforo disponible Semanal Fernandez (2006)

2.3 Estudios analiticos

2.3.1 Determinacion de la produccion de CO,

Como una medida de evaluar la actividad bioldgica en los sistemas se determiné la produccion de

CO; siguiendo la norma ISO 9439:1999- “Evaluacion de la biodegradabilidad aerobia final de

los compuestos organicos en medio acuoso. Método por valoracion del didxido de carbono

producido”. ElI montaje del sistema con los aditamentos para el respirometro se muestra en la

Figura 2.3.

Los sistemas se montaron con frascos de cristal de 1 L para el contenedor de agua, 600 mL para

la trampa de CO,, 700 mL para los recipientes de ensayo y 350 mL para la trampa de CO, con

indicador y se interconectaron con mangueras de plastico. EI suministro de aire fue realizado con

ayuda de una bomba de pecera, con capacidad de 1.6 L/min. Para mantener los frascos

herméticamente sellados se utiliz6 cinta teflon.

—

Figura. 2.3 Respirdmetro montado para evaluar la produccion de CO,. (1) Bomba, (2) Agua, (3) Trampa de CO,, (4) Recipientes

de ensayo, (5) Trampa de CO, con indicador.
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El recipiente con agua (2) tuvo el proposito de humedecer el aire suministrado por la bomba. La
trampa de CO, (3), se puso con el fin de capturar el CO, que pudiera acarrearse en el aire que
fluia por el sistema antes de entrar a los recipientes de ensayo (4) y se preparo con 80 g de NaOH
diluidos en 200 mL de agua. La trampa de CO, con indicador (5) fue preparada con 200 mL de

agua, 2 g de Na,HPO, usando fenolftaleina como indicador.

Para determinar la produccién de CO, en cada uno de los sistemas se tomaron 25 mL del contenido de la
trampa de CO, con indicador (5) conectada al respirébmetro durante 24 horas y se titularon con una

solucion de NaOH 0.01 N. Los calculos se describen a continuacion:

M_VAvmjchzz

mgCoO, =
g ? [ CNaOH VBZ

()
Donde:

Cna= Concentracion de la solucion de Na;HPO, en moles por litro.

Vo= Volumen en mililitros de la solucion de Na,HPO, al comienzo del ensayo.

Cnaon= Concentracion de la solucion de NaOH en moles por litro.

Va= Volumen en mililitros de la solucion de NaOH gastados en la titulacion de la solucion de
Na,HPQO, contenida en la trampa de CO, con indicador (5).

Ver= Volumen en mililitros de la solucién de Na,HPO, preparados al inicio.

Vgz= Volumen en mililitros de las alicuotas de la solucion de Na,HPO, utilizados para la
titulacion

2.3.2 Determinacion del porcentaje de COT.

Para determinar el porcentaje de COT se sigui0 el siguiente procedimiento:
1. Se pesaron 0.1 g de muestra y se colocaron en un matraz erlenmeyer de 200 mL.
2. Se agregaron 5 mL de K,Cr,07 2N.
3. Se agregaron 20 mL de H,SO, concentrado y se agité de manera manual por 1 minuto.
4. Se dejé reposar por media hora y después se agregaron 100 mL de agua destilada
5. Seadicionaron 10 mL de H3PO, concentrado y una gota de difenilamina al 1%.
6. Una vez homogenizada la mezcla se titul6 con FeSO, 0.5N. El procedimiento para la

determinacion del porcentaje de carbono organico se ilustra en la Figura 2.4.
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(1)

0.1 g de muestra de

los diferentes

sistemas Titulacion con Fe, SO,

5N
| ©)
H,SO,
concentrado H3PO, concentrado (10 mL)

(2) (20 mL)
Agua (100mL) dlfenllamlna 1%
K,Cr,0; 2N \
5mL
o & _'& _'A/

Figura 2.4 Determinacion del porcentaje de COT.

Los célculos se hicieron con base en la siguiente formula:

%MateriaOrganica = wK .
P (i)
VLN,
V:N (ii)

%CarbonoOrganicoTotal = w
1.724 (iii)
Donde:
V1= Volumen de solucién de K,Cr,O;empleado en la muestra (5 mL).
N; = Normalidad de la solucion de K,Cr,05.
V = Volumen de la solucién de FeSO, gastado en la titulacion de la muestra en mL.
N = Normalidad de la solucion de FeSOy,
P = Peso de la muestra en gramos.
F = Factor de correccion.
Vo = Volumen de la solucion de K,Cr,0O7 empleado en el blanco en mL.
Vg = Volumen de FeSO, gastado en la titulacion del blanco en mL.
K = 0.69 (constante obtenida del valor miliequivalente de carbono y el factor de recuperacién
obtenido de la titulacion del blanco).
Este procedimiento se realiz6 cada dia a cada muestra tomada por triplicado.
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2.3.3 Determinacion del porcentaje de fésforo disponible

Para evaluar la cantidad de fésforo disponible en el suelo se siguié el procedimiento establecido

en el “Manual de técnicas de andlisis de suelos aplicadas a la remediacion de sitios

contaminados” (Fernandez et al., 2006), como se indica a continuacion:

N o a &

Se pesaron 0.1 g de muestra y se colocaron en un tubo falcon de 15 mL,

Se agregaron 7 mL de solucion extractora, la cual estuvo compuesta por una solucién 0.03
N de fluoruro de amonio y acido clorhidrico 0.025 N.

Se agitdé con vortex durante 15 segundos de tal manera que el suelo y la solucion
extractora se mezclaron bien. Se utilizo un agitador vortex marac Genie 2 Scientific,
modelo G-560, el cual se muestra en la Figura 2.5.

Se centrifugaron las muestras durante 5 minutos a 3,000 rpm.

Del sobrenadante se tomaron 0.5 mL y se colocaron en un tubo de ensayo de 10 mL.

Se agregaron 6.5 mL de agua destilada.

Se adicionaron 2 mL de una solucion de molibdato de amonio-4cido clorhidrico, la cual
estaba compuesta por una soluciéon de molibdato de amonio al 4.2% Yy acido clorhidrico
10N.

Se agregd 1 mL de solucion de cloruro estafioso diluido (0.1 mL de solucion madre de
cloruro estafioso en 33 mL de agua), y nuevamente se mezcl6. La solucion madre de
cloruro estafioso fue preparada con 5 g de cloruro estafioso dihidratado (SnCls,. ;H,0) y
disuelto en 12.5 mL de &cido clorhidrico concentrado (HCI)

Pasados 10 minutos se leyd la absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de onda
de 640 nm. Se utilizo un espectrofotometro marca Genesys 20, modelo 4001/4, el cual se

muestra en la Figura 2.6.

Figura 2.5 Agitacion en vortex durante la etapa de extraccion de fosforo disponible.
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Figura 2.6 Espectrofotdmetro utilizado en la determinacion de fosforo disponible.

Previamente se hizo una curva de calibracion como lo indica el manual referido anteriormente.

El Porcentaje de fosforo total se obtuvo a partir de la relacion de la concentracion resultante de la
interpolacion con los mililitros de aforo del tubo falcon, en la curva de calibracién, de la

absorbancia obtenida, como se indica a continuacion:

%Fosfordisponible = s x (1>< 104) (i)

Ex7
S= ..
P (i)
_ X x10
e (iii)
_ A+0.072
~0.364 (iv)

Donde:

S = Concentracién de fdésforo en el suelo.

1x10™*= Factor de conversion a porcentaje.

E = Concentracion de fésforo en el tubo de extraccion.

7 = mL de solucién extractora empleados.

P = Peso seco de la muestra.

X = Concentracion obtenida de la ecuacion de la linea de tendencia de la curva patrén.
10 = Volumen en mL de solucién de lectura.

e = Volumen en mL de la solucion extraida empleada para preparar la solucion de lectura en el
espectrofotometro.

A = Absorbancia obtenida de la lectura de la muestra en el espectrofotometro a 640 nm.

0.072 = Constante de concentracién de la linea de tendencia de la curva patron.
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0.364 = Constante de la ecuacion de la linea de tendencia de la curva patron.

Este procedimiento se realiz6 cada dia a cada muestra tomada por triplicado.

...2.3.4 Determinacion de HTPs

Para cuantificar la cantidad de hidrocarburos en el suelo se siguio el procedimiento establecido en

el manual de técnicas de andlisis de Fernandez et al., 2006, el cual contempla tres etapas:

extraccion, fraccionamiento y cuantificacion de cada una de las fracciones por cromatografia de

gases con detector FID.

2.3.4.1 Extraccion

Para realizar la extraccion, se procedio de la siguiente manera:

1.

Se pesaron 0.5 g de muestra y se agregaron a un tubo falcon de 15 mL.

2. Se agregaron 1.5 g de Na SO, y se homogenizd en seco.
3.
4

. Se centrifugd la muestra durante 3 minutos a 4,000 rpm en una centrifuga modelo J-300

Se agregaron 5 mL de diclorometano y se homogeniz6 con vortex.

marac SOL-BAT de 8 tubos(Figura 2.7)

Se colectd la fase liquida en un vial. Los pasos 3, 4 y 5 se repitieron 2 veces mas hasta
alcanzar un volumen de 15 mL.

Se concentrd la muestra con ayuda de un rotaevaporador modelo RE-111, un bafio maria
modelo B461 (ambos marca Biichi) y un enfriador modelo 1006 P marca Fisher Scientific

(Figura 2.8). La concentracion se llevo a cabo a 40 °C y 1 atm de presion.

Figura 2.7 Centrifugadora empleada en la extraccion de hidrocarburos
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Figura 2.8 (a) Rotac. cpocivue. , 998

2.3.4.2 Fraccionamiento (cromatografia solido-liquido, en columna)

Esta técnica se basa en la separacion de los componentes (fracciones) del extracto de la muestra
de suelo, rica en hidrocarburos del petréleo, de acuerdo con su polaridad, en una columna
empacada con oxido de aluminio (alumina). Las fracciones de compuestos alifaticos (12 fraccion)
y aromaticos (22 fraccion) se separaron mediante la elucion con diferentes solventes, hexano para
la primera fraccion y tolueno para la segunda (Ferndndez et al., 2006). EIl desarrollo del

fraccionamiento se muestra en la Figura 2.9

Toluen
Hexano olueno

| l

Muestra

Fraccién
& Alifatica

Alumina -,
- Fraccion

4 Aromatica

Figura 2.9 Fraccionamiento de hidrocarburos por cromatografia sélido liquido en columna
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Para realizar el fraccionamiento se llevd a cabo el siguiente procedimiento:

N o g &

Se pesaron por separado 0.75y 1.5 g de 6xido de aluminio (alimina).

A los 0.75 g de alumina se agregaron aproximadamente 0.5 mL del extracto de la muestra
homogenizando con una espétula.

En una columna de vidrio empacada con algodén y sellada con una aguja y un septo de
hule se agregaron 2 mL de hexano.

La columna se empacoé con los 1.5 g de alimina.

Una vez sedimentada la alimina se agregaron nuevamente 2 mL de hexano.

Se agreg6 la mezcla de alimina con el extracto y se inici6 la elucion.

Se colectaron a la salida de la columna de 2.5 a 2.7 mL de hexano con los compuestos
alifaticos.

En seguida se adicionaron 7.5 mL de tolueno y se continu6 la elusion. A la salida de la
columna se colectd el disolvente restante hasta que esta quedd vacia recuperando los
compuestos aromaticos. La columna utilizada en el fraccionamiento de hidrocarburos se

muestra en la Figura 2.10.

Figura 2.10 Columna utilizada para el fraccionamiento de hidrocarburos (a) columna con solvente, (b) columna empacada, (c)

elucion.
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Una vez obtenidas las fracciones del petrdleo, se evaporo el solvente de cada una ellas con ayuda
del rotaevaporador. Para el hexano se utiliz6 una temperatura de 30 °C y 300 mm Hg de presion y
para el tolueno una temperatura 70 °C y 100 mm Hg de presién. En ambos casos, el solvente se
evapord hasta un volumen final de 0.5 mL. La muestra se recuperé con ayuda de una pipeta
pasteur y se vacié a un matraz aforado de 2 mL. La fraccion correspondiente se aford (con

hexano o tolueno) hasta un volumen final de 2 mL.
Este procedimiento se realiz6 todos los dias a cada sistema y por triplicado.
2.3.4.3 Cuantificacion de HTPs por cromatografia de gases.

El andlisis de las fracciones alifatica y de la aromatica, se realiz6 mediante cromatografia de
gases con Detector de Ionizacion de Flama o “FID” (por sus siglas en inglés) marca THERMO,
utilizando una columna DB1, programado bajo las siguientes condiciones de temperatura en el
horno: temperatura inicial 50 °C por 2 minutos, 30 °C/min hasta 220 °C, 5 °C/min hasta 290 °C

manteniendo esta temperatura por 2 minutos.

Para obtener la concentracion de hidrocarburos en la muestra, se consideré la curva de
calibracion que tiene una correspondencia lineal entre el area bajo la curva y la concentracion del
extracto de acuerdo con la ecuacion obtenida (Fernandez et al., 2006):

C(mgL™) = (An_w b)

Donde:

C = Concentracién de HTPs (mg L ™).
A = Area bajo la curva.
b = Ordenada al origen de la ecuacion obtenida.

m = Pendiente de la ecuacion obtenida.

Con la ecuacion anterior y conociendo el area bajo la curva resuelta para cada muestra, se puede
obtener la concentracién de hidrocarburos presentes en ella, en mg L™. Para tener el valor en mg

kg de suelo hay que considerar la cantidad de suelo que se utiliza para la extraccion, y el
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volumen de hexano donde estd resuspendida la muestra, asi como las diluciones

correspondientes, si las hay (Fernandez et al., 2006).

HTp-s[ g J ) (C)x( FVCJX FC,

Kgs.s (PxFH)

Donde:

HTPs (mg / kg s.s.) = Hidrocarburos totales del petréleo en mg kg-1 de suelo seco

C = Hidrocarburos totales del petréleo en mg L-1.

V = Volumen disolvente donde esté resuspendida la muestra (5 mL o 60 mL).

FC, = Factor de correccion para obtener los HTPs contenidos en el hexano = 1,000.

FC, = Factor de correccion para convertir los HTPs contenidos en la muestra en mg kg™ s.s.=
1,000

P = Cantidad de suelo extraido (g).

FH = Factor de correccion de humedad del suelo (1-(%humedad/100)).
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Estudios analiticos realizados a los sistemas de biorremediacién

Con la finalidad de mantener una relacion C/N/P de 100/10/1 en cada uno de los sistemas se
realizd previamente la determinacion del porcentaje de carbono organico, nitrogeno total y
fosforo disponible al suelo y los residuos agricolas. Los resultados obtenidos se presentan en la
Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Porcentajes iniciales de carbono organico, nitrogeno total y fosforo disponible de los componentes de los sistemas y

cantidad de urea y fosfato de potasio monobésico necesaria para ajustar la relacion C/N/P a 100/10/1

Porcentaje Cantidad (g)
Sistemas Componentes coT Nitrégeno !:osfo.ro Urea Fosfato delp_otasm
total disponible monobésico

Control Suelo 23.3 1.1 0.11 1.2 0.12
o Suelo 23.3 1.1 0.11

Composteo-cafia Cana 578 15 012 1.35 0.13
Suelo 23.3 1.1 0.11

Composteo-coco Coco 289 5 013 0.82 0.15

Bioaumentacion Suelo 23.3 1.1 0.11 1.2 0.12

Durante el monitoreo de los sistemas de biorremediacion a nivel microcosmos, se realizaron los
siguientes estudios analiticos: produccion de CO,, determinacion de carbono organico,
determinacion de fosforo disponible y determinacion de la fraccion alifatica de los hidrocarburos

presentes en el suelo contaminado. Los resultados obtenidos se presentan a continuacion:

3.1.1 Produccién de CO.,.

En la Figura 3.1 se reportan los miligramos de CO, producidos a lo largo de la cinética de
biorremediacion en los diferentes sistemas. Se puede notar que el sistema “composteo-coco”
presentd una mayor produccion de CO; en relacion con los otros 3 sistemas aungue entre los dias
del 4 al 9, el sistema pasa por un estado de inactividad, retomando una acelerada produccion a
partir del dia 10 y hasta acabar el monitoreo. En el caso del sistema “bioaumentacion” se observo
que a partir del dia 14 el incremento en la produccion de CO, se detuvo, lo que indico que la

actividad bioldgica en el sistema también se detuvo.
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Los sistemas “composteo-cafia” y sistema ‘“control”, presentaron un comportamiento similar al
sistema ‘“‘composteo-coco”, aprecidndose que alrededor de los dias 19 y 20 mostraron un

incremento acelerado en la produccion de CO,.

La cantidad de CO, producido en un medio con hidrocarburos como Unica fuente de carbono, es
una medida directa de mineralizacion. La produccion de CO, es un indicador de actividad
bioldgica, lo cual podria indicar que el sistema que mas CO, produjo es el sistema que mas
hidrocarburos removio. En este estudio, la relacion CO,-Remocion de hidrocarburos, resulto

efectiva Unicamente en la remocién de hidrocarburos alifaticos.

El sistema “composteo-coco” logro un maximo de produccion, en relacion a los demas sistemas,
de 950 mg de CO,, siendo también el sistema que removié un mayor porcentaje de hidrocarburos
alifaticos (87.5).

Los miligramos de CO, producidos a lo largo de la cinética de biorremediacion en los diferentes

sistemas se muestran en la Tabla 1-Anexo 1.

1000

C0, (mg)
¥
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=]
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[
]
[#¥]
o

0 5 10 15 20

Tiempo (dias)

—&— Control —»— Composteo-Caiia —e— Composteo-Coco —=— Bioammnentacion

Figura 3.1 Miligramos de CO, producidos durante la cinética en los diferentes sistemas de biorremediacion.
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3.1.2 Porcentaje de COT.

Se determind el COT a las muestras de los sistemas durante la cinética, el cual mostro el

consumo de carbono durante el ensayo de biorremediacion.

En la Figura 3.2 se observan los porcentajes de carbono organico, el cual fue asimilado en los
sistemas de biorremediacion a lo largo de 60 dias de la cinética. Se observé un descenso gradual
en cada uno de los sistemas. El sistema “control” presentd una disminucion de carbono organico
de 14.1 % entre el dia 0 y el dia 30. El sistema “composteo cafia” mostré una disminucion de 15
% hasta el dia 30. El periodo en que hubo una mayor disminucion fue del dia O al dia 14. El
sistema “composteo-coco”, fue el que mayor porcentaje de carbono organico tuvo al dia 0 (43.5
%) y también fue el que asimilé mas en menos tiempo, logrando una disminucion de 16.2 al dia 7
y de 28 % al dia 60. El sistema bioaumentacion disminuyd un menor porcentaje de carbono

organico a lo largo de su funcionamiento, logrando disminuir hasta el dia 23 un 14.1 %.

Carbonoe organico (%)

0 7 14 23 30 60

Tiempo (dias)
—a— Control —»— Composteo -Caiia —e— Composteo_Coco —E—Bioaumentacion

Figura 3.2 Porcentaje de carbono organico consumido a lo largo de la cinética de biorremediacion por los diferentes

sistemas ensayados.
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Debido al aporte de COT por los residuos agricolas, fueron los sistemas de composteo los que
presentaron los porcentajes de COT mas altos. El coco aporto mas carbono orgéanico que la cafia,

es por eso que ¢l sistema “composteo-coco” obtuvo los porcentajes mas elevados.

El sistema “bioaumentacion fue el que menor porcentaje de carbono organico disminuyd y
también el que menor porcentaje de hidrocarburos alifaticos degradd, lo cual indica que los
microorganismos presentes en este sistema, no utilizaron como fuente principal de carbono
organico a los hidrocarburos alifaticos (presentes en mayores concentraciones) sino otra fuente de

carbono organico presente en el suelo, distinta a dichos hidrocarburos.

Los porcentajes de carbono organico de los sistemas de biorremediacion se encuentran en la
Tabla 2-Anexo 1.

3.1.3 Porcentaje de fésforo disponible.

En la Figura 3.3 se reporta el porcentaje del fosforo disponible en cada uno de los sistemas de
biorremediacion. A lo largo de la cinética, en los 4 sistema se observé una disminucion muy
pequefia de fosforo disponible, (60 dias), alcanzandose en promedio 0.03 %. A partir del dia 7 se
observo un ligero aumento en los 4 sistemas, lo que se atribuye a la capacidad de los compuestos
fosforados de transformarse en otros compuestos de igual manera disponibles para los
organismos degradadores.

El sistema que mas fosforo asimild es el sistema “composteo-coco”, pero también es el sistema
que mas incrementd el porcentaje de dicho elemento a partir del dia 7. El sistema
“bioaumentacion” fue el que se mantuvo mas estable a lo largo de su funcionamiento con

porcentajes de alrededor de 0.15 %.

El comportamiento de los sistemas con respecto al fosforo disponible, se debe a la capacidad del
fosforo de ser transformado por los microorganismos, en otras sustancias igualmente disponibles
para otros microorganismos. Las relaciones de sinergia entre los distintos microorganismos
presentes en el suelo, permiten que el fésforo sea disponible en las distintas formas en que se

puede encontrar después de ser transformado por la actividad microbiana.
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Figura 3.3 Porcentaje de Fdsforo disponible presente en los sistemas de biorremediacion a lo largo de la cinética de
degradacion.

Los porcentajes de fésforo disponible de los sistemas de biorremediacion se encuentran en la
Tabla 3-Anexo 1.

3.1.4 Determinacién de la remocion de las fracciones alifatica y aromatica de los

hidrocarburos totales del petrdleo.
3.1.4.1 Remocidn de la fraccion alifatica

Los resultados obtenidos de la remocion de hidrocarburos alifaticos se muestran en la Figura 3.4.
El sistema que removié un mayor porcentaje de estos compuestos fue el de “composteo-coco”
alcanzando una remocion final de 87.5 %. Los porcentajes de remocion obtenidos por los
sistemas ‘“‘control” y “composteo-cafia” no se encuentran muy alejados: 86.5 y 87 %
respectivamente. Los sistemas “control” y “bioaumentacién” lograron una remocion de 55.4 y
55.19 % respectivamente al dia 14 mientras que los sistemas “composteo-cafia” y “composteo-

coco” removieron en ese Mismo tiempo de 38 y 34.8 % respectivamente.

En el periodo comprendido del dia 14 al 30, el sistema “control” tuvo un avance pequefio en la

remocion (4.5%) mientras que para el mismo periodo los sistemas ‘“‘composteo-cana” y
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“composteo-coco” tuvieron un mejor funcionamiento logrando remover adicionalmente a lo ya
removido 32.7 y 42.7 % respectivamente. El sistema “bioaumentacion” fue el que alcanz6 un

menor porcentaje de remocién de hidrocarburos alifaticos al final de la cinética (64.8 %).

En los sistemas de composteo se presentaron mejores resultados, ya que al adicionar los residuos
agricolas se mejord el balance y la disponibilidad de nutrientes para la actividad microbiana. Por
otra parte la actividad biologica en el sistema “control” estuvo limitada unicamente a los
nutrientes agregados y a los nutrientes propios del suelo, lo cual pudo haber reducido el tiempo

de vida de del sistema.

A pesar de que al final de la cinética el sistema “composteo-coco” obtuvo mejores resultados, el
comportamiento de la grafica indica que en una cinética mas larga, el sistema “composteo-cafia”

hubiera presentado mejores resultados debido su rapida adaptacion.

En todos los sistemas, la eficiencia para eliminar los hidrocarburos se correlacioné con un
incremento de la actividad bioldgica, la cual es demostrada con la produccion de CO, de cada

uno de los diferentes sistemas.

100

Remocién de hidrocarburos alifiticos (%)

O 7 14 23 30 (&{n]

Tiemp o (dias)

—ai— Control —»— Comp osteo-Clana —e— Comp osteo-Coco —m— Bioauumentacion

Figura 3.4 Porcentaje de remocion de la fraccion alifatica de hidrocarburos en los diferentes sistemas a lo largo de la cinética de

biorremediacion.
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Las concentraciones en cada dia de muestreo y los porcentajes de remocidn de los hidrocarburos

alifaticos se muestran en las Tablas 4 y 5-Anexo 1.

Los cromatogramas que representan la remocién de hidrocarburos de la fraccion alifatica en los

sistemas: “control”, “composteo-cafia”, “composteo-coco” a los dias 0 y 30 se muestran en las

Figuras 3.5 a 3.7 y los del sistema bioaumentacion en tiempo 0 y 14 dias se muestran en la Figura

3.8.

En el sistema “control” se observo que hubo una mayor remocion de hidrocarburos alifaticos de

10,12, 14 y 16 atomos de carbono.la cual es representada por la disminucion de las areas bajo la

curva comprendidas entre el tiempo 5.1 a 8.04 minutos.
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Figura 3.5 Cromatogramas que muestran la disminucion de la fraccidn alifatica en el sistema “control” (a) dia 0 y (b) dia 30.
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El sistema “composteo-cafia” logro remover los compuestos de 10, 12, 14 y 16 atomos de
carbono. Las disminuciones méas notables en el area bajo la curva se encuentran en los tiempos de
retencion 6, 6.6, 6.8, 7.2 y 7.6 minutos, lo que representa una mayor disminucién en los

compuesto Ci, y C14. Los compuestos Cyo y Cy6 S€ removieron en menor cantidad..

20 20
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Figura 3.6 Cromatograma que muestra la disminucion de la fraccion alifatica en el sistema “composteo-cafia”. (a) dia 0 y (b) dia

30.
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El sistema “composteo-coco” logré una remocion de los compuestos de 12, 14, y 16 atomos de
carbono. Las disminuciones méas notables en el area bajo la curva se encuentran en los tiempos de
retencion 6.4, 6.8, 7.2, 7.6 y 8.2 minutos, lo que representa una mayor disminucion en los
compuesto Cip, Ci4 Y Cis, lo cual se debe a que los microorganismos presentes en el suelo son

diferentes por lo que sus requerimientos carbono pueden ser distintos.
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Figura 3.7 Cromatograma que muestra la disminucion de la fraccion alifatica en el sistema “composteo-coco”. (a) dia 0 y (b) dia

30.

El sistema “bioaumentacion” logréo una remocion de los compuestos de 10 a 18 atomos de

carbono. Las disminuciones méas notables en el area bajo la curva se encuentran en los tiempos de

retencion 6.4, 7, 7.2, 7.8 y 8.4 minutos, lo que representa una mayor disminucion en los

compuesto Cip, Cia, y C16. Los compuestos Cyq y Cyg fueron removidos en menores cantidades.
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Figura 3.8 Cromatograma que muestra la disminucion de la fraccion alifatica en el sistema “bioaumentacion”. (a) dia 0 y (b)

dia 14.
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Los hidrocarburos alifaticos identificados que se lograron remover durante la cinética en los
diferentes sistemas de biorremediacion, fueron compuestos con 10, 12, 14, 16 y 18 atomos de
carbono, y en el cromatograma se representan las areas bajo la curva bajo la curva que aparecen
entre los tiempos de retencién 5.199 y 8.466 minutos. Los tiempos de retencion de los
compuestos alifaticos identificados durante la cinética en los distintos sistemas de
biorremediacion se muestran en la Tabla 6-Anexo 1.

3.1.4.2 Remocion de la fraccion aromatica

Los porcentajes de remocion de los hidrocarburos aromaticos que se obtuvieron en los diferentes
sistemas de la cinética de biorremediacion se representan en la Figura 3.9. El sistema que mejores
resultados logro fue “bioaumentacion”, alcanzando un porcentaje de remocion, después de 60
dias, de 82.4 %. Los sistemas ‘“control”, “composteo-cafia” y “composteo-coco” obtuvieron
resultados similares entre si alcanzando 69.8, 66.7 y 70.1 % de remocion respectivamente. El dia
14 los sistemas “control” y “bioaumentacion” presentaron el porcentaje de remocion mas alto
hasta ese momento (56 %) y el sistema “composteo-coco” mostraba el porcentaje méas bajo (35.5
%). Entre los dias 7 y 14 el sistema “composteo-coco” presento un periodo de latencia mostrando
un incremento de la remocidn entre el inicio y el final de dicho periodo de 1.2 %. A partir del dia
14 el sistema “composteo-coco” comenzé a remover de una manera méas acelerada la fraccion
aromatica de hidrocarburos alcanzando el dia 30 un 67 % de remocién. Este comportamiento se
le puede atribuir al periodo de adaptacién por el que los microorganismos pasan antes de empezar
a degradar hidrocarburos aromaticos en el caso del sistema “composteo-coco” dicho periodo

quedo comprendido entre el dia 0 y el dia 14.

Cuando el periodo de adaptacion de los microorganismos degradadores es corto se logran
porcentaje mas altos y periodos mas largos de remocion. Lo anterior, fue lo que sucedié en el
sistema “bioaumentacion®, lo cual le permitié que alcanzara el porcentaje mas alto de remocion

de compuestos aromaticos en comparacion con los demas sistemas.
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Figura 3.9 Porcentaje de remocion de la fraccion aromética de hidrocarburos en los sistemas de biorremediacion a lo

largo de los dias de funcionamiento.

Las concentraciones y los porcentajes de remocién de los hidrocarburos aromaticos se muestran
en las Tablas 7y 8-Anexo 1.

Los compuestos identificados que presentaron variaciones son el naftaleno, el fenantreno y el

benzo (a) pireno. Sus tiempos de retencion se muestran en la Tabla 9-Anexo 1

Los cromatogramas que representan la remocion de hidrocarburos de la fraccion aromatica en

los sistemas de hiorremediacidn se muestran a continuacion:

El sistema “control” al dia cero no presenta ninguno de los tres compuestos identificados, sin

embargo al dia 30 estos compuestos aparecen. En los mismos cromatogramas se muestran otros
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compuestos no identificados que se generan entre el dia cero y el dia 30. Esto se puede atribuir a
la transformacién que sufrieron los compuestos durante la biorremediacién y debido a los
procesos metabdlicos de los microorganismos degradadores que logran convertir un compuesto

inicial en otro diferente.
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Figura 3.10 Cromatograma que muestra los cambios en la fraccién aromatica en el sistema “control”. (a) dia 0 y (b)
dia 30.

54



Capitulo 3

De los tres compuestos identificados, Unicamente el fenantreno disminuye entre el dia 0 y dia 30,
el naftaleno y el benzo (a) pireno no se encuentran en el sistema “composteo-cana”. Entre el dia 0
y el dia 30 se observa la disminucion de algunos compuestos no identificados y la generacion de
otros, lo cual es posible en los procesos de degradacion y los compuestos en los que se

transforman dependen del microorganismo degradadores.
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Figura 3.11 Cromatograma que muestra los cambios en la fraccion aromatica en el sistema “composteo-caiia”. (a)

dia 0y (b) dia 30.
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En el sistema “composteo-coco” el fenantreno tuvo una pequefia disminucion y el naftaleno se
mantiene igual, el benzo (a) pireno no se encontro en sistema . El dia 30 se observo la
disminucion de algunos compuestos no identificados y la aparicionde otros nuevos que en el dia
0 no estaban presentes. Esto se puede atribuir a la transformacion que sufrieron los compuestos
durante la biorremediacién y debido a los procesos metabolicos de los microorganismos que
realizan la degradacion.
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Figura 3.12 Cromatograma que muestra los cambios en la fraccion aromatica en el sistema “composteo-coco”. (a)
dia 0y (b) dia 30.
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En el sistema “bioaumentacion” no se encontro el naftaleno, en fenantreno aumento entre el dia 0
y el dia 30, por su parte el benzo (a) pireno fue generado por los microorganismos degradadores
dentro de sus rutas metabdlicas. El dia 30 aparecen nuevos compuestos que en el dia 0 no se
encontraban. Esto se puede atribuir a la transformacion que sufrieron los compuestos durante la

biorremediacion y debido a los procesos metabolicos de los microorganismos degradadores.
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Figura 3.13 Cromatograma que muestra los cambios en la fraccién aromatica en el sistema “bioaumentacion”. (a)

dia 0y (b) dia 14.
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES

En los diferentes sistemas de biorremediacion, se observo un mayor porcentaje de remocion de
hidrocarburos alifaticos en los dos sistemas de composteo al dia 30. En el sistema “composteo-
coco” se observd una remocion del 76.79%, mientras que en el sistema “composteo-cafia” la
remocion fue de 70.74%. Para los sistemas “control” y “bioaumentacion” estas cifras fueron del
59.98% y 60.01% respectivamente.

Con respecto a los hidrocarburos aromaticos, los mejores porcentajes de remocién se
presentaron en el sistema “bioaumentacion”, con una degradacion del 82.41 % en 60 dias.
Los sistemas ‘“‘control”, “composteo-cafia” y “composteo-coco” lograron remover en el
mismo periodo de tiempo 69.83, 66.75 y 70.10 % respectivamente. En este punto se
comprueba la capacidad que tienen los consorcios de bacterias autoctonas de suelos
contaminados con petréleo, para la degradacion de hidrocarburos aromaticos.

En los ensayos de biorremediacion donde se midié el carbono organico total, se presentaron
valores iniciales mas altos en los sistemas de composteo (43.53% para “composteo-COCO Y
36.24% para “composteo-cafia”). La adicion de los materiales de contacto proporciono6 una fuente
de carbono y de microorganismos exdgenos adicional a la de los suelos, lo que se presume,
permitié una mayor remocion de hidrocarburos alifaticos. En la determinacién del fosforo
disponible, se observé que posiblemente por irregularidades en la aplicacion del método y/o
debido a error humano, los resultados mostraron discrepancias en lo que debié ser un proceso de
asimilacion constante para el crecimiento bacteriano. Aun asi, se logré observar que el sistema
que mas fosforo disponible disminuyo, fue el de “composteo-coco”, probablemente por la alta
actividad bioldgica que presento.

La utilizacion de microorganismos autoctonos y exdgenos al mismo tiempo en los sistemas de
composteo logro un mejor funcionamiento en la remocion de hidrocarburos alifaticos. En el
sistema “bioaumentacion” se lograron los mayores porcentajes de remocion de hidrocarburos
aromaticos utilizando Unicamente microorganismos autdctonos para bioaumentar el suelo.

El sistema “composteo-coco” logré mejores resultados que el sistema “composteo-cafia” tanto en
la remocion de hidrocarburos alifaticos como de aromaticos, lo que indica que la cascara de coco
es un mejor material de contacto debido a su porosidad, ya que permite una mejor aeracion del
sistema y posiblemente le adiciona mas nutrientes y microorganismos exdgenos habituados a la
degradacion de compuestos complejos presentes en la cascara.
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CAPITULO 5. ANEXOS

Anexo 1

Tabla 1 Miligramos de CO, producidos en los diferentes sistemas a lo largo de la cinética de biorremediacidn.

Tiempo mg de CO, producidos
(dias) Control Composteo-Cafa Composteo-Coco | Bioaumentacion
0 0 0 0 0
1 5 20 5 10
2 9 45 8 10
3 10 70 10 30
4 15 90 40 75
5 40 89 40 120
6 70 90 40 120
7 100 120 35 121
8 110 140 45 122
9 115 160 55 122
10 120 200 120 122
11 133 218 170 122
12 150 230 220 140
13 176 240 238 140
14 200 250 255 140
15 190 250 270 140
16 180 251 287 136
17 180 260 310 130
18 188 290 347 125
19 200 320 385 125
20 250 350 430 130
21 290 395 500 131
22 326 445 575 -
23 365 493 650 -
24 400 540 710 -
25 433 580 730 -
26 468 590 750 -
27 500 600 780 -
28 540 640 830 -
29 580 680 885 -
30 620 720 950 -
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Tabla 2 Porcentajes de carbono organico total presente en los diferentes sistemas a lo largo de la cinética de

biorremediacion.

Dias de Composteo- Composteo-
Control Bioaumentacion
muestreo Cana Coco
0 25.3126578 36.2463252 43.534432 21.4359943
7 21.5852042 24.7855333 27.3740974 18.4408128
14 15.3393651 21.9434458 24.178115 12.9589178
23 - - - 7.35266595
30 9.63307253 21.2821772 21.1587067 -
60 11.2444988 22.4947879 15.5990751 10.2799624

Tabla 3 Porcentajes de fdésforo disponible presente en los diferentes sistemas a lo largo de la cinética de

biorremediacion.

Dias de muestreo | Control | Composteo-Cafia | Composteo-Coco | Bioaumentacion
0 0.19148045 0.16653227 0.18860145 0.14738483
7 0.14597361 0.1691903 0.1486113 0.17797982
14 0.20932424 0.20800613 0.25974792 0.15172984
23 - - - 0.17244723
30 0.21562997 0.2256151 0.28670253 -
60 0.15110326 0.16350343 0.09805023 0.12649701

Tabla 4 Concentracion (ppm) de hidrocarburos alifaticos en los diferentes sistemas a lo largo de la cinética de

biorremediacion.

Dias de Composteo- Composteo- ) )
Control Bioaumentacion
muestreo Cafa Coco

0 8,853 8,407 9,333 8,188
7 4,509 5,971 8,161 5,329
14 3,944 5,208 6,081 3,669
23 - - - 3,274
30 3,543 2,460 2,167 -

60 1,189 1,087 1,166 2,875
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Tabla 5 Porcentajes de remocion de hidrocarburos alifaticos en los diferentes sistemas a lo largo de la cinética de

biorremediacion.

Dias de Control Compczsteo- Composteo-Coco | Bioaumentacion
muestreo Cana
0 0 0 0 0
7 49.07 28.97 12.56 34.92
14 55.45 38.05 34.85 55.19
30 59.98 70.74 76.79 60.01
60 86.57 87.07 87.51 64.89

Tabla 6 Compuestos alifaticos identificados durante la cinética en los distintos sistemas de biorremediacion.

Tiempo de Tiempo de Tiempo de
Compuesto Retencion Compuesto | Retencion | Compuesto Retencion

(min) (min) (min)
Cio 5.199 Ci 6.224 Cis 7.650
Cio 5.247 Ci 6.266 Cis 7.825
Cuo 5.318 Cw 6.367 Ci 7.890
Cuo 5.367 Ci 6.462 Ci 8.045
Cuo 5.399 Ci 6.550 Cis 8.297
Cuo 5.444 Ci 6.624 Cis 8.464
Cio 5.482 Ci2 6.654 Cis 8.933
Cio 5.558 Ci2 6.694 Cis 9.466
Cio 5.627 Cus 6.744
Cio 5.689 Cus 6.850
Cuo 5.752 Cu 7.054
Cuo 5.802 Cu 7.100
Cuo 5.849 Cu 7.138
Cuo 5.912 Cu 7.255
Cio 5.977 Cu 7.322
Cio 6.025 Cu 7.463
Cio 6.085 Cu 7.511
Cio 6.158 Cus 7.600
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Tabla 7 Concentracion (ppm) de hidrocarburos aromaticos en los diferentes sistemas a lo largo de la cinética de
biorremediacion.

Dias de Control Compgsteo- Composteo-Coco | Bioaumentacion
muestreo Cana
0 830 772 571 887
7 429 513 375 373
14 364 387 368 387
30 264 325 188 286
60 250 257 171 156

Tabla 8 Porcentajes de remocion de hidrocarburos aromaticos en los diferentes sistemas a lo largo de la cinética de
biorremediacién.

Dias de Control Compgsteo- Composteo-Coco | Bioaumentacion
muestreo Cana
0 0 0 0 0
7 48.32 33.56 34.38 57.96
14 56.14 49.95 35.56 56.33
30 68.18 57.86 67.05 67.76
60 69.83 66.75 70.10 82.41

Tabla 9 Compuestos aromaticos identificados durante la cinética en los distintos sistemas de biorremediacion.

Compuesto | Tiempo de retencion (min)

Naftaleno 6.07
Fenantreno 8.80
Benzo(a)pireno 18.50
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