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RESUMEN

El objetivo fundamental del trabgjo fue mejorar la transferencia de masa de
hidrocarburos intemperizados de un suelo contaminado a la fase liquida, incrementando la
desorciéon de los hidrocarburos mediante la adicion de un solvente. Todos los estudios se
realizaron en microcosmos de 165 ml con un cultivo de suelo en suspension al 30% (p/v). La
muestra de suelo con la que se desarroll6é € trabgjo fue tomada en un sitio proximo a una
refineria localizada en € estado de Veracruz. Del mismo sitio se tomd una planta nativa
(Cyperus Laxus Loam), que crecia en el suelo contaminado, para a partir de su rizésfera aislar
un consorcio microbiano adaptado a concentraciones elevadas de hidrocarburos, mismo que se
utilizé paraestudiar el proceso de biodegradacion.

Se ha demostrado, por diversos investigadores, que la biodisponibilidad de
hidrocarburos intemperizados, cuando se trabagja en un cultivo de suelo en suspension, puede
incrementarse por €l uso de surfactantes o solventes. En este trabajo se optd por €l uso de
solventes para mejorar € proceso globa de biodegradacion dado que un surfactante podria
favorecer un exceso de produccion de espuma. Se compararon tres solventes de tipo polar,
hexano, tolueno y benceno; y tres de tipo no polar, acetona, butanol y metanol.Se determin6
gue no existe correlacion entre la polaridad del solvente y la desorcion de los hidrocarburos en
el suelo. La mayor desorcion de hidrocarburos totales del petréleo (HTP) se obtuvo con
tolueno, cuyo extracto contiene una alta proporcion de compuestos arométicos y asfaltenos.
Posteriormente se estudio la desorcién/biodegradacion simultanea en la cual la adicion de

tolueno increment6 de manera significativa, con respecto al control sin solvente, el consumo de



HTP y particularmente el consumo de compuestos poliarométicos. Los resultados de la
desorciér/biodegradacion simulténea con los demas solventes probados no fueron
significativamente diferentes a control sin solvente.

Con base en los resultados anteriores se selecciond al tolueno para determinar el efecto
de la concentracion de tolueno en la desorciéon de HTP y en la desorcién/biodegradacion. La
tasa de desorcién mostré un comportamiento exponencial con respecto a la concentracion de
tolueno. En € intervalo de concentraciones de tolueno probadas, la mejor degradacion ocurrid
cuando se adicionaron 14 000 mg/kg de suelo base seca, en 30 dias de tratamiento los HTP
iniciales, 292 000 mg de HTP/kg de suelo base seca, disminuyeron un 47% a 30 °C, 150 rpmy
10 % de in6culo (V/v).

Sin embargo el consumo de HTP fue inhibido cuando se adicionaron més de 14 000 mg
de tolueno/kg de suelo. Para los fines de este trabgo se supuso que e consumo de
hidrocarburos sélo ocurre en la fase liquida y este consumo fue explicado por un modelo de
inhibicion por sustrato que generd una kn, y una ki de 57 y 490 mg HTP/I de suspension,
respectivamente. Este modelo también permitié estimar el grupo adimensional de Damkhdler
(Da), como una relacion entre la tasa de degradacion maxima de hidrocarburos y la
transferencia de masa maxima de hidrocarburos entre la superficie del suelo y la fase liquida. El
Daindicé que la transferencia de masa de los hidrocarburos es €l paso que limita e proceso de
biodegradacion en concentraciones de tolueno menores a 86 000 mg/kg de suelo. Con
concentraciones de tolueno superiores, la reaccion bioldgica se convierte en el paso limitante,

segun lo indica e Da. Los resultados se explican por € efecto inhibitorio de los compuestos



solubles en la fase liquida (HTP-tolueno) que pueden disminuir la actividad de la poblacion
microbiana provocando la acumulacién de HTP-Tolueno.

Los resultados obtenidos confirmaron que es factible e uso de solventes,
especificamente tolueno, para acelerar la desorcion y mejorar la biodegradacion de HTP.
Tratamiento sur podria ser aplicable a otros suelos altamente contaminados con hidrocarburos

intemperizados siguiendo la estrategia propuesta pero utilizando otros solventes.



ABSTRACT

The objective of this study was to improve the mass transfer of aged hydrocarbons from
contaminated soil to liquid phase. We study the feasibility of use solvents as treatment to
increase the desorption rate and the biodegradation rate. The assays were performed in soil
slurry (30% w/v) in 165-mL serological bottles. The soil was obtained from a site next to a
refinery localized in the state of Veracruz, Mexico. The microbial consortium used was isolated
from the rizosphere of a native plant (Cyperus laxus Lam) that naturaly grewn in the
contaminated site.

Surfactants or solvents are used to increase the bioavailability of aged hydrocarbons in
durry phase. In thiswork, we proposed the use of solvents to improve the biodegradation rate,
because some surfactants are toxic and excess of foam could complicate the treatment in soil
dlurry. A comparison of the hydrocarbons extracted with different solvents: hexane, toluene and
benzene (polar) and acetone, butanol and methanol (non-polar) were made. The desorption rate
was not correlated with polarity solvent. The higher desorption rate of total petroleum
hydrocarbons (TPH) was obtained with toluene, in this case the extract was composed by
polyaromatic compounds and asphaltenes. In desorption/biodegradation assays, toluene
addition increased the hydrocarbon consumption rate significatively, while other solvents did
not a significative effect on hydrocarbon consumption rate.

Toluene was selected to studied the effect of its concentration on desorption of
hydrocarbons and on desorption-biodegradation assays. Our studies showed that toluene

increase exponentialy the desorption rate. Addition of 14 000mg/kg of soil increases the



consumption rate three times in comparison to control without solvent. In 30 days the initial
TPH concentration in soil, 292 000 mg/kg of soil, diminished 47% when the serologica bottles
contained 10% (v/v) precultured microorganisms and they were incubated at 30°C in arotatory
shaker at150 rpm.

Toluene probably yield a highly toxic toluene-hydrocarbon phase when more than 14
000 mg/kg of soil was added. The inhibitory effect of toluene-TPH was also studied A
substrate inhibition model was used: the ky, and k; constants were 57 and 490 mg TPH/L liquid
phase, respectively. The proposed model lead us the dimensionless Damkhdler number (Da)
that is defined as the ratio of the rate of maximum degradation to maximum convective mass
transfer between soil surface and liquid phase. Da Evaluation showed that rate of mass transfer
was the limiting step in overall biodegradation in non-solvent control. When high concentration
of toluene was added then bioreaction was the limiting step, but inhibitory effect of toluene-
TPH should be considered. The data in the system are well described by the proposed model
involving sequential desorption and biodegradation restricted to liquid phase.

Results showed clearly that solvents could be used to increase desorption rate. A grater
increase of desorption and desorption/biodegradation of hydrocarbons were obtained when

toluene was added.



INTRODUCCION

La liberacion accidental de hidrocarburos al suelo trae como consecuencia efectos
negativos sobre la vegetacion y frecuentemente la acumulacion de los contaminantes en las
plantas asi como en e suelo. Sin bien la biorremediacion es una tecnologia ampliamente
aceptada para €l saneamiento de suelos contaminados, se desconoce a fondo los fendmenos
guimicosy bioldgicos implicados durante el proceso de biorremediacion.

El tratamiento de suelos contaminados puede efectuarse en fase solida 0 en suspension
de sudlos (slurry phase), en este Ultimo proceso el suelo o lodo contaminado se trata en un
biorreactor en donde se realizan la extraccion y la biodegradaciéon de los contaminantes. El
mezclado continuo en €l biorreactor permite mantener € suelo en suspensién a la vez que
permite el rompimiento de los agregados de suelo. Favoreciendo la disolucion de contaminantes
y en consecuencia se reduce la resistencia a la transferencia de masa de los contaminantes de la
fase solida a la fase liquida. Cuando un compuesto ha permanecido por un largo periodo de
tiempo en el suelo tiende a migrar hacia los poros 'y microporos del suelo, sitios a los cuales no
tienen acceso los microorganismos (Alexander, 2000). Para que estos compuestos estén
disponibles para los microorganismos deben difundir para llegar a la superficie del suelo.
Aunque algunos investigadores seflalan que e consumo ocurre tanto en la superficie del suelo
como en la fase liquida (Zhao y Voice, 2000), en este trabajo se supone que el consumo ocurre
solo cuando los hidrocarburos estén disueltos en la fase liquida.

El proceso global de biodegradacion puede ser controlado por la transferencia de masa

0 la reaccion biologica. Cuando se trabgja con hidrocarburos en suelos intemperizados



(Carmichael y col. 1997) e paso que limita el proceso es la transferencia de masa. Para
incrementar la tasa de desorcion se ha propuesto €l uso de surfactantes (Boopathy y Manning,
1999) y solventes (Castaldi, 1993). Los surfactantes han mostrado efectos contradictorios (Liu
y col. 1995) y tienen la desventaja de incrementar la formacién de espuma en un reactor con
agitacion. En cuanto a uso de solventes se ha preferido a los de baja toxicidad: aceite de
parafina (Jiménez y Bartha, 1996) o aceite de silicon (Villemour y col. 2000). Sin embargo, se
ha demostrado que la tolerancia de los microorganismos y estimulacion de la biodegradacion
aumenta el espectro de posibles solventes que pueden utilizarse, como es €l caso del tolueno
(Robertson y Alexander, 1996).

Es poco lo que se ha publicado sobre el tratamiento de suelos intemperizados con
cultivos en suspension aplicando solventes para meorar la biodegradacion. Debido a esto
surgié como interés de este trabajo: (i) incrementar la desorcion de HTP mediante la adicion de
solventes, (ii) controlar la tasa de desorcidon y equilibrar la desorcidrn/biodegradacion, (iii)
identificar el paso que limita el proceso global y (iv) predecir el consumo de los hidrocarburos
en lafase liquida.

El trabajo se dividid en tres partes, en la primera se estudié € efecto del hexano,
tolueno y benceno, butanol, acetona y metanol en la solubilizacion y desorcion de HTP del
suelo en microcosmos de 165 ml. Posteriormente se estudié como se modifica la
desorcién/biodegradacion simultanea de HTP en un cultivo de suelo en suspension a nivel
microcosmos por la adicion de los mismos solventes.

En la segunda parte, se estudio el efecto de la concentracion de tolueno en la desorcién

y después en el proceso global desorcién/ biodegradacion en cultivo de suelo en suspension. Se



sabe gue algunos compuestos en concentraciones altas son toxicos a los microorganismosy que
el consumo de esos compuestos puede ser descrito por una cinética de inhibicion por sustrato.
Bajo esa premisa se propuso un modelo de inhibicidén por sustrato acoplado a un mecanismo
sencillo de desorcién en estado transitorio. EI modelo permitié apoyar la hipétesis de que €
consumo de HTP selleva a cabo en lafase liquida. Se estimaron las constantes de afinidad (K,)
y de inhibicion (ki) y €l grupo adimensional de Damkhdler que proporciona informacion sobre
larelacion entre la biodegradacion de hidrocarburos y la transferencia de masa de hidrocarburos

entre la superficie del suelo y la fase liquida.



REVISION BIBLIOGRAFICA



1. Revision bibliografica

Con € fin de ubicar € trabagjo en & contexto del avance cientifico del tratamiento de
suelos intemperizados contaminados con hidrocarburos se presenta la siguiente revision
bibliografica. En este capitulo se discute sobre las propiedades de los hidrocarburos y del suelo
gue inciden sobre la biodegradacion de compuestos sorbidos. Asi mismo se discute sobre
algunas alternativas que se han empleado para mejorar € proceso globa de biodegradacion y
finalmente se hace una semblanza del tratamiento de suelos en biorreactores de suelo en

suspension.

1.1. Contaminacion del suelo con hidrocarburos

En México existen varias areas contaminadas con hidrocarburos del petréleo como
consecuencia de las actividades de extraccion, refinamiento y transporte, ademas de los
derrames accidentales. Los sitios més afectados se localizan esencialmente en el sudoeste de la
republica, a sur de Veracruz y en el norte de Tabasco. Una de las zonas mas contaminadas se
localiza en las inmediaciones de la Refineria de Minatitlan, Veracruz, especificamente en €
Pantano de Santa Algjandrina, con una extension de 720 Ha. Esta zona ha estado expuesta por
cas 100 afios a los efectos de los hidrocarburos. En el pantano, la concentracion de los
contaminantes varia en los diferentes sitios pero puede alcanzar valores tan altos como 500 000
ppm (Gallegos y col. 2000). Entre los principales contaminantes se distinguen compuestos que
pertenecen a grupo de los dlifaticos y a de los asfaltenos con un 39.8 y 32.4%,

respectivamente.



En los Ultimos afios PEMEX ha redizado diversos trabajos, en colaboracién con
instituciones de educacion superior o contratando empresas de consultoria que han aplicado
tratamientos de biorremediacion, con la intencion de recuperar € sitio. Sin embargo, €l ato
grado de contaminacion y la inexperiencia de muchas empresas no ha permitido resolver €l
problema. De ahi la importancia de tratar de identificar y explicar cuales son los fenémenos que
limitan el tratamiento biol6gico para plantear estrategias. Antes de detalar los fendmenos que
ocurren en la biodegradacion de los contaminantes en el suelo, a continuacion se describen las

propiedades del suelo y de los hidrocarburos que tienen un efecto directo en la biodegradacion.

1.1.1. Composiciény propiedades de los hidrocarburos del petréleo

El petréleo se compone de carbono e hidrégeno y en menor proporcion de los otros
elementos que se listan en la Tabla 1.1. Los compuestos presentes en el petrdleo crudo y
derivados pueden dividirse en cuatro grupos: alifaticos, aromaticos, polares o resinas y
asfaltenos (Tissot y Welte, 1982). Los diféticos incluyen alcanos ramificados y de cadena
lineal; cicloalcanos con diferente nimero de anillos y cadenas laterales (Huesemann y Moere,
1993). El patron de enlace de los hidrocarburos alifaticos permite una distribucion uniforme de
la carga electrénica y por tanto son moléculas no polares o ligeramente polares. La fuente de
sus interacciones electromagnéticas es funcion del movimiento aeatorio de la nube de
electrones que circundan la molécula. Constantemente la distribucion de la nube electrénica
cambia de manera aeatoria provocando fluctuaciones polares que cambian la superficie

molecular. Aunque no se forman configuraciones polares, temporalmente se crean dipolos.



Los hidrocarburos arométicos sencillos son compuestos tales como el tolueno, benceno,
xileno, naftalenos y bifenilos. Los arométicos tri y policiclicos (HPA), presentes en menor
cantidad son: fenantreno, antraceno, criseno, benzofluoreno y pireno. La estructura de anillos
en estas moléculas es simétrica y se distribuyen en forma de laminas con nubes de electrones
sobre y debajo del plano de la molécula (Cerniglia, 1992). Los patrones de enlaces les
proporcionan cierta polaridad, ya gue las nubes de electrones alrededor de la molécula pueden
ser deformadas por moléculas adyacentes dando como resultado una carga parcial positiva o
negativa.

Tabla 1.1. Composicion eemental promedio dd petréleo crudo

% en peso ppm
C 83-87 Y, 5 - 1500.0
H 10-14 Ni 3 - 1200
S 0.05- 6 Fe 0.04 - 1200
N 01-25 Cu 02 - 1200
0] 05-15 Co 0.001 - 12.0
Si 01 - 5.0
Mgy Ca 1 - 25
ZnyAl 05 - 1.0
Pb 0.001 - 0.2
Hg 0.03 - 0.1

El grupo polar o de las resinas se define como la fraccion de compuestos que son
solubles en n-alcanos (pentano) y solventes aromaticos (tolueno) e insolubles en acetato (Diallo
y col. 2000). Esta fraccion esta compuesta por hetero-compuestos con a&omos polares como
nitrégeno, azufre y oxigeno. Entre los compuestos representativos se pueden mencionar los

acidos nafténicos, mercaptanos y tiofenos. Los compuestos polares de bajo peso molecular se



forman como consecuencia de la degradacién microbiana de compuestos alifaticos y arométicos
(Huesemann y Moore, 1993), en los residuos de biodegradacion se han identificado
principalmente cetonas, &cidos grasos y esteres, ademas de cicloaliféticos y aromaticos (Riss 'y
col. 1996).

Por Ultimo, los asfaltenos son la fraccion mas pesada del petroleo, insoluble en n-
alcanos (pentano y heptano) (Diallo y col. 2000). Se forman debido a la oxidacion de las resinas
naturales. Cuando se precipitan son particulas semisdlidas de color café o negro, una
descripcidn esquematica de su estructura se muestraen la Fig.1.1 (Altamirano, 1986). A escaa
microscopica estan compuestos por estructuras alifatico/nafténicas que rodean o conectan
laminas de arométicos polinucleares. Esas laminas se ordenan en grupos pequefios para formar
el nicleo de las particulas de asfatenos, que a su vez es rodeado por otras unidades
alifatico/nafténicas (corona). Se cree (Fenistein y col. 1998) que en solucidén conservan su

estructura debido ala solvatacion de la corona.

Fig. 1.1 Estructura molecular de un asfalteno de petréleo crudo maya.



Blackburn y Hafker (1993) sugirieron que la susceptibilidad de biodegradacion de los
compuestos puede resumirse segln se muestra en la Tabla 1.2. Los alcanos linedes de la
fraccion saturada son los més susceptibles, seguidos de los cicloalcanos y arométicos de bajo
peso molecular; la resistencia de los compuestos arométicos aumenta con el nimero de anillos.
Generalmente la persistencia de los hidrocarburos del petréleo en el ambiente se incrementa en
relacion directa con € punto de ebullicion de los compuestos. Los asfaltenos generamente han
sido considerados como recalcitrantes (resistentes) a la biodegradacion microbiana. Aunque se
ha reportado que la degradacion de estos compuestos es posible en condiciones en donde las

moléculas estan dispersas o solubles (Riser-Roberts, 1997).

Tabla 1.2 Susceptibilidad de hidrocarburos a la degradacion

Susceptibilidad de degradacion Hidrocarburos
Altamente susceptibles n- alcanos e iso-alcanos
Muy susceptibles 1-, 2-, 5- y 6- cicloalcanos, arométicos

de 1-anillo arométicos

Moderadamente cicloalcanos de 3- y 4- anillos, y
arométicosde 2y 3 -anillos-

Tetra-arométi cos, estearenos,

Muy resistentes ) " .
nd triterpenos y aromati cos nafténi cos

Altamente resistentes Penta-arométi cos, asfaltenosy resinas

La biodegradacion de los hidrocarburos en el ambiente natural de los suelos no solo esta
controlada por la estructura quimica de los compuestos, también intervienen factores
ambientales y fisicos. Los primeros se refieren a las condiciones que permiten e desarrollo de

los microorganismos nativos del suelo y su actividad de biodegradaciéon. En cuanto a los



factores fisicos, e mas importante es la disponibilidad de los compuestos a los
microorganismos, ésta involucra la afinidad del contaminante o la reparticion de los
contaminantes en las fases presentes en e suelo: solida, liquida y gaseosa. Para comprender €
tipo de interacciones que ocurren entre los contaminantes y los componentes del suelo, en la

siguiente seccidn se describe brevemente las propiedades de |os constituyentes del suelo.

1.1.2. Propiedades de los congtituyentes del suelo

La fase sdlida del suelo es una mezcla de materiales inorganicos y organicos que
determinan la estructura del suelo. La fraccidn inorganica estd compuesta por fragmentos de
rocas y minerales de diferente tamafio y composiciéon. De acuerdo al tamafio, las fracciones del
suelo se clasifican en arena, limo y arcilla. La arena es de tamafio uniforme (0.02-2.0 mm)
aunque de formas irregulares, es quimicamente inerte y no tiene carga eléctrica por tanto tiene
una baja capacidad de intercambio idnico (Kim, 1994). El limo tiene un tamafio intermedio
(0.002-0.02 mm) y presenta caracteristicas que estan entre la arena y la arcilla. La arcilla es la
particula més pequefia (< 0.002 mm), posee carga hegativay es € congtituyente inorganico mas
activo en e suelo. Su presencia confiere a suelo una alta capacidad de intercambio catidnico
(Cresser y col. 1993).

La fraccion orgénica es considerada como un polimero tridimensional amorfo
compuesto por hidrocarburos arométicos y alifaticos con cadenas hidréfobas laterales y gran
variedad de compuestos polares. Su presencia en € suelo mejora la agregacion de particulas
produciendo estructuras estables e incrementa la capacidad de intercambio catiénico. Cuando

un suelo tiene un ato contenido de materia organica posee una gran porosidad y area



superficial 1o que implica una importante retencién de compuestos exdégenos contaminantes.
Los componentes del suelo, como cualquier fase solida, retienen los compuestos contaminantes
por sorcion. Los mecanismos implicados para cada tipo de compuesto dependen tanto del
compuesto mismo como de la fracciéon del suelo con la que interactien. A continuaciéon se

detalla €l caso de los hidrocarburos como contaminantes en el suelo.

1.1.3. Sorcion de los hidrocarburos en € suelo.

El término sorcién involucra a cualquier asociacion reversible de compuestos con la fase
solida, es decir adsorcion y absorcion. La adsorcion se refiere a la retencion de compuestos,
originalmente presentes en la fase liquida, por la superficie de los componentes del suelo
mediante enlaces quimicos o fisicos. Si los compuestos difunden al interior de los microporos
de la fase s6lida, entonces ocurre la absorcion. Los diferentes mecanismos de sorcién incluyen a
la "sorcion hidréfoba’ (o particion), interacciones de van der Waals-London, enlaces de
hidrégeno, intercambio de ligandos o reacciones de intercambio idnico (Alexander, 1999).

Entre los componentes dd suelo mencionados en la seccién 1.1.2, las arcillas y la materia
orgénica son los congtituyentes que absorben més compuestos exdgenos. Cuando se trata de moléculas
de elevado peso molecular se retienen en las superficies minerales por enlace de hidrogeno y en € caso
de compuestos de bajo peso molecular por intercambio idnico. Las arcillas tipo 1:1, como la kaolinita,
tienen menor capacidad de sorcion por que las moléculas solo se adsorben en las superficies externas.
En las arcillas 2:1, como es la montmorollonita, la absorcion de contaminantes ocurre tanto en
la superficie externa como la interna incrementandose por tanto la capacidad de sorcién (Weber

y col. 1969).



La fraccion organica del suelo es responsable de la sorcidon de compuestos hidréfobos,
muchos HPA y otros contaminantes no polares son sorbidos principalmente por materia
organica més que por las arcillas. La retencion de compuestos esta directamente relacionada
con el coeficiente de particion octanol-agua (Ko,) de los compuestos y con e contenido de
carbono organico del suelo. En € caso de fenantreno, Nam y col. (1998) demostraron gue un
suelo con un contenido de carbono organico mayor a 2%, la retencion es evidente después de
200 dias de intemperizacion. Para la sorcion de compuestos en la materia organica se han
propuesto (Alexander, 1999) dos explicaciones: (i) ocurre un enlace fisico o quimico del
compuesto a la superficie del solido, vy (ii) sucede la particion de las moléculas organicas hacia
la materia organica del suelo debido a su solubilidad y penetran en la matriz del sélido que
actiia como sorbente.

La sorcion es un fendmeno que ocurre en dos etapas, unainicial rdpida seguida por una
larga etapa lenta controlada por la transferencia de masa del soluto hacia los stios de
absorcion. Las cinéticas de sorcion y desorcion controlan la concentracion en la fase liquida de
los compuestos sorbidos y por tanto es parte esencial de estudio para un riguroso andlisis de la

biodegradacion de los hidrocarburos que contaminan e suelo.

1.2 Biodegradacion de hidrocarburos
Los hidrocarburos liberados d medio por derrames accidentales, rupturas de tuberias o
fugas de tanques pueden entrar en el suelo desplazando € agua. En contraste con los

compuestos solubles, quedan sorbidos o presentes formando gotas de fase liquida no acuosa



(FLNA). Estos compuestos estén sometidos a efectos ambientales y bioldgicos que provocan
cambios gquimicos que afectan a la biodegradacion de los contaminantes. Estos son agunos de
los aspectos que se describen en esta seccién, ademas se discute coOmo ocurre la biodegradacion

de los compuestos sorbidos en € suelo.

1.2.1. Intemperizacion y biodisponibilidad

La composicion quimica y concentracion de los hidrocarburos en € suelo son
modificadas por €l proceso de intemperizacion, es decir, por efecto de fendbmenos tales como
evaporacion, disolucién/lixiviacion, oxidacion quimica y biodegradacion (Dragun, 1998).
Conforme €l tiempo de residencia de un compuesto contaminante en el suelo se incrementa se
hace menos disponible a los microorganismos debido a la difusién a los microporos y sorcién
en los componentes del suelo. En este contexto la biodisponibilidad es la facilidad relativa con
la que un compuesto puede ser usado por los microorganismos nativos del suelo y se puede
entender como la suma del efecto neto entre la desorcion y la biodegradacion. Asi la
biodisponibilidad de los compuestos sorbidos es inversamente proporciona a la tasa de
desorcion. En la Fig. 1.2 se presenta esquematicamente €l conjunto de eventos gue rigen la
biodisponibilidad de compuestos sorbidos en suelo. ComUnmente las bacterias se alojan en
poros, de 0.8 a3 mm de diametro, formando biopeliculas sobre los agregados de suelo donde se
encuentran préacticamente inméviles. Por tanto el consumo de los contaminantes por los
microorganismos depende de las tasas de transferencia de los compuestos y del sitio donde
estén presentes. (1) si los compuestos se encuentran en €l interior de los microporos, con un

diametro menor a 1 mm, la biodisponibilidad de los compuestos estara siempre gobernada por



liberacion a un sitio accesible (Alexander, 2000), es decir a los macroporos. Esto implica una
secuencia de desorcién-sorcion-difusion en € interior de los microporos y la velocidad de
transferencia dependerd de la longitud y tortuosidad del poro y de los coeficientes de
transporte. (2) cuando los compuestos se encuentran sobre los agregados de suelo, es decir, en
los macroporos la liberacion a la fase liquida depende sblo de la desorciorn/adsorcion. (3)
cuando el contaminante esta disuelto en la fase liquida el transporte a la biopelicula sucede por
conveccion debido a gradientes de concentracion provocados por e consumo de los

contaminantes.

A cesroh
conveccién \ desorcion

—_— (2) macroporo
adsorcién

(3) faseliquida

/S

Fig. 1.2. Representacion esqueméatica de los eventos que rigen la biodisponibilidad de las

moléculas de contaminantes (=) en €l sudlo.



Los fendmenos de difusion, adsorcion/desorcion y conveccion que se esguematizan en
la Fig. 2 pueden manipularse bajo condiciones controladas. Para realizar un control de la
desorcion es necesario comprender la interrelacion de la desorcidn y la biodegradacion, tal que
pueda garantizarse la concentracion de hidrocarburos minima requerida en la fase liquida para

mantener la actividad microbiana de biodegradacion.

1.2.2. Desorciony biodegradacion de hidrocarburos

Iniciallmente cuando los hidrocarburos estéan libremente disponibles, la tasa de
biodegradacion esta controlada por €l consumo y metabolismo bacteriano, es decir, la
degradacion estd limitada por la reaccion. Conforme transcurre €l tiempo y todos los
hidrocarburos disponibles fueron metabolizados, |a tasa de biodegradacion disminuye y llega a
estar controlada por la tasa de desorcion de los hidrocarburos residuales sorbidos en suelo, es
decir, la biodegradacion esta limitada por la transferencia de masa.

El efecto de la sorcion de compuestos organicos sobre la biodegradacion es
determinado principalmente por tres factores: (i) tipo de compuesto, (ii) los mecanismos por
los cuales € compuesto esta enlazado y (iii) la capacidad de los microorganismos para usar 1os
compuestos sorbidos. Esta Ultima propiedad establece una division entre los microorganismos
gue pueden utilizar compuestos sorbidos y los que requieren que las moléculas estén en
solucién acuosa. Los mecanismos que permiten a una molécula sorbida estar biodisponible se
han explicado (Alexander, 1999) basandose en dos hipétesis. (i) los microorganismos al utilizar

los compuestos que estédn en solucion favorecen la desorcidon espontanea permitiendo asi que



otros compuestos entren a la fase acuosa. Esto implica que se establece un equilibrio entre la
superficie que retiene al compuesto y € ambiente liquido. Una vez que e compuesto en
solucion es consumido, la tasa metabdlica serd controlada por la tasa de desorcion. Esta
hip6tesis supone una alta densidad microbiana con una importante capacidad de degradacion.
(i) los microorganismos excretan metabolitos que facilitan la desorcion, de tal manera que la
tasa de desorcion rea es mayor a la determinada en ausencia de los microorganismos. En estas
circunstancias la tasa de desorcion esponténea no limita la biodegradacion.

A pesar de la importancia de la sorcién de los compuestos en la biodegradacion se ha
puesto poca atencion a las cinéticas de biodegradacion de compuestos sorbidos. Una
aproximacion para explicar las cinéticas es la aplicacion de modelos de dos etapas. Los modelos
suponen gue €l sustrato esta presente en dos entidades. en la primera el compuesto sorbido (Cs)
no esta disponible para € consumo microbiano; una vez que es desorbido (C.), en la segunda

etapa, entra a la solucion y puede ser metabolizado. Esto puede describirse como:

C. ¥h® C ¥#® productos
s —F’%A - P

Una vez que € sustrato libre es consumido la subsiguiente velocidad de degradacion es
controlada por latasa de desorcion (k;) (Zhao y Voice, 2000).

En general los estudios de desorcion/biodegradacion se han realizado con compuestos
modelo adicionados a suelo, sin embargo este tipo de compuestos no reflga €
comportamiento real de los compuestos intemperizados (Carmichadl y col. 1997). Por tanto se
requiere profundizar en el estudio de biodegradacion de estos compuestos, haciendo énfasis en

los mecanismos de transporte, para plantear estrategias que permitan distinguir o medir en €l



mejor de los casos la contribucion de los efectos de la desorcién y la biodegradacion en €
proceso global. Es decir, desarrollar técnicas que permitan medir la biodisponibilidad.
1.3. Medicion de la biodisponibilidad

En los dltimos afios, los investigadores se han interesado profundamente en predecir la
biodisponibilidad de compuestos organicos gue estén secuestrados en € suelo. Basicamente se
distinguen dos enfoques para la prediccion de la biodisponibilidad: (i) estimacién por medio de
una relacion entre la extraccion de los compuestos y e consumo por organismos de diferentes
niveles tréficos. En este enfogque un compuesto disponible es aquel que se puede extraer
facilmente con solventes; (ii) estimar la biodisponibilidad de un compuesto en € suelo

basandose en los fendmenos de transporte que anteceden ala reaccion bioldgica

1.3.1 Biodisponibilidad y extraccion con solventes

En este enfoque se considera que la utilizacion de los compuestos depende de las
caracteristicas de los organismos y del compuesto mismo. Asi, € objetivo es determinar si los
compuestos pueden ejercer un efecto téxico o si son accesibles al consumo biolégico. Esto
implica que €l interés se centra en los compuestos libres 0 que se extraen féacilmente de la
superficie dd suelo; que no son precisamente los compuestos extraidos con las técnicas
vigorosas usadas en los métodos comunes de andlisis de suelos (Alexander, 2000). En los
primeros trabgjos, Kelsey y col. (1997) aproximaron el consumo de fenantreno y antrazina por
una lombriz de tierra (Esenia foetida) y Pseudomas sp. con la recuperacion de los compuestos
con diferentes solventes. Con estos mismos compuestos se observo (Chung y Alexander, 1998)

gue la biodisponibilidad esta asociada a la extraccion con etanol. En € caso de DDT y



compuestos relacionados se observo (Tang y col. 1999) que la biodisponibilidad a E. foetida
esta altamente relacionada con e compuesto que es extraido por una solucién acuosa de
tetrahidrofurano. En otra serie de trabgjos similares, se correlacioné (Alexander y Alexander,
2000) la biodisponibilidad de HPA, estimada por las mutaciones generadas, con la extraccion
con n-butanol. La biodisponibilidad fue expresada como la relacion entre la cantidad total de
compuesto adicionado y la cantidad que provoca la mutacién bacteriana. Considerando también
el aspecto toxico, Parkerton y col (2000) sugirieron cuantificar la biodisponibilidad de
hidrocarburos mediante la particion de los compuestos hacia una fase de lipidos construida
como un modelo.

Todos estos trabajos tienen en comun € uso de compuestos modelo adicionados, que
no necesariamente reflgjan el comportamiento de los contaminantes de suelos intemperizados.
Por tratarse de compuestos adicionados es probable que la absorcién sea la principal asociacion
con las superficies solidas, lo que justifica una rapida extraccion de los compuestos con los

solventes usados y que la transferencia de masa tenga un minimo efecto en la biodegradacion.

1.3.2. Estimacion de la biodisponibilidad asociada a los fendmenos de transporte

Cuando se trabaja con sistemas donde los compuestos se pueden encontrar en la fase
liguida o sorbidos en la fase solida, la biodegradacién de los compuestos puede depender de la
capacidad de los microorganismos 0 de los procesos de transferencia (Alexander y Scow,
1989). Una de las primeras aproximaciones, en el estudio del efecto de la accesbilidad de los
contaminantes sobre la biodegradacion es el trabgjo desarrollado por Harms y Bosma (1997).

L as suposiciones principales son: (i) solamente los compuestos disueltos en la fase acuosa estan



disponibles y (ii) & consumo puede explicarse por la cinética de Michaelis-Menten. Basandose
en un sistema estacionario, igualaron la ecuacion de transporte del compuesto hacia la célula
con la ecuaciéon de consumo. Esto permitié obtener una ecuacion que representa el concepto
del consumo de sustrato por microorganismos como una funcion de la concentracion de un
sustrato distante. A partir de esta ecuacion se definié e factor J que es la relacion entre la

capacidad de biodegradacion y la capacidad de transporte en el medio circundante:

_ Ormax
=% (1.1)

Donde Qnax €s € flujo maximo del compuesto y K representa al coeficiente de transferencia de
masa. En el trabagjo desarrollado por estos investigadores se discute ampliamente la influencia
de esos factores en la disponibilidad de contaminantes en el ambiente.

Posteriormente Bosma y col. (1997) aplicaron este concepto al consumo de sustratos
gue han difundido al interior de los microporos del suelo. De igual manera aplicaron la cinética
de MichaglisMenten y la ecuacion de difusion del contaminante hacia los microorganismos.
Esto permitié generar un concepto matematico de biodisponibilidad tomando en cuenta el
efecto de la transferencia de masa y la actividad intrinseca de las células. Con estos elementos
se definié el nimero de biodisponibilidad (Bn), como la relacion entre la transferencia de masa

y la afinidad microbiana especifica:

k

B = g ko

(1.2)



Donde k es una constante de intercambio, referida como € factor de permeabilidad de las cdulas; gmax
es la tasa méxima de consumo dd compuesto y km es la concentracidn de contaminante en la superficie
celular. Este nimero adimensiona fue usado para analizar resultados de trabajos previos y permitié
identificar a la transferencia de masa como € paso que limita la transformacion de a-
Hexaclorociclohexano. Si bien dio una prediccidn correcta este nimero adimensional fue derivado bajo
suposicion de estado estacionario, condicion que no siempre se cumple en los cultivos y por tanto
aplicarlo al estado transitorio seria cuestionable.

Para la biodegradacion de HPA de una FLNA, considerando los fendbmenos de disolucion y
transferencia de masa de la FNLA a la fase acuosa Ghoshal y col. (1996) desarrollaron un modelo
matemético que describe e cambio de la concentracion de HPA en la fase liquida como una funcién de
la disolucion y la biodegradacion. Este modelo permitié establecer una relacion entre € coeficiente de
biodegradacion y d coeficiente de transferencia de masa, que fue expresada como € nimero
adimensional de Damkhéler (Da):

_ Kuio

Da= K

(1.3)

Donde Ky, €s la constante de biodegradacion para una cinética de primer orden y K|, es € coeficiente de
transporte convectivo entre la FNLA y la fase liquida. Si se comparan los componentes del Bn y Da,
observamos que ambos relacionan la constante de biodegradacion con € coeficiente de transporte
aungue de manera inversa. Sin embargo, para Da € uso de términos més sencillos da como resultado un
grupo adimensional mas simple. EIl modeo de Ghoshal se aplicd a estudio de la degradacion de
naftaleno de “Coal tar”, la estimacion del Da demostré que la transferencia de masa es @ paso que limita

la degradacion. Posteriormente Ramaswami y Luthy (1997) desarrollaron un modelo de transporte

de masa/biodegradacion de varias etapas para explicar la degradacion de HPA de “coal tar” en



un sistema de suelo en suspension. Definieron varios nimeros adimensionales entre los que se
incluye el Da que también representa la relacion entre la tasa méxima de liberacion de soluto de

la superficie de las particulas y la tasa méxima de consumo de soluto en la fase liquida:

_ KiicCr)
= 14
Da Ki:Cr (1.4)

Donde Ky, s la constante de biodegradacion, K, es el coeficiente de transporte entre la FNLA
y la fase liquida y Cgy es la concentracion de soluto. EI modelo demostro que la
biotransformacion de los compuestos de FLNA es controlada por la transferencia de masa,
segun los valores encontrados para el grupo adimensional Da.

En resumen, la biodisponibilidad podria representar la relacion de los efectos de la
transferencia de masa y la biodegradacion en cualquier modelo de estudio. Sin embargo, la
transferencia de masa 9 puede estudiarse de manera independiente para establecer estrategias
gue en principio aceleren la transferencia de masa y que deben comprobarse posteriormente en

presencia de los microorganismos.

1.4. Mgoramiento de la biodisponibilidad
Para mejorar la biodisponibilidad es necesario aumentar la movilidad y la transferencia de
los contaminantes. Si bien el uso de reactores de lodos permite mejorar la transferencia de

masa, cuando e suelo contaminado contiene arcillas la agitacion no es suficiente para acelerar



la desorcidon (Geerdink y col. 1996) y se requiere adicionar compuestos quimicos, como por
gemplo surfactantes (Boopathy y Manning, 1999) o solventes (Castaldi, 1993) que

incrementan la tasa de desorcion.

1.4.1. Aplicacién de surfactantes

Los surfactantes pertenecen a un grupo heterogéneo de moléculas que tiene la
propiedad de reducir la tension superficial y la tension interfacial de las soluciones acuosas y
mezclas de hidrocarburos, modificando la solubilidad de los hidrocarburos en agua.

El efecto de los surfactantes sobre la biodisponibilidad se puede explicar (Volkering y
col. 1995) a través de tres mecanismos: (i) dispersan la FLNA debido a que disminuyen la
tension interfacial entre la fase acuosa y la no acuosa, en consecuencia aumentan el area de
contacto con los microorganismos; (ii) modifican la solubilidad del contaminante por la
presencia de micelas que contienen altas concentraciones de hidrocarburos y (iii) facilitan el
transporte de la fase sdlida a la fase acuosa. El primer mecanismo sdlo estainvolucrado cuando
el hidrocarburo esta en la fase liquida y no sera discutido en este trabajo, los otros dos
mecanismos se esquematizan en la Fig. 1.3, donde HC representa a hidrocarburo y Sf d
surfactante (Edwards y col. 1994). Cuando los contaminantes estan sorbidos en el suelo el
transporte ala fase liquida (1) es facilitado por la disminucion de la tensién superficial del agua
en los poros, ateréndose € coeficiente de distribucion entre la fase soliday la fase liquida. Los
hidrocarburos son concentrados en la pseudofase micelar, evento que depende de la
distribucion del hidrocarburo disuelto entre la fase liquida y la pseudofase micelar. El

surfactante puede interaccionar con la fase soliday el contaminante (2) de manera que facilita el



trangporte a la fase liquida. Sin embargo, las interacciones entre surfactante, contaminante y el
suelo complican € esguema: los surfactantes pueden quedar sorbidos, asi mismo los

hidrocarburos pueden quedar atrapados en las micelas que se forman (Guhay Jafé, 1996).
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O desorcion 4 Fase liquida

T N

Y Sorcion

- P B =0

compuestos sorbidos

Fig 1.3. Diagrama esquematico de un sistema suelo/agua que contiene surfactantes no ionicos (Sf) e

hidrocarburos (Hc)

Debido a esto, los resultados de la aplicacion de surfactantes han generado amplias discusiones
(Liuy col. 1995). Ademas algunos surfactantes son téxicos a altas concentraciones e inhiben la
degradacion (Laha y Luthy, 1992) e incluso pueden favorecer la formacion de espuma en
exceso, que de hecho es un problema comin en los reactores agitados (Glasser y col. 1994). A
pesar de estos inconvenientes, €l interés por aplicar surfactantes en el tratamiento de suelos
contaminados ha permitido desarrollar novedosas propuestas como es € uso de lecitina de soya
(Favay Gioia, 2001), gque es un surfactante fitogénico aplicado para €l tratamiento de un suelo

artificial contaminado con bifenilos policlorados en microcosmo de suelo en suspension.



Si bien es posible superar algunos de los inconvenientes mencionados en el tratamiento
de suelos con surfactantes. Los costos, su caracter poco especifico, entre otros aspectos,
promueven la blsqueda de otras alternativas para mejorar la biodisponibilidad y biodegradacion
de compuestos hidrofobos. En este sentido el uso de los solventes es una aternativa que ha

sido explorada en diversas direcciones retomando conceptos de otros sistemas de reaccion.

1.4.2. Aplicacién de solventes

El uso de los solventes deriva basicamente de los trabajos para dispersion de FLNA y
extraccion quimica de contaminantes del suelo con solventes. La dispersion de la FLNA puede
lograrse por la adicién de solventes que llevan alos compuestos a la fase organica disueltaen la
fase acuosa (Catherine y Luthy, 1993). Con compuestos hidr6fobos puros se demostrd
(Efroymson y Alexander, 1991) que la adicidn de hexametilnonano promueve la degradacion de
estos compuestos por medio de la adhesiéon de los microorganismos a la interfase solvente-
agua. Resultados similares se obtuvieron en la biodegradacion de pireno (Jiménez y Bartha,
1996) con aceite de parafina; en contra parte, € heptametilnonano provocd la inhibicion de la
actividad bioldgica. Estos resultados se explicaron por la formacion de emulsiones que
contienen a los hidrocarburos a las cuaes se adhieren los microorganismos. Cuando se trata de
mezclas de compuestos en una FLNA se puede también mejorar la biodegradacion por los
mecanismos antes mencionados (Birman y Alexander, 1996). Para una FLNA toxica se ha
propuesto como alternativa el uso de sistemas de tres fases. FLNA toxica, aguay FLNA no
toxica. En este sistema los compuestos se “concentran” en la fase organica no toxica y entran

lentamente a la fase acuosa conforme se consumen por los microorganismos. Este tipo de



sistemas se ha usado para penta-clorofenol (Munro y Daugulis, 1997) y compuestos BTX
(Collins y Daugulis, 1999).

Si los compuestos hidréfobos estén en  suelo, como FLNA o sorbidos, el problema es
también incrementar la solubilidad. Los solventes organicos afectan la lixiviacion (Nkedi-Kizza
y col. 1987) y sorciéon (Fu y Luthy, 1986) por que cambian la polaridad del ambiente suelo-
agua alterando la distribucion. Con métodos quimicos de tratamiento de suelos contaminados
se ha demostrado (Reiser-Roberts, 1997) que la extraccion de compuestos aromaticos con
acetonacagua 81% (v/v) fue altamente eficiente en pruebas piloto. Sin embargo, poco se ha
explorado sobre e uso de solventes para meorar la biodegradacion de compuestos
contaminantes sorbidos, aunque la extraccion con solventes se ha empleado como un
complemento a oxidaciones quimicas (Nam y col, 2001). Castaldi (1993) sugiri6 que los
solventes producidos (tolueno y compuestos fendlicos) en una fase anaerobia previa a la
degradacion podrian promover la degradacion de los compuestos del sudlo, sin embargo no
reportd resultados sobre sus especulaciones. Los sistemas de tres fases también han sido
aplicados en reactores de suelo en suspension. Villemur y col. (2000) utilizaron aceite de silicon
para mejorar la degradacion de PAH, la adicion de 15% de aceite (v/v) a una suspension con
30% de suelo (p/v) incremento la biodegradacion.

Si se combina la extraccion de contaminantes del suelo por solventes con la
biodegradacion, la principal restriccion podria ser la toxicidad, algunos solventes suprimen o
disminuyen €l crecimiento y/o el metabolismo de los microorganismos. Una clasificacion de los
solventes en cuanto a su toxicidad se basa en €l coeficiente Kow, cominmente expresado en

forma logaritmica. Compuestos con un coeficiente menor a uno no suprimen la actividad



microbiana como se muestra en la Tabla 1.3, pero s €l solvente tiene un log Kow entre uno y
cinco unidades se considera como altamente téxico (Inoue y Horikoshi, 1989). Sin embargo, es
dificil hacer una seleccién de un solvente basdndose sdlo en la toxicidad, los solventes no
téxicos son de tipo polar y por tanto muy poco podrian mejorar la solubilidad acuosa de los
compuestos hidréfobos. Por otra parte, actuamente se sabe (Isken y col. 1999) que €l efecto
dosis respuesta de un solvente depende de su concentracidon en la membrana celular y no solo
de la estructura quimica del solvente. Esto implica que cualquier compuesto quimico podria
gjercer un efecto negativo en concentraciones elevadas, pero alavez abre la posibilidad de que
un microorganismo sea capaz de utilizar compuestos toxicos o utilizar uno en presencia de otro
compuesto toxico como lo demostraron Robertson y Alexander (1996), con bacterias
tolerantes a solventes toxicos, como el tolueno, se logré consumir al fenantreno disuelto en

tolueno.

Tabla 1.3. Toxicidad de diferentes en funcion de Koy

Solvente Log Kow Toxicidad
Dioxano -1.10 No toxico
Acetona 0.23 No toxico
Benceno 2.00 Toxico
Tolueno 240 Téxico
Xileno 3.10 Téxico
Decano 5.60 No toxico
Tetradecano 7.60 No toxico
Dioctilftalato 8.80 No toxico

Fuente: Alexander, M., 1998



Como seindicé al iniciar esta seccion la mejor aternativa para megjorar la transferencia
de masa es € uso de los biorreactores de suelo en suspension. Aungue en esta parte se han
mencionado, es necesario describir de manera precisa este tipo de reactores y profundizar a

detalle en cuanto sus caracteristicas y aplicaciones.

1.5. Tratamiento de suelos contaminados en sistemas de suelo en suspension.

El tratamiento en suelo en suspension es una técnica con la que se trata el suelo o lodo
contaminado en un reactor en donde ocurren la extraccién y la biodegradacion. La suspension
se forma por la adicién de agua a suelo y el mezclado continuo permite mantener al suelo
contaminado en suspension. El mezclado permite romper los agregados de suelo favoreciendo
la disolucion de los contaminantes y reduce la resistencia a la transferencia de masa. En este
sistema se propicia un mejor contacto entre los microorganismos, nutrientes, oxigeno y
contaminantes, en consecuencia la tasa de biodegradacion se incrementa. La presencia de
solidos en €l reactor implica € uso de disefios especiaes y la introduccién de variables que no

se contemplan en los biorreactores comunes.

1.5.1. Biorreactores de suelo en suspension: descripcion y variables de proceso

L os disefios de reactores de lodos incluyen tanque agitado, “airlift”, lecho fluidizado y
tambor rotatorio. Los sistemas normalmente operan en cultivo por lotes o de manera semi-
continua, aunque también se ha probado €l uso de tanques en serie (Cassidy e Irvine, 1997). El

suelo junto con los nutrientes, agua y microorganismos se mezclan y airean hasta alcanzar €l



nivel de degradacion satisfactorio. Al findlizar € tratamiento los solidos deben separase para
regresarlos a sitio de origen o someterse a un tratamiento adicional; la fase liquida puede
reutilizarse o enviarse a un sistema de tratamiento de agua.

Como los microorganismos consumen los compuestos de la fase liquida, la particion de
contaminantes entre las fases y las tasas de transferencia de masa son extremadamente
importantes en el disefio de los reactores de lodos. Ademas de estos factores se debe considerar
(i) alimentacion adecuada de oxigeno que es primordial para €l tratamiento aerobio. El oxigeno
se puede suministrar por difusores, aspersores de turbina o aireacion superficial (Metcalf y
Eddy, 1991). La seleccidn de la instrumentacion para aireacion esta determinada por € tipo de
reactor y concentracion de solidos; (ii) mezclado de la suspension para evitar la formacion de
gradientes de concentracion o temperatura (Puskas y col. 1995). Un aspecto adicional es que €l
mezclado puede maximizar las tasas de desorcién y minimiza el efecto toxico de los
compuestos sobre los microorganismos. Dado que la sedimentacion es muy rdpida se debe
operar en régimen turbulento (Eweis y col. 1998); (iii) la concentracion de solidos en la
suspension depende del disefio de reactor y de la concentracion de contaminantes. Tipicamente
el contenido de sdlidos esta entre 5 y 25%, si la concentracion es superior la velocidad de
degradacion disminuye considerablemente (McMillen y Gray 1994); (iv) la concentracion de
contaminantes afecta directamente a la capacidad de biodegradacion. Si e suelo contiene
concentraciones elevadas de contaminantes (méas de 165 000 ppm) un lavado previo puede
mejorar la biodegradacion (Tezak y col. 1994). Otras variables como € pH, temperatura y
biomasa microbiana siguen basicamente los esténdares establecidos para los bioprocesos

convencionales.



Estos son agunos de los aspectos y trabgjos desarrollados en sistemas de suelo en
suspension que permiten conocer las variables més importantes. El interés de este trabagjo es
basicamente conocer € sistema de tratamiento en fase de lodos y su operaciéon. Aunque muy
Igjos del alcance de la tesis esta la puesta en marcha de un reactor en campo, si se considera
conveniente conocer como se han desarrollado estos sistemas con e fin de realizar

comparaciones y presentar un panorama general del tema.

1.5.2. Aplicaciones en campo

Se conocen numerosos reportes de aplicaciones del tratamiento de suelo en suspension
a nivel laboratorio, pero solo algunos reportes de trabajos en campo debido principalmente al
costo del tratamiento mismo y los costos de trasdado de suelo o construccion de la planta de
tratamiento en € sitio. Montemagno e Irvine (1990) disefiaron un sistema para €l tratamiento
de 767 m® suelo contaminado con 300 a 900 ppm de HTP procedente de una base de la Fuerza
Aérea de los Angeles Cdlifornia. El sistema de tratamiento consistié de un seleccionador y
equipo de lavado para separar particulas mayores a 1.27 cm; un tanque de 15 m® para preparar
la suspension; un reactor de 105 m’-de capacidad, equipado con propelas para la agitacion y
aireacion de la suspension. Los reactores funcionaron con lotes de 4 m®-de suelo contaminado.
El costo neto del tratamiento de los 767 m® fue de $238,750.00 USD.

Otro gemplo, relativamente reciente, es € tratamiento realizado en Canton, Mississipi,
“OHM Remediations Services Corporation” (1997) desarrollé la tecnologia para el tratamiento
de un subsuelo contaminado con HPA de la creosota usada para conservacion de la madera. El

sistema incluyé un tamizado de suelo, 4 biorreactores de 681 m® de capacidad, equipados con



difusores y turbinas para aireacioén y un impulsor para el mezclado de la suspension. El proceso
funciond por lotes de 123 -138 m®-.de material. El tratamiento de 14 140 ton de suelo durd 3
anos, los resultados que se obtuvieron fue una disminucion de PAH de 8 545 a 634 mg/kg, es
decir una eficiencia de tratamiento del 93%. El costo unitario del tratamiento se estimo en $170
USD /ton de suelo. Algunos de los problemas de operacién incluyen la formacion de espuma en
e reactor y la dificultad para alcanzar los estandares de concentracion requeridos para
compuestos especificos por las normas o las metas de tratamiento.

Estos dos gemplos dan una idea de la complgjidad del tratamiento en campo con
reactores de suelo en suspension. Si bien los tiempos de tratamiento pueden ser cortos
comparados con otros sistemas, |os requerimientos de mezclado y aireacion lo convierten en un
proceso altamente mecanizado y costoso. En ese sentido la investigacion para el desarrollo de
procesos comercializables se ha enfocado en e disefio de sistemas sencillos, para la

biodegradacion de los contaminantes del suelo.

1.5.3. Procesos patentados

La biorremediacion de suelos en reactores con suelo en suspension es poco ofertada por
las empresas que ofrecen estos servicios. Probablemente esto explica que se hayan patentado
pocos métodos para € tratamiento en suelo en suspension y que el principal enfogque sea
incrementar la biodegradacion de los contaminantes a través de estrategias que no impliquen
disefios costosos o0 de instrumentacion complicada. Castaldi (1993) propuso un método para
mejorar la biorremediacion de suelos contaminados con compuestos organicos que consiste de

un sistema de biorreactores en serie. El primer biorreactor opera en condiciones anaerobias



para favorecer la produccion de emulsificantes y solventes, aunque la degradacion puede
estimularse con la adicion de co-sustratos como por ejemplo el p-xileno. Los siguientes 3 0 4
reactores funcionan en condiciones aerobias y se incluye un reactor de tipo “Air lift”. El sistema
fue probado con un suelo contaminado con petréleo crudo y lodos aceitosos, se encontrd que
en condiciones aerobias se favorece la degradacion de los compuestos volétiles, pero la
concentracion de hidrocarburos halogenados en € gas de salida disminuye s se incluye a
menos un reactor anaerobio.

Una propuesta diferente que contempla un minimo de requerimientos es la de Fulton
(1996), se trata de un sistema por lotes en un tanque rectangular que contiene una densa capa
de suelo saturada con agua. El tratamiento consiste en el bombeo periddico de agua a dta
presién que pasa sobre toda la superficie del suelo, la presion de la descarga de agua rompe los
agregados de suelo y libera los hidrocarburos. Este sistema permite mantener un DQO a un
nivel tal que los microorganismos puedan degradar los hidrocarburos liberados de la fase solida.
El procedimiento se prob6 con un suelo arcilloso que contenia 48 900 ppm de HTP, en 13 dias
hubo una disminucion a 35 ppm. Se observé que a aumentar € nivel de HTP se incrementa €l
tiempo requerido para el tratamiento.

Pierce (1997) propuso meorar la degradacion aerobia de compuestos aiféticos y
aromaticos por el uso de microorganismos que tienen la capacidad de degradar concentraciones
de hidrocarburos s se encuentran en forma de gases, aerosol o fluidos. La degradacion se
realiza en suelo en suspension adicionando nutrientes y controlando el pH. Se emplea un
reactor convencional por lotes o cultivo continuo; el oxigeno puede suministrarse a partir de

aire, oxigeno puro o peroxido. El método fue probado con naftaleno, después de 30 dias de



incubacion se demostré que los microorganismos pueden tolerar de 700 a 470 ppm y que
ocurre la mineralizacion del compuesto.

Los tres procesos citados como gemplo reiteran que € interés principal es incrementar la
biodegradacion. En pruebas de laboratorio la investigacion se orienta a métodos muy
sofisticados, por ejemplo: estabilizar gotas de solventes por surfactantes para dispersar
compuestos poco solubles en agua. Srivastava y col. (2000). En tanto que las aplicaciones en
campo Yy procesos patentados se basan en los conceptos generales para los procesos en
biorreactores, tratando de minimizar la complgjidad de los sistemas y los costos. Pero aln en
los sistemas maés sencillos se requiere de una caracterizacion, es decir, de laidentificacion de las
variables més importantes para tratar de definir sus interacciones y explicar o predecir los

eventos de desorcién/biodegradacion de contaminantes mediante modelos mateméticos.

1.6. Modelamiento del consumo de compuestos en el suelo

Comprender las cinéticas de biodegradacion de los contaminantes en €l suelo es muy
importante para explicar los fendbmenos e incluso predecir la persistencia de los contaminantes
en €l suelo. Sin embargo, la presencia de barreras difusionales en € suelo, una gran poblacion
microbiana y bajos niveles de fuente de carbono disponible, pueden dar como resultado
cinéticas de hiodegradacion muy diferentes alas observadas en fase acuosa o en cultivos puros.

Para explicar la cinética de biodegradaciéon de contaminantes en suelos se han propuesto
varios modelos, empiricos o tedricos. El uso de modelos empiricos no es muy recomendado

por que las variables carecen de significado fisico y aunque pudieran explicar adecuadamente la



cinética e incluso hacer predicciones, la falta de significado fisico de las variables limita la
comprension de los resultados y su aplicacion. En cuanto a los modelos tedricos, se ha
argumentado (Schmidt y col. 1985) que el consumo de contaminantes puede explicarse
basicamente en funcion de su concentracion y de la densidad microbiana. En ese sentido se
distinguen dos casos: (i) poblaciones microbianas que crecen a expensas de un contaminante
como fuente de carbono y energia (ii) poblaciones que no crecen a metabolizar los compuestos
deinterés.

Para el primer tipo de modelos, considerando € caso de un cultivo que crece con un
compuesto soluble en agua y no toxico, se recomienda el modelo de Monod para describir €l

crecimiento (Alexander y Scow, 1989); es decir:

m= Miax CL
T kst+ CL

(1.5)
Donde m es la velocidad especifica de crecimiento, C. es la concentracién de compuesto
contaminante, ks es la constante de afinidad del microorganismo por el compuesto que soporta
el crecimiento.

Para poblaciones que estén creciendo a expensas de un sustrato, €l consumo de sustrato
puede expresarse por medio de tres tipos de cinéticas que se definen en funcion de la

concentracion inicial de sustrato segun se muestraen la Tabla 1.4.



Tabla 1.4. Mode os cinéticos para & consumo de contaminantes cuando ocurre crecimiento

Ciné&ica Condicién Moddo

Logaritmica C.>>Ks dc
garitmi L _FL: nmax Xo em!

Logistica CL<< Ks dc, Vmax Xmax C, nmax
t 1+ (Xmax- Xo)e ™! /Xo
Monod concrecimiento  C. ~ Ks dC. _mmax C_ X
) dt - ks + CL

Para los modelos que se presentan en la Tabla 1.4, Xo representa la biomasa inicial, X la
biomasa a cualquier tiempo y Xmax la biomasa maxima, Vmax la velocidad maxima de
consumo de contaminante y t € tiempo, las demés variables se definen como se indico
anteriormente. Este tipo de modelos pueden utilizarse para explicar la cinética de consumo de
contaminantes en el suelo, pero se deben incluir como parte de otro modelo mas complejo que
incluya al transporte de masa

En concentraciones altas muchos compuestos contaminantes son téxicos para los
microorganismos que los usan como fuente de carbono, esta cinética puede ser representada

por la modificacion de Haldane a la ecuacion de Monod:

-dC. ~ gmax C.
- 2
|

(1.6)

Donde gmax es la velocidad méxima de consumo de contaminante y k; es la constante de

inhibicion por € compuesto, las demés variables se definen igual que en laec. (1.5). El modelo



de inhibicién por sustrato indica que la mincrementa en bajas concentraciones de compuesto
hasta alcanzar € valor méximo, sin embargo cuando se alcanza una concentracion de
compuesto inhibitoria la velocidad especifica decrece. Este modelo se ha empleado para
describir la degradacion de contaminantes como fenol, pentaclorofenol (Kleckay Maier, 1985)
y tolueno (Mirpuri y col. 1997), que son considerados como téxicos a los microorganismos en
concentraciones altas.

Si la densdad microbiana inicial es relativamente ata comparada con la concentracion
de contaminante, e crecimiento de los microorganismos puede ser pequefio o bien nulo
(Alexander y Scow, 1989), por tanto la cinética se asemegia méas a una reaccion enzimatica
porque €l crecimiento no esta involucrado. La tasa de consumo de contaminante puede

expresarse por la ecuacion de Michaelis-Menten:

'dCL _ qmax S
d "~ knt+S (1.7)

Donde k., es la constante de MichaglisMenten y las demas variables se definen como se indicd
anteriormente. Para la ec. 1.7 también se pueden considerar tres casos para € consumo de los
compuestos en funcién de las concentraciones iniciales de compuesto, los modelos mateméticos

gue se generan se muestran en la Tabla 1.5.



Tabla 1.5. Model os de consumo de sustrato cuando no ocurre creci miento

Cinética Condicion Modelo
Orden cero C.>>Km ds
.E = k2
Primer orden CL << Km ds
.E = k; C.
Monod sin crecimiento C. ~ Km daSs_ k. C
“dt T ke+ C_

Estos modelos pueden aplicarse en la biodegradacion de contaminantes presentes en bajas
concentraciones en €l suelo originados por: disposicion de desechos, aplicacion de pesticidas o
bien pequefias fugas de tanque de almacenamiento, en cuyo caso seria un error aplicar €
modelo de Monod (Scow y col. 1986).

Para describir la biodegradacion de los contaminantes del suelo no es posible considerar
gue e proceso de biodegradacion es independiente de la desorcion ya gque existe una clara
interrelacion, segun se discutio en la seccion 1.2. Esto lleva a considerar sistemas de ecuaciones
donde se incluyan todos los fendmenos: Fu y col. (1996) desarrollaron un modelo para
describir la transferencia de masa, desorcion/adsorcion, difusion, y degradacion de fenol en

cultivo de suelo en suspension. Las ecuaciones que describen los fendmenos citados son las

siguientes:
da_kifp (c, - Co)
dt Vo b s
a) Transferencia de masa: (1.8)

Donde g representa la concentracion promedio de fenol en la particula de suelo, ki es €

coeficiente transporte de masa de difusion externa, A, es e &rea superficial externa de la



particula de suelo, V, es e volumen de particula de suelo, r es la densidad del suelo, Cs es la

concentracion de contaminante en € suelo y Cy, la concentracion en la fase liquida.

b) Adsorcion y desorcidn basandose en laisoterma de Freundlich: (1.9

S=K,Cc¥n S=K,CW Xs=KpXy

Donde S es la concentracion de fenol en el suelo, K, la constante de adsorcion, Ky la constante
de desorcion, C la concentracion de contaminante en la fase liquida, Xs es la concentracion

celular enlafase sdliday Ky, el coeficiente de particidn paralas cdlulas.

¢) Transporte difusivo: (1.10)

eE+(1- e)rE—eD 1 T&-9C0

it PP wé o
Donde e es |la porosidad de la particula de suelo, D, es € coeficiente de difusion efectiva dentro

de laparticulade suelo y r esla distanciaradial desde el centro de la particula.

d) Biodegradacion del sustrato basdndose en el modelo de Monod: (1.11)

ds_ (V- W/r) m,maxX,,C  WmmaxX.S
dt Vy Ky +C Vy (ks +9)

El primer término del lado derecho representa e consumo de contaminante por los
microorganismos suspendidos y e segundo término e consumo por los microorganismos

inmovilizados. En la ecuacion V es el volumen de solucion en el reactor, W es €l peso del suelo



en €l reactor, X,, y Xs la concentracion de células suspendidas en la fase liquida e inmovilizadas
en e suelo, mymax y mmax la tasa especifica de crecimiento de las células suspendidas e
inmovilizadas respectivamente, K, y Ks la constante de saturacion de las células suspendidas e
inmovilizadas, respectivamente. Posteriormente Tabak y col. (1997) retomaron el modelo para
explicar biodegradacion de contaminantes en diferentes sistemas de tratamiento de suelos
contaminados.

A estos modelos que podrian considerarse como fundamentales por incluir los
principales eventos que ocurren en la biodegradacion de compuestos sorbidos en € suelo, se les
pueden incluir diversas variables para hacer estudios muy especificos. Geerdink y col. (1996)
desarrollaron un modelo para explicar la biodegradacion de contaminantes no polares en €l que
se incluye €l efecto de la materia organica y arcillas del suelo. En propuestas mas recientes se
ha considerado que los microorganismos tienen la capacidad de degradar compuestos solubles
0 sorhidos en el suelo, en este sentido 1k-Sung y col. (1999) incluyeron la agregacién celular en
la biodegradacién de naftaleno en € suelo. Incluso se ha considerado (Zhao y Voice, 2000) €l
consumo de compuestos sorbidos y en fase acuosa de manera simultanea paratratar de predecir
de manera més acertada la biodegradacion.

Esta breve revision dd desarrollo de modelos para explicar la biodegradacion de
contaminantes en e suelo demuestra que actuamente hay un amplio interés en €l tema. Sin
embargo, € uso de modelos mateméticos para explicar la biodegradacion de compuestos

sorbidos cuando se usan aditivos para acelerar la desorcion no ha sido examinado en detalle.



OBJETIVOS



2. Objetivos

De acuerdo alainformacion presentada en la revision bibliogréfica es poco lo que se ha
estudiado sobre el efecto de los solventes en la biodegradacion de hidrocarburos
intemperizados en cultivo en suelo en suspension. Asi para el presente trabajo se plantearon los

siguientes objetivos:

Objetivo Generdl
Megorar latransferencia de masa de hidrocarburos intemperizados, presentes en un
suelo contaminado, a la fase liquida incrementando la velocidad de desorcion de los

hidrocarburos mediante la adicién de un solvente.

Objetivos particulares

1) Estudiar €l efecto de solventes, de diferente polaridad, en la solubilidad y desorcién del
suelo de los hidrocarburos intemperizados.

2) Determinar la biodegradacion de hidrocarburos en un cultivo de suelo en suspension a nivel
microcosmos utilizando solventes de diferente polaridad.

3) Enun cultivo de suelo en suspension estudiar el efecto de la concentracion del solvente
seleccionado sobre la desorcion/degradacion simultanea

4) Desarrollar y validar un modelo matematico que explique la desorcién y € consumo de los

hidrocarburos en la fase liquida.



HIPOTESIS



3.Hipotesis

Considerando que sblo los hidrocarburos solubles en la fase liquida son disponibles a los
microorganismos y que €l transporte de los hidrocarburos de los poros del suelo a la fase
liguida ocurre en dos etapas: (i) la difusion intraparticula que generalmente es el proceso més
lento y ii) el transporte convectivo de los hidrocarburos de la superficie solida a la fase liquida.
Dado la anterior se puede plantear la siguiente hipotesis para mejorar el proceso global de
biodegradacion: la transferencia de los hidrocarburos del suelo a la fase liquida puede acelerarse
s €l paso limitante, es decir la difusion intraparticula, es minimizada mediante la adicion de un

solvente.



MATERIALESY METODOS



4. Materialesy métodos

4.1. Reactivos

Para la preparacion de los medios de cultivo se utilizaron reactivos de grado andlitico,
marca Baker. Los solventes fueron grado reactivo, marca Baker a excepcion del Tetracloruro
de carbono (TCC) gue fue grado espectrofotométrico de Merck. Para el fraccionamiento se

empled Silica gel malla 60-200 y sulfato de sodio anhidro de J.T. Baker.

4.2. Medio de cultivo

La composicion del medio de cultivo utilizado, denominado “MCB”, fue: NaNO;, 3 g/l;
KH,PO,, 1 g/l; KCI, 0.5 g/l, Mg,SO, 7H,0, 0.25¢/l y solucion mineral 2ml/l. La composicién
de la solucion mineral en % (p/v) fue la siguiente: FeSO, 7H,0, 0.1; CuSO,5H,0, 0.015;

ZnS0, 7H,0, 0.161 y MnSO, 7H,0, 0.008. El pH del medio se justé a 6.5.

4.3. Caracterizacion del suelo
El suelo se obtuvo de un sitio proximo a una refineria en operacion, situada en
Minatitlan, Veracruz. Este sitio ha estado contaminado por cas 100 afios con desechos de la
refineria. El clima de la zona es de tipo ecuatorial con unatemperatura que oscila entre los 23 'y
30°C. Las lluvias més abundantes se registran entre Julio y Septiembre periodo en € cual €
Sitio puede inundarse. Las muestras se tomaron a una profundidad no mayor a 0.50 m. Se
secaron a temperatura ambiente y se conservaron en botes. Los hidrocarburos totales del

petréleo (HTP) se cuantificaron y fraccionaron segin se detalla en las secciones 4.5.3. y 4.5.4.,



respectivamente. Las propiedades fisico-quimicas del suelo se analizaron en el Departamento de

Suelos del Laboratorio Central Universitario de la Universidad Auténoma de Chapingo.

4.4. Consorcio microbiano
4.4.1. Obtencién y conservacion
El consorcio microbiano se obtuvo a partir de la rizésfera de una planta nativa (Cyperus
laxus Lam), que crecia en suelo contaminado del sitio de muestreo. El consorcio microbiano se
desarroll6 en € medio MCB en donde la fuente de carbono fue un extracto de hidrocarburos
obtenido del suelo contaminado (exento de asfaltenos) a una concentracion de 6 000 mg/l. Se
tomé parte de la suspension microbiana para conservar € consorcio en glicerol a 30 % a —

20°C para su uso posterior.

4.4.2. Propagacion del consorcio

El indculo fue producido adicionando 10% (v/v) del cultivo en conservacion a medio
MCB que contenia 6 000 mg/l de extracto de hidrocarburos como fuente de carbono. Se hizo
un cultivo seriado iniciando con frascos de 25 ml que contenian 5 ml de medio, después de
cinco dias de cultivo se paso todo €l cultivo a matraces Erlen Meyer de 250 ml que contenian

50 ml de medio. En todos los cultivos los frascos se incubaron en agitacién a 150 rpmy 30°C.

4.4.3. Cuenta microbiana
La cuenta de células viables se realiz6 por dilucion en serie y subsiguiente plagueo en

cajas de Petri con agar de soya tripticaseina (AST Bioxon®) por triplicado. Para preparar las



diluciones se emplearon 3 ml de suspensién microbiana y se diluy6 en 27 ml de solucién salina
al 0.95 % (p/v). Las cgjas se inocularon con 0.1 ml de suspension microbiana que se distribuyo
sobre la superficie de agar con una varilla de vidrio en forma de "L". Las cagas de Petri se
incubaron a 30°C durante 72 h. Se contaron las unidades formadoras de colonias (UFC) en la
cga de dilucion que tuviera entre 25 y 100 UFC; se reportaron como UFC/ml calculadas de

acuerdo ala siguiente formula:

UFC __ No. decolonias
ml "~ 0.1 ml de suspension

(Factor dedilucion)

4.5. Técnicasanaliticas

4.5.1. Extraccion de hidrocarburos
En & caso de los estudios de desorcidn con tolueno, los hidrocarburos se separaron de la fase
acuosa mediante una extraccion liquido-liquido con TCC, en una proporcién de 3:1 (v/v) con
respecto a volumen de medio de cultivo. Las muestras de extraccion se dejaron reposar
durante 2 h para separar las fases. La fase organica se filtré a través de un embudo, empacado
con algodén y sulfato de sodio anhidro en el fondo, para eliminar la humedad. Se readlizaron
extracciones sucesivas de hidrocarburos de la fase acuosa hasta que la fase organica ya no
mostré coloracion café cristalina. Los extractos se aforaron a 10 ml y los hidrocarburos se
cuantificaron como se indica en la secciéon 4.5.3.

Los hidrocarburos residuales de las cinéticas de degradacion, con tolueno y los
diferentes solventes ensayados, se extrgjeron del suelo por Soxhlet con una mezcla hexano:

acetona (1:1 v/v) durante 24 horas. La mezcla de solventes de extraccion se evapord en un



rotavapor a 70°C a vacio y € extracto se degjo reposar por 24 h para eliminar € solvente
residual. Los hidrocarburos se cuantificaron por gravimetria en e caso de los ensayos con
diferentes solventes y por espectrometria en infrarrojo (seccion 4.5.3) en las muestras de

degradacion de los tratamientos con tolueno.

4.5.2. Solubilidad de hidrocarburos

Los ensayos de solubilidad con diferentes solventes se realizaron colocando 10 ml de
solvente en tubos de vidrio con diferentes cantidades de extracto de hidrocarburos. Se agitaron
durante un minuto en “vortex”, se dgaron reposar por 10 min: Como criterio de solubilidad
limite se definid que s después del reposo quedaba un poco de hidrocarburos depositados
sobre la pared del tubo se habia acanzado dicho limite. Los solventes ensayados fueron,
polares. acetona, metanol y butanol; no polares: tolueno, hexano y benceno, cuyas propiedades

fisicoquimicas se muestran en € anexo 9.1.

4.5.3. Cuantificacion de hidrocarburos

En el caso de los tratamientos con tolueno (degradacion y desorcion) los hidrocarburos
se cuantificaron como HTP por espectrometria infrarroja (IR) con un espectrometro Perkin
Elmer 200 FT-IR. La absorcion se determiné entre 3 300 y 2 500 cm™ usando como estandar
un extracto de hidrocarburos del suelo contaminado disuelto en TCC. Para la preparacion de
muestras de la curva estandar se pesaron diferentes cantidades de extracto de hidrocarburos
hasta gjustar concentraciones entre 10 000 y 50 000 mg de hidrocarburos por litro de TCC. Se

generd unacurva estandar de absorcion en funcidn de la concentracion de HTP.



La concentracion de hidrocarburos expresada con base en un kilogramo de suelo seco original,

se calculé como sigue:

yTp= 289 HTPG 22 mgHTP ¢aolumen de aforo con TCCo
- ‘&g suelog gmmdechgé 0.009 kg suelo &

4.5.4. Fraccionamiento de hidrocarburos

El extracto de hidrocarburos se fracciond en compuestos aliféticos, arométicos,
compuestos polares y asfaltenos por cromatografia en columna (Wang y col. 1994). Los
asfaltenos se separaron del extracto por precipitacion, disolviendo 1 g de extracto en 20 ml de
n-pentano caliente y se filtr6 a vacio. El n-pentano de la muestra se evaporé a temperatura
ambiente en la campana de extraccion. Para la separacion de las fracciones restantes se
emplearon columnas de vidrio empacadas con silica gel (malla 60-200) activada a 105°C por 24
h. El gel se formo por la adicion sucesiva de 30 ml de hexano. Tanto en la parte inferior como
superior de la columna se colocaron tapones de algodon y sblo en la parte superior sulfato de
sodio anhidro para eliminar el exceso de humedad. Para €l fraccionamiento se coloco 0.1 g de
extracto exento de asfaltenos y se eluyd sucesivamente con hexano para la separacion de
aliféticos. Se considerd que todos los diféticos de la muestra se habian separado cuando se
observo e corrimiento de sdlo una mancha amarilla fluorescente en €l gel. Los arométicos se
eluyeron con benceno, en este caso €l criterio para dar por terminada la separacion de
aromaticos fue que el solvente recuperado fuera casi incoloro. Finalmente los compuestos

polares se extrajeron del gel con acetona: metanol 1:1 (v/v). Las fracciones se cuantificaron por



gravimetria después de evaporar € solvente a temperatura ambiente en la campana de
extraccion. El contenido de cada fraccién se refirio al total de extracto contenido en un gramo

de suelo seco original.

4.5.5. Cuantificacion detolueno

El tolueno en la fase gas se determind por cromatografia de gases con un cromatégrafo
SRI 8610-El equipado con un detector de ionizacion de flama y columna capilar de metil-
silicon. Las condiciones de operacion fueron: gas acarreador helio a un flujo de 6.4 mi/min;

temperatura del inyector y columna 117 °Cy la del detector de 115°C.

4.5.6. Cuantificacién de CO, en frascos seroldgicos

El CO, producido por la degradacion de hidrocarburos en los frascos serolégicos se
cuantificd con un cromatdgrafo Gow Mac serie 580 equipado con un detector de conductividad
térmica y columna concéntrica CTR-1, 5% de chromosorb POV-101. Las condiciones de
operacion fueron: gas acarreador helio a un flujo de 40 mi/min. Temperatura del detector e

inyector 80°C, temperatura de la columna 50°C y corriente de 150 mA

4.6. Desorcion de hidrocarburos
4.6.1. Desorcion con diferentes solventes
Los ensayos de desorcion con solventes se realizaron por triplicado por la técnica de
meatraz agitado (Schwab 'y col. 1999). Se emplearon matraces Erlen Meyer de 125 ml bafleados,

que contenian 9 g de suelo contaminado seco y tamizado (malla 8-10) y 50 ml del solvente. Se



dejaron en agitacion a 150 rpm por 24 h a 30° C. El suelo se separd de la fase organica por
filtracion a vacio. Para recuperar los hidrocarburos extraidos, € solvente se evaporé a

temperatura ambiente y los hidrocarburos se cuantificaron como HTP por gravimetria.

4.6.2. Desorcion en presencia detolueno

L as pruebas de desorcion se realizaron por duplicado en frascos seroldgicos de 165 ml
cerrados herméticamente con septos de teflon. Los frascos contenian 30 ml de medio mineral, 9
g de suelo contaminado seco y tamizado (malla 8-10). Se adicionaron 14 000, 86 000, 144 000
y 231 000 mg de tolueno/ kg suelo y 0.1 % de azida de sodio, para inhibir € crecimiento
microbiano. Los frascos se incubaron a 30°C y 150 rpm. La cinética de desorcién se siguio
durante 24 horas. Al terminar € periodo de incubacion la fase acuosa (que incluye a los
hidrocarburos desorbidos y el tolueno) se separd por filtracion a vacio, el suelo se lavé con
agua para arrastrar a los hidrocarburos desorbidos. Los HTP se extrgjeron de la fase acuosa

como se describe en la seccién 4.5.1.

4.6.3. Distribucion detolueno en el sisstema

Estos ensayos se realizaron por duplicado en frascos seroldgicos de 165 ml cerrados
herméticamente con septos de tefldn. Los frascos contenian 30 ml de medio mineral, 9 g de
suelo contaminado seco y tamizado (malla 8-10). Se adicionaron 231 000, 86 000 y 14 000, mg
de tolueno/ kg suelo base seca, incluyendo para este Ultimo un control abiético adicionado con
1% (p/p) de HQCl, para inhibir el crecimiento microbiano. Los frascos se incubaron a 30°C y

150 rpm. La medicion de tolueno en la fase gaseosa se realiz6 por cromatografia de gases



segun se describe en la seccion 4.5.5. Los datos se reportan como mg de tolueno/ unidad

experimental (UE).

4.7. Cinéticas de biodegradacion de hidrocarburos

4.7.1. Biodegradacién de hidrocarburos en microcosmos con diferentes solventes

Los ensayos e redlizaron en frascos seroldgicos de 165 ml cerrados herméticamente
con valvulas de teflon Mininertd . Los frascos contenian 9 g de suelo contaminado seco y
tamizado (malla 8-10), 30 ml de medio mineral y 10% de inéculo (v/v). Para los ensayos con
diferentes solventes se adicion6 un volumen de solvente que permitiera tener la misma cantidad
de los hidrocarburos desorbidos que en el caso de tolueno en 24 h, es decir 0.089 g HTP por
unidad experimental. Los solventes ensayados fueron, polares. acetona, metanol y butanol; no
polares. tolueno, hexano y benceno. Los frascos se incubaron a 30°C y 150 rpm durante 30
dias. Al terminar la incubacion, la fase acuosa se separd del suelo mediante centrifugacion a 10
000 rpm durante 10 min. El suelo se dejo secar a temperatura ambiente y los hidrocarburos se

extrajeron del suelo seguiin se describe en la seccién 4.5.1.

4.7.2. Biodegradacion de hidrocarburos en microcosmos con tolueno

Las pruebas de biodegradacion con diferentes concentraciones de tolueno se corrieron
con unidades experimentales como las descritas en la seccion 4.7.1. Se adicionaron 14 000, 86
000, 144 000 y 231 000 ppm de tolueno. Las unidades experimentales se incubaron a 30°C y
150 rpm durante 30 dias. Al terminar la incubacion el contenido de los frascos se vacio en cgjas

de Petri y se dgjo evaporar a temperatura ambiente el contenido del frasco, es decir, el solvente



residual y el medio mineral. De esta manera se cuantificaron todos los hidrocarburos residuales
liberado a la fase acuosa y los depositados en el suelo por efecto de la adicidon de tolueno. Los

hidrocarburos se extrgjeron del suelo segun se describe en la seccion 4.5.1.



CARACTERIZACION DEL SUELO Y CONTAMINANTES



5. Caracterizacion del suelo y contaminantes
Algunas de las propiedades del suelo que afectan los procesos de sorcion/desorcion de
los hidrocarburos son € contenido de carbono orgénico, capacidad de intercambio catidnico y
porosidad (Chang y Alexander, 2002). Por tanto se debe determinar €l tipo de suelo y dichas

propiedades para establecer las posibles interacciones que ocurren con los hidrocarburos.

5.1 Propiedades fisico-quimicas del suelo

EnlaTabla5.1 se muestra el andlisis de textura del suelo contaminado, se encontrd que
se trata de un suelo de tipo arenoso-arcilloso. La mayor proporcién fue de arena, componente
inerte que no presenta interaccion con los hidrocarburos (Kim, 1994). La arcilla que es €
componente mas activo se encontrd en una baja proporcién, pero puede ser responsable de la
adsorcion de hidrocarburos junto con la materia orgéanica, fendbmeno que se ha observado
(Hasset y Wagne, 1989) cuando €l contenido de carbono organico esta entre 3 y 5%. En €
presente trabajo €l contenido de carbono organico se estimé en 1.92%, considerando gue la
materia organica se constituye por un 55% de carbono (Nelson y Sommers, 1987), por lo que

el efecto de la materia orgénica en la sorcidn no es despreciable.

Tabla 5.1. Propiedades fisicoquimicas dd suelo contaminado con hidrocarburos del petrdleo

CEC? PH % Arena  %Limo % Arcilla % Materia
organica
0.30 3.88 53.84 33.12 13.04 3.90

A Capacidad de intercambio catiénico, en milioms/ml.



5.2. Caracteristicas de los contaminantes

El suelo contiene una concentracion de HTP de 292 000 mg/kg de suelo, de los cuales un
31% son compuestos aliféticos, 22% poliaromaticos, 14% polares y e 33% restante
corresponde a asfaltenos. Esta proporcion poco convencional de aliféticos y asfaltenos se cree
(Gallegos y col. 2000) puede estar correlacionada a la distribuciéon natural de la vegetacion
presente en el sitio de muestreo.

En resumen se trata de un suelo altamente contaminado en e que la sorcion de los
hidrocarburos a la arcilla y materia organica debe tener un efecto importante en la
disponibilidad de los hidrocarburos en fase liquida. Asi paraincrementar la tasa de desorcion de

los hidrocarburos se prob6 la adicion de diferentes solventes.



DESORCION Y BIODEGRADACION CON DIFERENTES SOLVENTES



6. Desorcién y biodegradacion con diferentes solventes
Los estudios de desorcion/biodegradacion se dividieron en dos partes, en esta seccion se
presentan los resultados obtenidos con solventes de diferente polaridad en los ensayos de

solubilidad, desorcién y desorcién/biodegradacion simultanea.

6.1 Efecto delossolventes en la desorcion de hidrocarburos
Se seleccionaron tres solventes de tipo polar y tres de tipo no polar con el objetivo de
determinar el efecto sobre la desorcidon de hidrocarburos en cultivo de suelo en suspension al

nivel de microcosmosy seleccionar un solvente.

6.1.1. Desorcién y solubilidad selectiva de los hidrocarburos

El objetivo de esta seccion fue determinar la solubilidad de los hidrocarburos, presentes
en d suelo de estudio, en los diferentes solventes empleados y conocer asi el efecto del tipo de
solvente sobre la extraccion. Los ensayos de solubilidad se realizaron segiin se describe en la
seccion 4.5.2. empleando un extracto de hidrocarburos obtenido del suelo contaminado. Los
resultados se muestran en la Tabla 6.1, los solventes se ordenaron en funcion de su polaridad,
medida por el momento dipolar cuyos datos fueron tomados de la literatura. Es importante
mencionar que con benceno y tolueno la desorcion de hidrocarburos fue mayor a la
concentracion inicial de HTP, 292 000 mg/kg de suelo. Con los demés solventes se extrgjo
entre 22 y el 68% de losHTP iniciales.

La solubilidad del extracto y la desorcidn selectiva de los hidrocarburos mostraron la

misma tendencia respecto a la polaridad de los solventes. Para los de tipo no polar estos



pardmetros se relacionaron de manera directamente proporcional a aumento de polaridad. En
el caso de los solventes polares, fueron inversamente proporcionales a incremento de la
polaridad. Se identificd un punto central con tolueno, gue fue e mejor solvente tanto para la
solubilidad como para la desorcion, resultados que son estadisticamente diferentes de los

obtenidos con benceno, seguiin se muestra en € anexo 11.2.

Tabla 6.1 Solubilidad del extracto de hidrocarburos y desorcién de hidrocarburos
del suelo en presencia de diferentes solventes.

Momento dipolar Congtante Solubilidad Desorcion
a25°C(D)” dieléctricaa25° C” (g/g solvente) (mg/kg suelo)

Hexano 0.08 1.38 0.379 158+ 14
Benceno 0.14 215 2.733 317+£15
Tolueno 0.31 2.38 4.615 391+9
Butanol 1.75 1751 0.913 201 £ 16
Acetona 2.69 20.7 0.418 140+ 4
Metanol 2.87 32.7 0.112 66 + 6

Los resultados de solubilidad representan la media de dos datos experimentales y los de
desorcion la media de tres unidades experimentales diferentes. * La descripcion detallada de las
propiedades fisicoquimicas de los solventes se muestran en € anexo 11.2.

Al aumentar o disminuir la polaridad con respecto a tolueno disminuyeron la
solubilidad y la desorcion. Se ha demostrado (Ladday Lee, 2001) que la polaridad del solvente
afecta la solubilidad del tetracloroetileno y es con los més polares con los que se ha tenido la
maés baja solubilidad. Esto sugirié que el tolueno tiene una polaridad similar aladelos HTP. De
acuerdo al valor de su congtante dieléctrica € tolueno es ligeramente polar, los HTP que son
una mezcla de compuestos de diferente polaridad en conjunto probablemente se comporten

Ccomo un compuesto ligeramente polar.



Con metanol se obtuvo la menor solubilidad y desorcion de hidrocarburos, esto se
explica por que €l solvente posee la mayor constante dieléctrica por 1o que resultaria adecuado
para solubilizar compuestos idnicos, pero puede ser poco afin a los hidrocarburos. En un
ensayo (Hassett y Wagne, 1989) para estudiar €l efecto de la polaridad en la sorcién y
movilidad de compuestos se encontré que un solvente afin a un compuesto increment6 la
solubilidad y disminuy6 la sorcion; a la inversa un solvente poco afin a un compuesto
increment6 la sorcion y migracion hacia la fase solida a sitios de polaridad similar.

La tendencia andoga que mostraron la solubilidad y desorcion se puede explicar por la
selectividad de los solventes por los hidrocarburos, si estos son muy solubles entonces esta gran
selectividad facilita la separacion de los hidrocarburos de la superficie del suelo y
probablemente se trata de una adsorcion fisica, ya que pueden ser extraidos con los solventes
(Kelsey y col. 1997). En otros trabajos se demostré (Cornelissen y col. 1998) que para
compuestos clorados la desorcion de arcillas minerales tiene una entalpia de 50 a 70 kJmol,
valor que es bajo con respecto a los valores tipicos de la adsorcion quimica préximos a 200
kJmol (Atkinson, 1986), es decir, los contaminantes sorbidos al suelo tienen enlaces fisicos.

L os resultados demostraron que no existe relacion entre la polaridad y la desorciéon de
hidrocarburos, pero si entre la solubilidad y desorcién. Sin embargo, estos resultados no se
pueden generalizar para € efecto de la polaridad sobre la composicion de los extractos de

hidrocarburos obtenidos en la desorcion.



6.1.2. Composicion de los extractos de desorcion

Los extractos de desorcion se fraccionaron para determinar si existia una selectividad de
los solventes por alguna fraccion en particular. La composicion del extracto obtenido después
de la desorcién con los diferentes solventes en 24 h se muestra en la Fig. 6.1 y los resultados
del ANOVA vy pruebas de comparacion de medias se muestran en el anexo 11.2. En el caso de
los asfaltenos (6.1-A) que es la fraccion mas pesada de los HTP, se observd que € tipo de
solvente si tuvo efecto en la extraccion. La mayor concentracion, 198 000 mg /kg de suelo, se
obtuvo con tolueno que es significativamente diferente del resto y mayor a la concentracion
inicial debido a las propiedades del tolueno. Se ha demostrado (Feniesten y col. 1998) que €l
tolueno es un solvente apropiado para los asfaltenos, ya que € nlcleo de una molécula de
asfaltenos esta cubierta por unidades alifético/nafténicas. Esto podria favorecer € consumo de
asfaltenos pues algunos investigadores sefidlan que su resistencia a la biodegradacion es debida
a su complejidad estructural e insolubilidad en agua. La menor desorcién se obtuvo con hexano
y con metanol, con este Ultimo solvente los resultados podrian explicarse en funcion de la
constante dieléctrica, es decir es adecuado para solubilizar compuestos iénicos pero poco afin a
los hidrocarburos.

En el caso de los compuestos alifaticos (6.1-B) sélo hubo diferencias significativas entre
el metanol y los demés solventes. Con metanol se obtuvieron 28 062 mg de HTP /kg de suelo
contra los 89 100 mg/kg de suelo obtenidos en promedio con los deméas solventes probados,
cuya concentracion no es dgnificativamente diferente de la inicial. Para los compuestos
arométicos (6.1-C) los resultados fueron similares a los obtenidos con los asfaltenos, la mayor

desorcion se obtuvo con tolueno, 53 000 mg/kg de suelo, que fue significativamente diferente



de la obtenida en promedio, 27 375 mg/kg de suelo con € resto de los solventes y también
mayor ala concentracion inicial. Para los compuestos polares, (Fig. 6.1-D) se distinguieron tres
grupos. €l metanol y benceno con lamenor concentracion, 15 974 mg/kg de suelo en promedio;
benceno tolueno y acetona corresponden al grupo intermedio con una concentracion de 21 090

mg/kg de suelo y &l valor més ato en promedio se obtuvo
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sistema de suelo en suspension. En el panel A se muestran |os asfaltenos obtenidos con los diferentes solventes, en el B los compuestos aliféticos, en € C los

arométicos y en el D los compuestos polares extraidos. L os datos representan la media de tres unidades experimental es diferentes.



con hexano y butanol que fue 25 950 mg/kg de suelo. En los tres casos la concentracion fue
menor alainicial.

La desorcion de hidrocarburos del suelo no esta relacionada con la polaridad del
solvente, de igual manera que la composicién de los hidrocarburos presentes en los extractos de
desorcion, no se correlacionaron con la polaridad dd solvente. La mayor desorcion de HTP se
obtuvo con tolueno, extracto que también tuvo la més dta proporcion de asfaltenos,

aromaticos y aliféticos.

6.2. Efecto de los solventes en la biodegradacion de hidrocarburos
En esta segunda etapa se estudidé e efecto de los solventes sobre la
desorcién/biodegradacion simultanea. Estos ensayos también se redlizaron en cultivo de suelo

en suspension al nivel de microcosmos.

6.2.1. Desorcion y biodegradacién de hidrocarburos

El objetivo de estos experimentos fue determinar e efecto de la polaridad de los
solventes sobre la desorcion/biodegradacion simultdnea de HTP en un cultivo de suelo en
suspension a nivel de microcosmos. La concentracion de solvente se gjustd basdndose en la
cantidad de hidrocarburos desorbidos con tolueno en 24 h, por que fue el solvente que permitio
la mayor desorcion. Se incluyé un control sin solvente, pero inoculado, para saber s
efectivamente los solventes tienen un efecto en la desorcidrn/biodegradacion.

La concentracion de los solventes adicionados se muestran en la Tabla 6.2, también se

indica e consumo de hidrocarburos después de 30 dias de cultivo. Las concentraciones de



solvente empleadas son diferentes por que se calcularon basdndose en los datos de solubilidad
de hidrocarburos, a fin de que se tuviera la misma desorcion de hidrocarburos en todos los
tratamientos. EI mayor consumo se obtuvo con tolueno, 44 400 mg/kg de suelo, que fue
significativamente diferente de los resultados obtenidos con los otros solventes, segin lo
demuestran los andlisis estadisticos presentados en e anexo 11.3. Entre hexano, acetona,
butanol y el control, el consumo de hidrocarburos no fue significativamente diferente, 33 400

mg/kg de suelo en promedio. Finalmente el menor consumo se obtuvo con metanol y benceno.

Tabla 6.2. Efecto de la adicion de diferentes solventes en la desorcion/biodegradacion
en cultivos en suspension de suelos en microcosmos.

Solvente adicionado Hidrocarburos consumidos
g/ kg suelo g/ gHTP (mg/kg de stielo)
Hexano 30.77 0.116 25100+ 12
Benceno 15.44 0.058 11000+ 4
Tolueno 14.33 0.054 44400+ 1
Butanol 23.77 0.089 30400+ 1
Acetona 35.00 0.132 36500+ 2
Metanol 73.11 0.275 3700+ 1
Control 28600+ 2

El consumo de hidrocarburos representa el promedio de tres unidades experimental es.

Se conocen varios reportes sobre el uso de solventes “suaves’ para la extraccion de los
hidrocarburos biodisponibles, por ser compuestos solubles en agua se cree que incrementan la

solubilidad de los hidrocarburos. El butanol fue reportado (Alexander y Alexander, 2000) como



adecuado para la extraccion de HPA adicionados al suelo y para predecir su biodisponibilidad
para E. foetida (Liste y Alexander, 2002). Sin embargo, la biodisponibilidad depende del tipo
de suelo, tiempo de intemperizacion y del compuesto (Tang y col, 2002). En € presente
trabajo, el tolueno produjo mejores resultados esto podria explicarse basicamente por dos
causas (i) el comportamiento de los hidrocarburos intemperizados dista mucho de los
compuestos de reciente adicion (Carmichagl y col. 1997), (ii) los hidrocarburos disponibles
extraidos con solventes “suaves’ pudieran ser compuestos faciles de remover porque son
mezclas muy sencillas, son de reciente adicion a suelo y no estan adsorbidos. Por tanto en los
ensayos de extraccion con solventes “suaves” se menosprecian las limitaciones en transferencia
de masa para la desorcion y solubilidad.

Para el benceno se obtuvo la respuesta esperada, la menor degradacion, por que es €
compuesto mas toxico para los microorganismos (Huertas y col. 1998). En el caso del metanol
la baja degradacion obtenida puede atribuirse a la minima desorcién de hidrocarburos lograda'y
aque se uso una alta concentracion de solvente que podriatener un efecto inhibitorio.

De acuerdo a los resultados que se alcanzaron, un solvente con alta capacidad para
solubilizar y desorber hidrocarburos, como es € tolueno, favorece la biodegradaciéon por que
incrementan la accesibilidad de hidrocarburos para los microorganismos. En la seccion anterior
se encontro que el extracto de desorcion obtenido con tolueno presentaba la mayor proporcion
de asfaltenos y arométicos, entonces surge la pregunta s la biodegradacion de estas fracciones

mejora cuando se adicionatolueno.



6.2.2. Composicion delos extractos de hidrocarburo de degradacion

Los extractos de hidrocarburos del tratamiento de desorcion/biodegradacion se fraccionaron
para determinar s el tipo de solvente afectaba € consumo de algunos de los grupos de
hidrocarburos. Los resultados se muestran en la Fig. 6.2. En el caso de los asfaltenos, 6.2-A, la
menor concentracion de asfaltenos residuales se obtuvo con tolueno, 62 300 mg/kg de suelo.
Es dificil determinar si se mineralizaron, aungue se ha reportado cometabolismo en presencia de
n-alcanos C;, a Cyg (Leahy y Colwdl, 1990) o bien sblo ocurrié la apertura de las moléculas de
asfaltenos (Fenistein y col. 1998). Con los otros solventes no hubo cambios significativos con
respecto al control y en promedio la concentracién fue 84 000 mg/kg de suelo.

En e caso de los compuestos dliféticos, Fig. 6.2-B, no se observan cambios
significativos con respecto a valor inicial con los diferentes solventes probados e incluso para
el control sin solvente. Para los compuestos arométicos, Fig. 6.2-C, el mayor consumo ocurrio
en presencia de tolueno, por gue con este solvente se registré e menor valor de arométicos
residuales, 23 000 mg/kg de suelo; cabe recordar que extragjo tres veces mas HPA que € resto
de los solventes (seccion 6.1.2). Entre los demas solventes no hubo diferencias significativas,
aungue s ocurrio un ligero decremento con respecto al control. Debido a su estructura quimica
la transferencia de masa a la fase acuosa y la disolucion de HPA probablemente son limitantes
para la biodegradacién, ya que a incrementar el peso molecular disminuye la solubilidad e
incrementa la capacidad de adsorcion en el suelo (Ewies y col. 1998). Aunque la presencia de
compuestos arométicos de bgjo peso molecular
como €l naftaleno o tolueno (Alvarez y Vogel, 1991) induce la degradacién de HPA, se

requieren tiempos muy prolongados parallegar ala mineralizacion completa.



La concentracion final de los compuestos polares se muestra en la Fig. 6.2-D,
observamos que sblo en el control hubo un incremento de 10 000 mg/kg de suelo con respecto
al valor inicial, ya que la oxidacion de aiféticos produce cetonas o écidos carboxilicos (Riis y
col. 1996). Con los solventes probados no hubo un cambio significativo con respecto al valor

iniciad.  QuizdA por que hubo una particibn de los productos de
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Fig. 6.2. Composicion de los extractos de hidrocarburos dd tratamiento de desorcion/biodegradacion en cultivo de suelo en suspension en

microcosmos. Los datos representan la media de dos unidades experimentales.



degradacion hacia €l suelo mayor a la de los compuestos originales, dificultando la extraccion
por hexano:acetona.

El consumo de hidrocarburos no da informacién sobre e destino final de los
hidrocarburos que disminuyeron, es decir, podrian disminuir por que los compuestos
producidos en la biotransformacién tengan una solubilidad distinta a la de los compuestos de
los que procedieron o por que la afinidad al suelo sea mayor. Asi, para poder determinar si se
oxidaron completamente a continuacion se analiza la mineralizacion a través de la produccién

de CO..

6.2.3. Mineralizacion de hidrocarburos
Para determinar si los hidrocarburos fueron transformados o mineralizados se sigui6 la
produccion de CO, durante los 30 dias de tratamiento. Las cinéticas para los diferentes
solventes se muestran en la Fig. 6.3. Se distinguen tres grupos: (i) con una produccién de CO,
mayor a la del control, casos del tolueno y la adicion de acetona, (ii) con una produccion de
CO, parecida a la ddl control, casos del hexano y butanol y (iii)con una produccién menor al
control, casos metanol y benceno. Este agrupamiento de la produccién de CO, se presentd de
igual manera en la biodegradacion (ver Tabla 6.2.), lo que indica que la biodegradacion esta
relacionada con la mineralizacion en los tratamientos aplicados en este trabgjo.
En ninguno de los tratamientos se alcanzo el estado estacionario, en presencia de
tolueno se observo una fase de adaptacion de aproximadamente 7 diasy a partir de este punto
la tasa de produccién fue constante, al igual que sucedidé con la acetona. Aunque hexano,

control y metanol comparten esta tendencia la tasa de produccion de CO, fue menor.
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Fig 6.3 Cinética de produccion de CO, en presencia de hexano 30.77 g/kg de suelo (m), benceno
15.44 g/kg(l ), tolueno 14.33 g/kg (u), butanol 23.77g/kg (6), acetona 35.0 g/kg(n), metanol 73.11 g/kg
(s) y © control sin solvente (9), en un sistema de suelo en suspension. Los datos representan la media de

tres unidades experimental es, la desviacion estandar estuvo en un rango de 0.19 a 19.25%.

El butanol mostré una fase de adaptacion mas prolongada, aproximadamente 10 dias,
mostrando entonces la misma tasa que tolueno y acetona. Para el benceno, que es el compuesto
méas toxico para los microorganismos (Huertas y col. 1998) el cambio en la velocidad de
produccion de CO, fue minimo durante los 30 dias de tratamiento.

La tasa de produccion de CO, que se muestra en la Tabla 6.3, tuvo el valor méximo 16
mmol/kg suelo dia, en presencia de tolueno. A pesar de que € tolueno se ha clasificado como

un solvente téxico en funcion de su log Koy (Sikkemay col. 1995), actualmente se sabe que el



efecto dosis respuesta de un solvente depende de su concentracion en lamembranay no solo de

su estructura quimica (Isken y col. 1999).

Tabla 6.3. Tasa de produccion de CO, en presencia de diferentes solventes en un cultivo de
suelo en suspension en microcosmos

qCO;
(mmol/kg suelo d)
Hexano 10 £0.1
Benceno 2 £01
Tolueno 16 £0.1
Butanol 11 +£0.2
Acetona 14 £05
Metanol 8 £0.2
Control 10 £0.2

En segundo lugar se ubico la tasa de produccion de CO, del tratamiento con acetona, 14
mmol/kg suelo dia, que fue mayor a la obtenida con butanol, control y hexano, 10.33 mmol/kg
suelo dia en promedio. Para acetona y butanol estos resultados son congruentes con su caracter
no toxico evaluado por medio del log Koy que es menor a uno (Sikkema y col. 1995). En
sistemas de dos fases solvente-agua, se cree que € uso de solventes esta limitado por la
toxicidad y se prefiere el uso de compuestos inocuos (Salter y Kell, 1995). Los resultados
obtenidos en este trabajo indican que es dificil generalizar sobre e efecto toxico de los
solventes por que hay diversos factores que estan implicados. (i) tolerancia de los

microorganismos a los solventes (Roberston y Alexander, 1996), (ii) sorcién del solvente en el



suelo que aminora €l efecto téxico (Huertas y col. 1998) vy (iii) degradacion microbiana del
solvente.

Aunque los resultados de biodegradacién mostraron un comportamiento similar a la
produccion de CO,, esainformacién no permite conocer la proporciéon de HTP consumidos que
fueron mineralizados. Para tener una aproximacion de la mineralizacion de HTP se hizo una
comparacion entre € CO, experimental y el CO, que se produciria por la oxidacion completa
de los HTP consumidos en cada tratamiento. En la Tabla 6.4 se muestran los datos
experimentales y tedricos de la produccion de CO,. Se observa que para € control € CO,
experimental es aproximadamente una cuarta parte del CO, tedrico correspondiente. Con
hexano y butanol & CO, tedrico es aproximadamente seis veces € CO, experimental

perteneciente, esto indica que en estos casos se estuvo muy lejos de acanzar la mineralizacion.

Con tolueno, que es clasificado como un compuesto téxico, e CO, producido fue
mayor que en €l control, lo cual indicé que no hubo un efecto inhibitorio sobre la respiracion,
por que probablemente la absorcion de tolueno en el suelo protegié a los microorganismos
(Huertasy col, 2000). El tolueno favorecié la mineralizacion por que € CO, tedrico fue cuatro
veces el experimental, es decir la mineralizacién de HTP fue mayor que con los otros solventes.
Si comparamos con respecto a control, en ambos casos el CO2 experimental fue un 26% del
tedrico, lo que podria indicar gue con la concentracion de tolueno ensayada no se presenté un
efecto toxico en la respiracion y se mantuvieron la capacidad de mineraizacion y degradacion

gue €l consorcio tiene en ausencia de solventes.



Tabla 6.4. Comparacion de la produccion de CO, experimental y tedrica para la biodegradacion
de HTP en cultivo de suelo en suspension a nive de microcosmos

CO, exp® CO, HTP® CO, solvente © CO, tedrico °
(mmol/kgsudo)  (mmol/kg sudo)  (mmol/kg suelo) (mmol/kg

suelo)
Hexano 208 + 11 1003 1074 2077
Benceno 86 + 0.5 439 592 1031
Tolueno 450 + 34 1176 546 1722
Butanol 208 + 4.0 1215 643 1858
Acetona 388 + 109 1459 902 2361
Metanol 238 + 4.9 147 1143 1290
Control 208 + 5.2 1131 1131

A Producido alos 30 dias de cultivo

B Corresponde a la oxidacion completa de los hidrocarburos consumidos considerando un Y co/HTPigual
a0.6 g CO,/g HTP ( Loser y col, 1999)

€ Corresponde a la oxidacion completa del solvente considerando un Y coy/solvente igual a 0.6 g CO,/g
solvente(Johnson, 1967)

P El valor tedrico corresponde ala sumade lacolumnaB'y C.

En el caso de metanol, tratamiento con la mayor adicion de solvente, es probable que €l
metabolismo se haya orientado al consumo de metanol sin llegar a la mineralizacion. Por que el
CO; estimado para la oxidacion tedrica de los HTP es menor a CO, estimado para la oxidacion
de HTP e incluso es menor a que se obtendria para la oxidacion tedrica.

En sintesis no existe una relacion entre la polaridad y la biodegradacion de los hidrocarburos,
pero los mejores resultados de degradacion de HTP se obtuvieron con € tolueno de igua
manera que sucedidé con los compuestos arométicos, pero e metabolismo se orienta a la
transformacion principalmente. ElI consumo de compuestos aiféticos no se favorecio por la

adicion de solventes, por el contrario en presencia de metanol el consumo



fue menor a control. En tanto que €l tolueno fue e mejor solvente para la desorcion y

biodegradacion fue elegido paralos estudios posteriores.

6.2.4. Consumo de oxigeno en presencia de diferentes solventes

El consumo de oxigeno fue determinado para correlacionar con la produccién de CO..
La cinética de consumo se muestra en la Fig. 6.4. se distinguen tres grupos: (i) con una
consumo mayor al del control, casos del tolueno, acetonay hexano, (ii) con un consumo similar
a del control, caso del butanol y (iii) con un consumo menor a del control, casos metanol y
benceno. Este agrupamiento fue también observado en la produccién de CO, (seccién anterior).
En ninguno de los tratamientos se alcanzo el estado estacionario, pero con benceno el consumo

tuvo un cambio minimo a partir de los 10 dias de cultivo.
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Fig 6.4 Cinéica de consumo de O, en presencia de hexano 30.77 g/kg de suelo (m), benceno 15.44
a/kg(l ), tolueno 14.33 g/kg (u), butanal 23.77g/kg (6), acetona 35.0 g/kg(n), metanol 73.11 g/kg (s) vy €



control sin solvente (9), en un sistema de suelo en suspension. Los datos representan la media de tres
unidades experimentales, la desviacion estdndar estuvo en un rango de 0.11 a 19.70%.

La agrupacion descrita también fue observada en la producciéon de CO,, pero en el
tratamiento con hexano el CO, producido fue similar a control y en este caso se consumid una
mayor cantidad de oxigeno, los que podriaindicar una cierta alteracion del metabolismo.

La relacion entre el oxigeno consumido y los HTP degradados se muestra en la Tabla
6.5, que varié entre 0.207 y 0.961 g de oxigeno/g C consumido en los 30 dias de cultivo. Se
observa un valor atipico, para el comportamiento general mostrado, en el caso de metanol y
tolueno con un valor de 4.033 y 1.057 g de oxigeno/g de C consumido, respectivamente. Para
la degradacion de fenantreno en fase solida Loser y col (1999) determinaron una relacion igual
a 0.138 g O,/g carbono consumido para condiciones en las que no hubo limitacion de oxigeno.
Sin embargo, no se dispone de méas informacién para afirmar que en este trabgo hubo
limitacion de oxigeno o estuvo en concentracion suficiente. Aungue cabe aclarar que en los

microcosmos la concentracion de oxigeno fue siempre mayor al 50% de la saturacion de aire.

Tabla 6.5. Comparacion del consumo de oxigeno para la degradaciéon de HTP en

presencia de difer entes solventes

g O,consumido
g C consumido

Hexano 0.961
Benceno 0.207
Tolueno 1.057
Butanol 0.531

Acetona 0.615



Metanol 4.033

6.3. Efecto del tolueno en la desorcion de hidrocarburos
Para explicar el efecto del tolueno en los ensayos de desorcidrn/biodegradacion
simultanea de hidrocarburos se planted estudiar de manera independiente a la desorcion
isotérmica de hidrocarburos, en presencia de un amplio intervalo de concentraciones de
tolueno, para conocer el comportamiento de la desorcidn en ausencia de los microorganismos

degradadores de hidrocarburos.

6.3.1. Desorcion de hidrocarburos en presencia de tolueno

La motivacion de estos experimentos fue conocer el efecto del tolueno en la desorcion
de hidrocarburos, se trabajé en condiciones abidticas para evitar que un posible consumo de
hidrocarburos o tolueno por los microorganismos presentes en el suelo alteraran los resultados.

L as cinéticas de desorcion de hidrocarburos se gjustaron al modelo empirico siguiente:

CL = jError! (6.1)

Donde C, representa la concentracion de HTP en la fase liquida en mg/l de suspension, C; es
la concentracion méaxima de hidrocarburos que puede alcanzarse en cada tratamiento,
expresada en mg/l, de suspension, K, es d tiempo al cual se alcanza la mitad de la C. mé&xima

y t esel tiempo de tratamiento en horas. Las constantes del modelo se estimaron minimizando



la suma de los cuadrados de los errores entre los valores experimentales y los estimados de
C., usando Microsoft Excel Solver®. Los vaores estimados para las constantes C; y K, se
muestran en la Tabla 6.6. en la que se incluye €l coeficiente de regresion. Como se puede
observar el modelo usado explica a menos un 70% de los datos, en € caso del control sin

solvente en los demas tratamientos el guste fue mejor.

Tabla 6.6 Valores estimados para las constantes C1 y K2 del modelo de desorcion de
hidrocar bur os en presencia de tolueno

Tolueno C, (Mg HTPIL) K, (h) R?
(mg/kg de suelo)
0 33.32 9.78 0.71
14 000 36.32 0.35 0.84
86 000 99.06 8.28 0.46
144 000 546.25 15.63 0.93
231000 4515.52 13.68 0.81

En laFig. 6.5 se muestra la concentracion de hidrocarburos en la fase liquida (C,) para
las diferentes concentraciones iniciales de tolueno ensayadas, la Fig. 6.5-A corresponde a
concentraciones menores a 84 000 mg/kg de suelo y la Fig. 6.5-B a concentraciones
superiores a 115 000 mg/kg de suelo iniciales de tolueno. Se puede observar que la desorcién
de hidrocarburos, segin se ha reportado (Pignatello y Xing, 1996), ocurre en dos etapas
independientemente de la concentracion inicial de tolueno adicionada. En promedio la primera
etapa de desorcion rapida se prolonga hasta 8 h. La siguiente etapa, casi estacionaria tiende al
equilibrio lentamente. Durante las 24 h en gque se sigui6 la desorcién en ningln caso se
alcanzo6 € equilibrio. Se cree (Young y Weber, 1995) que la etapa de desorcion lenta esta

controlada por la difusién de hidrocarburos en la materia organica y en las superficies
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Fig. 6.5. Cinéticas de desorcién de hidrocarburos en presencia de tolueno en cultivo de suelo en
suspensidén en microcosmos. Los datos corresponden a la media de duplicados. La variacion entre los

duplicados estuvo entre 2.1 y 18.5%. Concentracion inicia de tolueno adicionada (mg/kg de suelo):
(s)14000, (u)86 000, (0)144 000, (1)231 000 y (n) control. Las lineas corresponden a ajuste dd
modelo empirico ec. 6.1.

En & caso de HPA que contaminan un suelo intemperizado se demostré (Carmichael y
col. 1997) que en 30 dias se desorbié menos del 0.5% de los compuestos iniciales, esto esen la
desorcion rapida se libera una cantidad importante de compuestos. Si se toma como base estos
resultados se puede suponer que no se registrarian cambios importantes en la concentracion de
HTP en la fase liquida en un tiempo mayor a 24 hy es justificable haber seguido la desorcién
durante este tiempo.

Los datos experimentales solo proporcionan informacién puntual sobre C_ para las
concentraciones de tolueno probadas, si se gusta un modelo con esas variables se puede
predecir C_ a diferentes concentraciones iniciales de tolueno. En la Fig. 6.6 se observa que C_
muestra una tendencia exponencial. Con respecto a tolueno adicionado en concentraciones
bajas, € cambio fue minimo pero a partir de 170 000 mg/kg de suelo, C. se devd
dragticamente. Basandose en el modelo, si la concentracion de tolueno es cero se estima una C.
de 16 mg/l de suspension. El significado fisico de este valor, se refiere a la cantidad de
hidrocarburo que se disuelve en agua, saturandola en ausencia de tolueno. Este valor es del
mismo orden de magnitud que la solubilidad de naftaleno en agua (32 mg/l) o la de compuestos
alifaticos de bgjo peso molecular como heptano (2.9 mg/l) (Alexander, 1999).

La similitud entre la solubilidad estimada para los HTP y los compuestos mencionados

dan una mayor validez a las determinaciones redlizadas y a modelo propuesto. Con este



sencillo modelo se puede predecir la concentracion de HTP a bajas concentraciones de tolueno
donde la cuantificacion seria complicada debido a la sensibilidad de las técnicas analiticas que se
requieren y que es precisamente la zona donde se tiene & mejor guste. Incluso el modelo
podria permitir estimar los rendimientos de extraccion (mg HTP/mg tolueno adicionado) para
determinar la eficiencia de tolueno usandolo como un agente de extraccion de HTP. Sin
embargo para comparar con otros sistemas de tratamiento es preferible e uso de las tasas de
desorcion, que pueden estimarse a partir de los resultados anteriores.

Fig. 6.6. Variacion de la concentracion de hidrocarburos desorbidos a la fase liquida (C. en 24 h con
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respecto ala concentracion inicia de tolueno en cultivo de suelo en suspension.

6.3.2. Efecto del tolueno en la tasa de desorcion
La tasa de desorcion de hidrocarburos (Opn) Se estimé en todos los tratamientos como la
velocidad inicial promedio obtenida entre las cero y ocho horas en las cinéticas de desorcion.
En la Fig. 6.7 se muestra la gpn cOn respecto a la concentracion de tolueno, que presenta un

perfil similar a C_ en funcion de la concentracion de tolueno. En la Fig. 6.6 se distinguen tres



intervalos: € primero con menos de 86 000 mg/L de suspension dia donde la gpy cambia de
169 a 555 mg HTP/L de suspension dia. A partir de este punto, en el segundo intervalo, slo
incrementa ligeramente oy y en € dltimo alrededor de 173 000 mg/kg de suelo de tolueno, la
Oon aumenta significativamente. La gon para 231 000 mg/kg de suelo se omitid porque tiene un

valor muy alto que sae de la escala de la gréfica.
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Fig. 6.7. Efecto de la adicion de tolueno en la velocidad de desorcion inicial Qpn €n

cultivo de suelo en suspension

Los tres intervalos observados en los experimentos de (on pueden explicarse de acuerdo a
lo siguiente: el tolueno es un excelente solvente para asfaltenos y aromaticos segin se
demostrd en las pruebas de extraccion con solventes (véase seccidn 6.1.2.). Al liberarse estos

compuestos permanecen sobre el suelo debido a su carécter hidréfobo. En concentraciones de



tolueno cercanas a 86 000 mg/kg de suelo se presenta una fase organica dispersa en gotas o
FLNA y entonces la particion de hidrocarburos se orienta preferentemente hacia € suelo. En
concentraciones superiores a 173 000 mg/kg de suelo, cuando una FLNA esta presente, la
particion de hidrocarburos tiende a la fase organica (Jonge y col. 1997) incrementando la
desorcién de hidrocarburos. El incremento de la concentracion de hidrocarburos en la fase
liquida, con concentraciones de tolueno elevadas, sugiere que la difusién en los poros del suelo
es de escasa importancia cuando se adiciona tolueno.

Para compuestos arométicos de suelos intemperizados se reportd (Carmichael y col. 1997)
una tasa de desorcion menor, en un orden de magnitud, a la obtenida en este trabgjo para €l
control sin solvente. Sin embargo en esos ensayos las concentraciones de contaminantes eran
de 200 mg/kg de suelo, muy por debajo de la concentracidon del suelo que se empleo en este
trabajo.

Debido a la alta solubilidad de los HTP en tolueno (0.6g/ml) una vez extraidos se supone
gue se comportan como una mezcla estable y homogénea en la que no es facil distinguir al
solvente adicionado. Salvo en el caso de los asfaltenos, donde podria ocurrir un cambio en la
estructura molecular, no se espera que por la presencia de tolueno ocurran cambios en las
moléculas de las diferentes fracciones de hidrocarburos.

Basandose en los resultados anteriores, se puede suponer como sucede la distribucion
del tolueno en lafase liquiday € suelo através de un balance de materia que permita estimar la

distribucion del tolueno en las fases del sistema.



6.3.3. Distribucion de tolueno en las fases del sistema de estudio

El tolueno tiende a distribuirse entre todas las fases presentes en € microcosmos: fase
solida (suelo), fase liquida y fase gaseosa. Esta distribucion depende de los coeficientes de
particion y el contenido de materia organica del suelo. Con € fin de conocer como es la
particion hacia € suelo se midid e tolueno en la fase gas durante 30 dias para tres
concentraciones 231 000, 86 000 y 14 000 mg/kg de suelo incluyendo para esta dltima un
control abiético utilizando HgCl, al 1% (p/p) paraimpedir la actividad microbiana.

Cuando la adicion de tolueno fue de 14 000 mg/kg de suelo, en 6 h yano se
detect6 tolueno en la fase gaseosa, seglin se muestra en la Fig. 6.8, de igual manera sucedio en
el control abidtico posiblemente debido a una rapida sorcion inicial de tolueno (Arochay col.
1996). En concentraciones mayores no se observa un decremento del tolueno en lafase gaseosa
durante los 30 dias que se midié € tolueno en la fase gaseosa. Una alta concentracion de
tolueno posiblemente saturd el suelo y la fase liquida quedando un exceso en la fase gaseosa

gue se determiné como constante durante el tiempo.
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Fig. 6.8 Evolucidn de tolueno en la fase gaseosa de los suel o) fueron: 14 000 (n),86 000 (Q),
144 000 (u) y 231 000 (s), se incluy6 un control microcosmaos con suelo y medio mineral.

Las concentraciones iniciales de tolueno (mg/kg de abidtico para 14 000 ( ).

La distribucion de tolueno se puede gustar a un balance de masa para tolueno en cada unidad

experimental :

Donde Mtol es la masa inicial de tolueno adicionada en g/kg de suelo y los subindices suelo,
aguay aire indican la masa distribuida a cada fase, para €l caso de 14 000 mg/kg de suelo de

tolueno la masa de tolueno adicionada fue:

14.000 m
Mtol = = =9

= kg sudo (0.009 kg suelo)

Mtol = 126 mg tolueno

Por tanto la ec. (6.2) puede expresarse como:

126 mg = CVs+ C V| +CgVe (63)

donde C es la concentracion de tolueno en la fase indicada por el subindice correspondientey V
el volumen de la fase en el microcosmos etiquetado como: S para €l suelo, L para la fase liquida
y G para la fase gaseosa. Las concentraciones de tolueno tanto en la fase liquida como gaseosa

corresponden a la solubilidad: 540 mg/l agua 'y 115 mg/l aire. Se adicionaron concentraciones



elevadas que saturan las fases del sistema, por tanto la incognita para e balance es la

concentracion en el suelo, sustituyendo en laec. (6.3):

540 m L 115m
126 mg = C«(9g suelo) + mjgﬁ (0.036 | fase liquida) + Wg_ (01311 fasegaseosa) (6.4

Cuando la ec. (6.4) se resuelve para Cs se obtiene un valor de 10.2 mg/g suelo. Este valor
representa que en € sistema, un 73 % del tolueno adicionado qued6 sorbido en e suelo, en
tanto que en la fase liquida y gaseosa queda un 16 y 11 % respectivamente. Se ha reportado
gue en la sorcién rapida de tolueno, un 90% de solvente queda en el suelo (Robinson y col.
1990). Por tanto las suposiciones para € balance son congruentes con los resultados
previamente reportados.

Los resultados obtenidos en esta seccion experimental demostraron que el tolueno
afecta la gqpoy de tal manera que permite definir tres zonas de diferente velocidad y a la vez
genera tres condiciones de distribucion de tolueno: en concentraciones menores a 14 000
mg/kg de suelo, la goy €s minima y un 90% del tolueno queda sorbido en e suelo. En
concentraciones superiores a 144 000 mg/kg de suelo la goy Mmuestra un incremento
exponencial y gran parte del tolueno queda disperso junto con los HTP como una FLNA. Dado
gue la presencia de los microorganismos afecta la tasa de desorciéon se propuso estudiar de
manera simultanea a la desorcién y ala biodegradacion tomando como referencia los resultados

obtenidos en los ensayos desorcion abidticos.



DESORCION/BIODEGRADACION SIMULTANEA EN PRESENCIA DE
TOLUENO



7. Desorcién/biodegradacion simultanea de hidrocarburos en presencia de tolueno
En esta seccibn se presentan los resultados correspondientes a los estudios de
desorcion/biodegradacion en presencia de tolueno que se realizaron en mMiCrocoSMoS.
Primeramente se presentan los resultados de biodegradacion, para después compararse con 10s
datos de mineralizacion, y finalmente e modelamiento del consumo de hidrocarburo en la fase

liquida.

7.1. Efecto del tolueno en la desorcidn/biodegradacion simultanea

En esta seccion se estudié € efecto de la concentracion de tolueno en ensayos de
desorcion/biodegradacién smultanea en microcosmos. Para tratar de minimizar el efecto de la
tasa de desorcion de hidrocarburos (Carmichagl y col, 1997) sobre €l consumo en la fase
liquida, se estudié un amplio intervalo de concentraciones de tolueno gque permitieran un exceso

de hidrocarburos libres en la fase liquida.

7.1.1. Desorcién/biodegradacion simultanea

El objetivo de esta seccion experimental fue determinar €l efecto del tolueno en la
desorciér/biodegradacion simultanea en cultivo en suspension de suelo a nivel de
microcosmos. En la Fig. 7.1 se muestran los hidrocarburos residuales en el suelo durante los 30
dias de tratamiento. La concentracion de tolueno reportada podriaincluir al tolueno sorbido en
el suelo, que no es diferenciable de los hidrocarburos y que por tanto se puede asumir son una
mezcla homogénea. Se observa que concentraciones de tolueno superiores a 14 000 mg/kg de

suelo mostraron un efecto inhibitorio en latransformacién de HTP, la degradacion fue menor a



la obtenida en el control sin solvente. En e caso de 14 000 mg/kg de suelo de tolueno se
observa un efecto positivo, la degradacion de HTP fue del 40%, tres veces superior a control y

los hidrocarburos disminuyeron de 292 000 a 171 000 mg/kg de suelo en los 30 dias de cultivo.

HTP residuales
(10" mg/kg de suelo)

100 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (Dias)

Fig. 7.1. Hidrocarburos residuales en € suelo en presencia de tolueno 14 000 (n), 86 000 (6), 144 000 (u)
y 231 000 mg/kg de sudlo, se incluye la concentracion inicial de HTP (1) y un control abidtico sin
solvente (s). El cultivo se efectud en suspension de sudlo al nivel de microcosmos. Los datos representan

la media de dos observaciones experimental es.

Cuando la adicién de tolueno fue de 14 000 mg/kg de suelo se presentd una larga fase
de adaptacion de aproximadamente 15 dias, a partir de este punto ocurrié un decremento
considerable en la concentracion de HTP residuales en € suelo. Este largo periodo de
adaptacion podria deberse a la aclimatacion de los microorganismos a la concentracion de
tolueno en d cultivo. Cuando la concentracion inicial de tolueno es superior a 14 000 mg/kg de

suelo la disminucion de la actividad microbiana podria ser causada por la disminucion de la



poblacion microbiana, la cual requiere un cierto tiempo para recuperarse aunque la densidad
microbiana sera menor a la inicial (Huertas y col. 2000). Se debe considerar también que los
requerimientos energéticos para adaptacion a tolueno hacen disminuir la actividad de
degradacion (Iskeny col, 1999).

A partir de las cinéticas de degradacion de HTP se evaud la tasa de consumo de
hidrocarburos (g.rp) que se muestra en la Fig. 7.2, en funcion de la concentracion inicial de
tolueno. Se puede observar que la Q. Mméxima se presenté con 14 000 mg/kg de suelo, que
estd locdlizada en la zona de desorcion lenta (véase seccion 6.3.2.) Al incrementar la
concentracion de tolueno la gure disminuye drasticamente. Los valores més bajos se ubican en
la zona de alta velocidad de desorcion donde el exceso de la presencia de las especies de HTP-
tolueno pudieron producir un efecto inhibitorio en la actividad degradativa del consorcio

microbiano.
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Fig. 7.2. Vdocidad de consumo de HTP (Q.rp) de un cultivo de suelo en suspension en funcién de la

concentracion inicial de tolueno. Los datos representan |la media de dos datos.



En ausencia de solvente la goy (ver Fig. 6.6) fue casl tres veces menor que la Qurp
también en ausencia de solvente, esto sugiere gue la poblacién microbiana fue capaz de usar los
compuestos tan pronto como fueron liberados y que la velocidad de desorcion fue el paso
limitante (Gray y col, 2000). Cuando la adicién de tolueno fue de 14 000 mg/kg de suelo gure
se triplicd con respecto a la determinada en € control sin solvente y fue tres veces la gpn
determinada en ausencia de microorganismos, |0 que reiterd la alta capacidad de degradacion
del consorcio y e consumo de hidrocarburos en las gotas de HTP-tolueno formadas. En una
mezcla de sustratos la presencia de un compuesto puede gjercer efectos positivos (induccion
enzimatica) o negativos (inhibicion o toxicidad). Conviene aclarar que la toxicidad se refiere a
los cambios estructurales o funcionales en un sstema o0 parte especifica de un organismo; en
tanto que la inhibicion se refiere a decremento en la velocidad de una reaccion catalizada
enziméticamente. En € caso de tolueno en baas concentraciones puede estimular la
degradacién de otros compuestos arométicos (Alvarez y Vogel, 1991), como sucede
aparentemente con 14 000 mg/kg de suelo. Aunque también se ha reportado que
concentraciones elevadas de tolueno, de 25 a 40 mg/l de medio, inhibe la degradacion de
benceno y fenol (Reardon y col. 2000). En la membrana celular el tolueno provoca
perforaciones, colapsando el potencial de membrana (Sikkema y col. 1995), lo que podrian al
mismo tiempo alterar la permeabilidad o los mecanismos de transporte. Estas dos respuestas de
los microorganismos a elevadas concentraciones de tolueno explican por que € consumo de

HTP disminuye cuando se adicionan més de 86 000 mg/kg de suelo.



La degradacion de HTP es una funcion que se ve aterada por € tolueno, pero la
respiracion de los microorganismos también podria modificarse, debido a esto se midié € CO,

producido en los tratamientos con tolueno.

7.1.2 Mineralizacion de hidrocarburos

A la par de la degradacion se siguié la produccion de CO, con € fin de poder
determinar € efecto del tolueno sobre la respiracion de los microorganismos. La cinética de
produccion de CO, se muestra en la Fig. 7.3-A para € control sin solvente y cuando se
adicionaron 14 000 mg/kg de suelo. Se observa que la adicion de tolueno produjo unafase de
adaptacion de aproximadamente 15 dias, a igual que en la cinética de consumo de
hidrocarburos (ver Fig. 7.1). En el control sin solvente esta fase de aclimatacion no es tan
marcada. En ausencia de tolueno la produccion de CO, fue de 0.5 mol/kg de suelo que fueron
atribuidas a consumo de materia organica y en menor proporcion a consumo de
hidrocarburos. En presencia de 14 000 mg/kg de suelo de tolueno la produccion fue de 1.9
mol/kg de suelo, es decir hubo un incremento proporcional del CO, producido con respecto al
hidrocarburo consumido, esto sugirié que ocurrié lamineralizaciéon y no solo la transformacion.

Para las concentraciones superiores a 86 000 mg/kg de suelo en laFig. 7.3-B se muestra
la produccién de CO,. En estos casos no se observa una fase de adaptacion pero €l biéxido de
carbono producido fue menor a control lo que sugiere un efecto inhibitorio sobre la

respiracion.
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Fig. 7.3 Cinética de produccion de CO, en presencia de tolueno: 14 000 (n), 86 000 (6), 144 000 (u) y
231 000 mg/kg de suelo (1) y un control sin solvente (s). El cultivo se efectud en suspension de suelo a nivel de
microcosmos. Los datos representan la media de dos unidades experimental es diferentes. Para los duplicados la

variacion estuvo entre 0.1y 2.2%.

La velocidad de produccion de CO, (qCO,) fue estimada a partir de las cinéticas de
produccion de CO,, como la pendiente de un guste lineal de los datos experimentales. En la
Fig. 7.4 se observa que la qCO, presentdé e mismo perfil que Qure en funcion de la
concentracion inicial de tolueno adicionado, aunque con 86 000 mg/kg de suelo la gCO, quedd
en € punto medio de la pendiente de decremento en tanto la gyre tomd una posicion mas arriba

en la pendiente de la curva que le corresponde (ver Fig. 7.2). El maximo valor registrado



sugirié que el tratamiento con 14 000 mg/kg de suelo de tolueno es e mejor porque en estas

condiciones se mineraliz6 la mayor cantidad de hidrocarburos.
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Fig. 7.4 Vdocidad de produccion de CO, (gCO,) durante la degradacion de hidrocarburos en funcién de

la concentracion inicial de tolueno, en un cultivo en suspension de suelo en microcosmos.

Los rendimientos de CO, con respecto a sustrato (Y coJ/HTP) se muestran en la Tabla
7.1, para €l sistema de estudio el sustrato se refiere tanto a los HTP y como a tolueno
presentes en la fase liquida como una mezcla homogénea. Los valores de Y coy/HTP estimados
para el control y e tratamiento con 14 000 mg/kg de suelo de tolueno fueron similares a los
reportados (Johnson, 1967) para diferentes hidrocarburos alifaticos. En los otros tratamientos
el rendimiento posiblemente disminuyé debido a un incremento en los requerimientos
energéticos para la adaptacion y remocién de tolueno de la célula (Isken y col. 1999). Con 14
000 mg/kg de suelo no se modifico el rendimiento porque € tolueno promueve la desorcion en
tanto que la capacidad de degradacion no se dtera. El incremento en la produccion de CO, fue

proporcional a consumo de HTP cuando se adicionaron 14 000 mg/kg de suelo de tolueno.



Tabla 7.1 Rendimiento de CO, (Y co,/HTP) en presencia de tolueno en un cultivo en

suspension de suelo.

Tolueno Control 14 000 86 000 144 000 231 000
(mg/kg de suelo)
Y co/HTP 0.61+0.7 0.66x0.16  0.04+0.008 0.06+£0.015  0.04+0.011
(9/9)

El rendimiento fue estimado a partir de las cinéticas de produccién de CO, y de consumo de

HTP en 30 dias. Los valores son la media de dos mediciones.

Los rendimientos obtenidos con la adicion de 14 000 mg/kg de suelo sugirieron que las células
disponen de sustrato en cantidad suficiente en la fase liquida para alcanzar los rendimientos que se
logran en cultivo liquido sin limitaciones difusionaes y que esta concentracion de tolueno no afecta a la
actividad respiratoria ni a la de degradacion. Para sustentar esta suposicion se estimé € consumo de

hidrocarburos en la fase liquida.

7.1.3. Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno fue determinado para correlacionarlo con la produccion de CO,
y determinar si la adicion de tolueno afecta el consumo de oxigeno. La cinética de consumo de
oxigeno se muestra en la Fig. 7.5. En el caso del control y con la adicién de 14 000 mg de
tolueno/de kg de suelo, ver Fig. 7.5-A el oxigeno consumido fue un orden de magnitud mayor a
los demés tratamientos con tolueno, ver Fig. 7.5-B. En ninguno de los tratamientos se alcanzo
la fase estacionaria, pero cuando se adicionaron 221 000 mg de tolueno/kg de suelo el consumo

de oxigeno se mantuvo en el nivel més bgjo.
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Fig. 7.5 Cinética de consumo de O, en presencia de tolueno: 14 000 (n), 86 000 (6), 144 000 (u) y 231
000 mg/kg de sudlo (') y un control sin solvente (s). El cultivo se efectud en suspension de sudo a
nivel de microcosmos. Los datos representan la media de dos unidades experimentales diferentes. Para

los duplicados la variacion estuvo entre 0.15 y 14.7%.

Esta misma repuesta se observd en la produccion de CO,, incluso las cinéticas muestran
una tendencia similar, por lo que se podria suponer gque gran parte del oxigeno consumido fue

utilizado parala oxidacion de los hidrocarburos.



La velocidad de produccion de O, (qO.)fue estimada a partir de las cinéticas de
consumo como la pendiente de un guste lineal de los datos experimentales con € objetivo de
determinar s la adicion de tolueno afecta el consumo de oxigeno. En laFig. 7.6 se observa O,
muestra el mismo perfil que la qco,, pero la tasa de consumo de oxigeno es mayor en €l caso
del control, practicamente el doble, y la cuando se adicionaron 14 000 mg de tolueno/kg de la
g0, fue cinco veces la qCO, determinada. En los demas tratamientos tanto el consumo de

oxigeno como la produccion de gCO; es del mismo orden.
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Fig. 7.6. Veocidad de consumo de oxigeno (qO,) durante la degradacion de hidrocarburos
en funcion de la concentracion inicial en un cultivo en suspensén de suelo en

mi Crocosmos.

Estas diferencias observadas entre la qco, y la qO, quizé puedan atribuirse a efecto de los
HTP-tolueno que a estar en elevadas concentraciones en la fase liquida alteran las actividad

microbiana.



7.1.4 Estimacion del consumo de hidrocarburos en fase liquida

El consumo de hidrocarburos en la fase liquida se estimé con base en los resultados de
la produccién de CO, y los YcoJsHte que se mostraron en la Tabla 7.1., los resultados se
muestran en la Fig. 7.7. Se observa que la concentracion de hidrocarburos en la fase liquida
(CL), en presencia de los microorganismos es mayor a la obtenida en los ensayos de desorcidn
(véase Fig. 6.4.). Esto es factible por que a consumirse los hidrocarburos de la fase liquida se
incrementa e gradiente de concentracion entre el suelo y la fase liquida (Harms y Zehnder,
1995) permitiendo la utilizacion de hidrocarburos a tasas mayores que la de desorcion abidtica
(Tang y col. 1999). Cuando las concentraciones de tolueno fueron mayores a 144 000 mg/kg,
de suelo se obtuvo el efecto contrario, la C. es menor a la de desorcion determinada para a la
misma concentracion de tolueno, es decir, quedd un exceso de hidrocarburos en la fase liquida.

Los resultados obtenidos sugieren que la mezcla HTP-tolueno tiene un efecto
inhibitorio sobre la transformacion de hidrocarburos y respiracion microbiana. Para €l intervalo
de concentraciones de tolueno probado la mayor degradacion se obtuvo con la adiciéon de 14
000 mg/kg de suelo, consumiéndose 49% =+ 8.05 de los HTP en los 30 dias de tratamiento,
consumo que fue mayor al obtenido en el control sin solvente, 14.20 + 3.63. El patron de
consumo de hidrocarburos de la fase liquida sugirié que una vez consumidos los hidrocarburos
se favorece € transporte desde e suelo, de manera que se consume una cantidad mayor a la

liberada en condiciones abidéticas.
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Fig. 7.7. Hidrocarburos consumidos en fase liquida (C.) en cultivo en suspension de suelo en presencia
de tolueno (mg/kg de sudlo): 14 000 (n), 86 000 (s), 144 000 (1) y 231 000 (6) y & control sin solvente

(u). LaCy seestimo a partir delas cinéticas de produccion de CO, y € Y CO/HTP.



La biodegradacion no pueden explicarse de manera independiente de la desorcion,
segun los resultados discutidos anteriormente. En e sistema utilizado, € consumo de
hidrocarburos depende de la capacidad de biodegradacion de los microorganismos y de la
concentracion del sustrato en la fase liquida. Esta concentracion es determinada por la sorcion,
desorcion y limitaciones en la transferencia de masa. El sistema resultante es muy complgjo y es
dificil, experimentalmente, distinguir los fenémenos que ocurren, por gemplo: i) consumo de
HTP y tolueno, ii) inhibicidn de la respiracion e inhibicidn de la actividad de degradacion o iii)
transferencia de masa convectiva y limitaciones de la transferencia de masa difusiva. Debido a
gue estos fendbmenos ocurren de manera simultdnea y dependen del tiempo, se propuso un
modelo para estudiarlos bajo un efecto mezclado. El modelo matemético propuesto permite
estudiar de manera secuencial los fendmenos que suceden, separandose en términos

independientes la desorcion y la biodegradacion-inhibicion.

7.2. Modelamiento matematico

De acuerdo a los resultados de la seccidn 6.3.1. la desorcion puede estar controlada por la
adicién de tolueno cuando no hay microorganismos. Sin embargo, en presencia de
microorganismos se logran tasas de consumo mayores a las de la desorcion abidtica (seccion
7.1.1.). Por tanto no es facil establecer condiciones en las cuaes la desorcién no es € paso que
limita, ya que en atas concentraciones de tolueno se presenta un efecto inhibitorio y en bagas
concentraciones el incremento de gup podria ser insuficiente. Dada la complgjidad de los

procesos para explicar la biodegradacion de HTP en la fase liquida se planted un modelo que



contempla la desorcidérn/biodegradacion smultanea de hidrocarburos. Este modelo permitio
estimar los parametros cinéticos kr, Y k; en presencia de tolueno. También se incluye un nimero
adimensional que permite identificar €l paso que limita la biodegradacion (transferencia de masa
0 biodegradacion) en cultivo de suelo en suspension.

Primeramente se muestran las bases tedricas 0 suposiciones que sustentan € modelo,
posteriormente e desarrollo del mismo y finamente la prediccion del consumo de

hidrocarburos en la fase liquida.

7.2.1. Basestedricasdel modelo

Se supone que la fraccion de hidrocarburos en la fase liquida es la Unica biodisponible
para los microorganismos en la suspension de suelo. Dicha fraccion constituye una fase
homogénea de HTP-tolueno. En consecuencia de sus propiedades hidrofobas, una gran
proporcion queda depositada sobre la superficie del suelo. La concentracion de hidrocarburos
en la superficie puede estimarse basandose en e coeficiente de particion respectivo, para
después, establecer un balance que permita conocer € coeficiente de transferencia de masa de
lainterfase a lafase liquida. Para explicar €l fendmeno se propone un modelo que se basaen las

siguientes suposiciones:

1) El modelo se aplica a escala macroscopica, es decir, se toma como base de estudio un
gramo de suelo.

2) Lasparticulas de suelo se suponen esféricas y homogéneas.



3) La difusién en los poros del sudo es de escasa importancia cuando se adiciona tolueno,
segun se discutio en la seccion 6.3.3.

4) La concentracion de hidrocarburos depositados en la superficie del suelo es directamente
proporciona ala concentracion de tolueno adicionada. Esta concentracion puede estimarse
con €l coeficiente de particion.

5) El transporte de la superficie del suelo hacia la fase liquida esta controlado por €
coeficiente de transferencia k. .

6) Los microorganismos consumen los hidrocarburos solo en la fase liquida (Ghoshal y col.
1996), donde hidrocarburos se refiere alos HTP y al tolueno que no son diferenciables en la
mezcla homogénea.

7) La cinética de biodegradacion de hidrocarburos esta descrita por la modificacion de la
ecuacion de Michaelis Menten propuesta por Haldane, que caracteriza € consumo de
compuestos potencialmente toxicos a altas concentraciones (Alexander y Scow, 1989).

El balance de masa en estado transitorio que describe el cambio en la concentracion de

hidrocarburos en la fase liquida es:

16 _ 11 460 \ oCO, c
m Dt 2 9r oot ke (C-Cy) - YCOZIHTP—LZ (7.1)

km+C, +
i

Donde €l primer término del lado derecho describe la difusion intraparticula y € segundo
término la entrada de hidrocarburos por transporte convectivo a la fase liquida. El dltimo se
refiere al consumo de hidrocarburos en la fase liquida. D representa el transporte difusivo del

centro de la particula de suelo a la periferia, r es € radio de la particula de suelo, k. es €



coeficiente convectivo de transferencia de masa de la superficie del suelo ala fase liquida, C* es
la concentraciéon de hidrocarburos depositados en la superficie del suelo y C, la concentracion
de hidrocarburos en la fase liquida. kr, es la constante de Michaelis-Menten y k; es la constante
de inhibicion. La biodegradacion esta expresada en términos de la producciéon de CO, porgue
las técnicas analiticas permiten mayor precision en la medicién de estos datos.

De acuerdo a la tercera suposicion y a los resultados discutidos en 6.3.2., en presencia de

tolueno, la difusién intraparticula es despreciable, de manera que la ecuacion (7.1) se simplifica

obteniéndose:
dac, _ qC0;, G
at =K (©-C) - Yoomm C’ (7.2)
km+ CL + T

La concentracion de hidrocarburos en la interfase C*, fue relacionada con la concentracion de

tolueno adicionado, de acuerdo ala cuarta suposicion, esta dada por:

C* = K,Cr (7.3)

Donde k, es € coeficiente de particion de hidrocarburos en tolueno y Cr es la concentracion
inicial de tolueno adicionada. El coeficiente de particion fue estimado a partir de los datos de
solubilidad de hidrocarburos, presentados en la seccidn 6.1.1. El coeficiente convectivo k, fue
estimado con la ec. (7.2) sin € término de inhibicidn, usando las curvas de desorcidn (seccion

6.3.1.), descritas antes por:



(7.4)

= tmax ykT: kLtmaX

Donde C es la concentracion de adimensional de hidrocarburos, k y ky las constantes
adimensionales de afinidad e inhibicion respectivamente y t” es e tiempo adimensional.

Incluyendo estos términos en la ec. (7.2) ésta se escribe como:

1D
1De 1 opa—"— (7.5)
ke dt C
K+
H

Esta ecuacion define al nimero adimensional de Damkhdler como:

_ QCOZ
4=} C* YCO,/TPH

D (7.6)

El Da se define como la relacion entre la maxima biodegradacion y la maxima transferencia
convectiva de masa entre la superficie del suelo y la fase liquida. El valor del Da indica control
por transferencia de masa para valores mayores a la unidad y control por la reaccion biologica

para valores menores a la unidad (Ghoshal y col. 1996).



Basandose en las ecuaciones descritas se estimaron las constantes del modelo

retomando parte de lainformacién generada en los microcosmos.
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8. Conclusiones

1. El tolueno se selecciond entre otros solventes porque promueve la mayor desorcion de
HTP del suelo intemperizado, produciendo el extracto de hidrocarburos con la mas dta
proporcion de asfaltenos y arométicos.

2. Laadicion de tolueno en la desorcién/biodegradacion simultanea promovio el consumo de
compuestos poliaromaticos, pero no hubo efecto sobre e consumo de compuestos
alifaticos.

3. El consumo de compuestos aliféticos aparentemente no estuvo relacionado con la adicion
de los solventes, en todos los tratamientos se obtuvo la misma respuesta que en el control
sin solvente.

4. Para € intervalo de concentraciones de tolueno probadas, la mayor degradacion ocurrié
con 14 000 mg/kg de suelo base seca, consumiéndose un 47% de HTP en los 30 dias de
tratamiento. Sin embargo, la transformacion fue predominante.

5. El modelo de inhibicion por sustrato acoplado a un sencillo mecanismo de desorcién en
estado transitorio permitié explicar el consumo de hidrocarburos en la fase liquida. Con
dicho modelo se estimd unaky, y ki igual a 57 y 490 mg HTP/I respectivamente, y € grupo
adimensional de Damkholer. Este Ultimo da informacién sobre la relacion entre la
transferencia de masa de los hidrocarburos 'y el consumo de hidrocarburos en la fase liquida

6. El escalamiento del proceso aungue es técnicamente factible, en el aspecto econdmico seria
muy costoso por los requerimientos de energiay tratamientos adicionales requeridos para el

suelo y fase liquida residual.
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9. Recomendaciones

Algunos de los aspectos que durante €l trabgjo de tesis no se cubrieron, por estar fuera
de nuestros objetivos, pero que podrian ayudar a complementar la informacion generado en
este trabgjo son: (i) determinar el efecto del tolueno en el consumo de HTP, es decir,
determinar si el tolueno es fuente de carbono o si promueve un cometabolismo. (ii) explicar €
mecanismo de consumo de HTP en la fase liquida, esto es, si los microorganismos producen
surfactantes o se adhieren a las gotas de HTP-tolueno para consumir los hidrocarburos. (iii)
desarrollo de un modelo que permitan determinar si el consumo de HTP ocurre en fase soliday
en fase liquida. (iv) identificacion de los metabolitos producidos cuando se adiciona tolueno y
caracterizacion de la toxicidad de los compuestos residuales a tratamiento. (v) cinéticas de
sorcién/desorcion del tolueno adicionado y relacion con la desorcion de los HTP. (vi)
desarrollo de un modelo que expliqgue e consumo de hidrocarburos en funcién de la
sorcion/desorcion de tolueno y sorciérn/desorcion de hidrocarburos. (vii) escaamiento del
tratamiento de desorcion/biodegradacion simultanea a un reactor de laboratorio.

Por otra parte, se demostré que la adicion de tolueno provoca una répiday “abundante”
liberacion de hidrocarburos, dependiendo de la concentracién de solvente adicionado. Esta
cualidad podria servir para un tratamiento quimico-biolégico: (i) lavado del suelo con tolueno
para extragr los hidrocarburos. (ii) tratamiento biolégico de los compuestos residuales

(composteo o fitorremediacion ) para minimizar la concentracion de contaminantes y (iii)



recuperacion del solvente de extraccion y propuestas para reutilizacion o disposicion de los

hidrocarburos extraidos.
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11. Anexos

11.1 Propiedades fisicoquimicas de los solventes

En las sguientes tablas se muestran algunas propiedades de los solventes usados

Hexano Benceno Tolueno
CsH14 CsHs Cs/Hs
Peso molecular 86.18 78.11 92.14
Punto de ebullicién (°C) 68.7 80.1 110.62
Presion de vapor (Torr a 20°C) 124 0.13 28.5
Densidad (g/ml a 25°C) 0.6594 0.8790 0.8669
Constante dieléctrica a 25°C 1.88 2.15 2.38
Momento dipolar (D a 25°C) 0.08 0.14 0.31
indice de polaridad 0.1 3.1 2.4
Solubilidad en agua (% a 25°C) 0.014 0.018 0.052
Solubilidad de agua en (% a 0.010 0.01 0.033
25°C)
Log Kow 3.50 2.13 2.48
Butanol Acetona Metanol
C4H100 C3HgO CH,0O
Peso molecular 74.12 58.08 32.04
Punto de ebullicién (°C) 117.5 56.29 64.7
Presion de vapor (Torr a 20°C) 4.4 184.5 97
Densidad (g/ml a 25°C) 0.8097 0.7900 0.7913
Constante dieléctrica a 25°C 17.51 20.7 32.7
Momento dipolar (D a 25°C) 1.75 2.69 2.87
indice de polaridad 3.9 5.1 5.1
Solubilidad en agua (% a 25°C) 7.81 Miscible en todas Miscible en todas
proporciones proporciones
Solubilidad de agua en (% a 20.07 % Miscible en todas Miscible en todas
25°0) proporciones proporciones
Log Kow 0.88 0.23 -0.76




11.2 Andlisis estadisticos de los ensayos de desorcion
En € presente anexo se incluyen todos los andlisis de varianza 'y comparacion de medias
mencionadas en los resultados.

Efecto del tipo de solvente sobre la desorcion de HTP (mg/kg de suelo) en microcosmos

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: HTP

Source Type lll Sum df Mean F Sig.
of Squares Square
Corrected Model 218192,944 5 43638,589 324,183 0,000
Intercept 806026,722 1 806026,722 5987,817 0,000
SOL 218192,944 5 43638,589 324,183 0,000
Error 1615,333 12 134,611
Total 1025835,000 18
Corrected Total 219808,278 17
a R Squared =,993 (Adjusted R Squared =,990)
Homogeneous Subsets
HTP: Tukey HSD
N Subset

SOL 1 2 3 4 5
METANOL 3 66,666
IACETONA 3 140,333
HEXANO 3 158,000
BUTANOL 3 201,333
BENCENO 3 317,666
TOLUENO 3 391,666

Sig. 1,000 ,465 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based on Type IlI
Sum of Squares The error term is Mean Square(Error) = 134,611.a Uses
Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

b Alpha =,05.




Comparacion dd contenido de compuestos aliféticos (mg/kg de suelo) en los ensayos de
desorcion

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: ALIF

Source Type lll Sum Df Mean F Sig.
of Squares Square

Corrected Model 12299,750 5 2459,950 59,877 0,000
Intercept 81180,750 1 81180,750 1976,002 0,000
SOLV 12299,750 5 2459,950 59,877 0,000
Error 246,500 6 41,083
Total 93727,000 12
Corrected Total 12546,250 11

a R Squared =,980 (Adjusted R Squared = ,964)

Homogeneous Subsets
ALIF: Tukey HSD

SOLV N Subset
1 2 3 4

METANOL 2 28,062
ACETONA 2 71,500

HEXANO 2 72,000

BUTANOL 2 90,000 90,000
BENCENO 2 98,000
TOLUENO 2 114,000

Sig. 1,000 0,166 0,802 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based on
Type Il Sum of Squares The error term is Mean Square(Error) =
41,083.

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.

b Alpha =,05.



Comparacion dd contenido de compuestos arométicos (mg/kg de suelo) de las pruebas
de desorcion

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: ARO

Source Type lll Sum df Mean Square F Sig.
of Squares

Corrected Model 6915,000 5 1383,000 23,914 0,001
Intercept 14700,000 1 14700,000 254,179 0,000
SOLV 6915,000 5 1383,000 23,914 0,001
Error 347,000 6 57,833

Total 21962,000 12

Corrected Total 7262,000 11

a R Squared = ,952 (Adjusted R Squared =,912)

ARO
Tukey HSD
SOLV N Subset
1 2 3
METANOL 2 7,500
ACETONA 2 20,000 20,000
BUTANOL 2 27,000 27,000
HEXANO 2 29,000 29,000
BENCENO 2 33,500
TOLUENO 2 53,000
Sig. 0,178 0,132 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based
on Type Il Sum of Squares The error term is Mean Square(Error)
= 57,833.

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.

b Alpha =,05.



Comparacion dd contenido de compuestos polares (mg/kg de suelo) en los ensayos de
desorcion con diferentes solventes

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: POL

Source

Corrected Model
Intercept

SOLV

Error

Total

Corrected Total

Type lll Sum of Df Mean Square F Sig.
Squares
236,000 5 47,200 25,745 0,001
5547,000 1 5547,000 3025,636 0,000
236,000 5 47,200 25,745 0,001
11,000 6 1,833
5794,000 12
247,000 11

a R Squared = ,955 (Adjusted R Squared =,918)
POL
Tukey HSD
SOLV N Subset
1 2 3
METANOL 2 13,500
BENCENO 2 18,500 18,500
TOLUENO 2 22,000 22,000
ACETONA 2 23,000 23,000
HEXANO 2 25,000
BUTANOL 2 25,950
Sig. 0,068 0,102 0,068

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based on
Type lll Sum of Squares The error term is Mean Square(Error) =

1,833.

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.

b Alpha =,05.



Comparacion de la concentracion de asfaltenos (mg/kg suelo) de las muestras de
desorcion en presencia de diferentes solventes

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: ASF

Source Type lll Sum | df Mean F Sig.
of Squares Square

Corrected Model 104893,417 5| 20978,683| 1265,046| 0,000
Intercept 93104,083 1] 93104,083 5614,317| 0,000
SOLV 104893,417, 5 20978,683] 1265,046( 0,000
Error 99,500 6 16,583

Total 198097,000 12

Corrected Total 104992,917 11

a R Squared =,999 (Adjusted R Squared =,998)

ASF
Tukey HSD
SOLV N Subset
1 2 3 4 5

HEXANO 2 2,500
METANOL 2 9,000
ACETONA 2 28,000
BUTANOL 2 55,000
BENCENO 2 195,500
TOLUENO 2 198,000

Sig. ,628 1,000 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based on Type Il Sum of
Squares The error term is Mean Square(Error) = 16,583.

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.

b Alpha =,05.



11.3. Andlisis estadisticos de los ensayos de desor cién/biodegradaciéon simultanea

En esta seccion se incluyen los analisis de Varianza y comparacion de medias
de los ensayos de desorcion/degradacion.

Efecto del tipo de solvente sobre la desorcién/biodegradacion de HTP (mg/kg de suelo) en

MICrocosmos
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: HTP
Source Type lll Sum df Mean F Sig.
of Squares Square
Corrected Model 3081,558 6 513,593 17,612 0,000
Intercept 12130,883 1 12130,883 415,982 0,000
SOL 3081,558 6 513,593 17,612 0,000
Error 349,945 12 29,162
Total 16973,743 19
Corrected Total 3431,502 18

a R Squared = ,898 (Adjusted R Squared = ,847)

HTP
Tukey B
SOL [ Subset
1 2 3
METANOL 3,7250
BENCENO 11,033
HEXANO 25,133
CONTROL 28,600
BUTANOL 30,433 30,433
ACETONA 36,466 36,466
TOLUENO 44,466

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based
on Type Il Sum of Squares The error term is Mean Square(Error)

=29,162.

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,625.
b The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group
sizes is used. Type | error levels are not guaranteed.

¢ Alpha = ,05.



Datos de alifaticos residuales (mg/Kg de suelo) en los tratamientos
desorcion/biodegradacion en presencia de diferentes solventes.

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: ALIF

Source Type lll Sum of df Mean F Sig.
Squares Square

Corrected Model 1,691E-03 7 2,416E-04 8,421 0,004
Intercept 0,152 1 0,152 5311,685 0,000
TR 1,691E-03 7 2,416E-04 8,421 0,004
Error 2,296E-04 8 2,869E-05

Total 0,154 16

Corrected Total 1,921E-03 15

a R Squared = ,881 (Adjusted R Squared =,776)

ALIF
Tukey HSD
N Subset
1 2

TOLUENO 2 84,650
IACETONA 2 90,800
BUTANOL 2 91,150
HEXANO 2 94,150
METANOL 2 97,500
INICIAL 2 100,250 100,250
BENCENO 2 101,050 101,050
CONTROL 2 121,250
Sig. 0,157 0,052

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on Type lll Sum of Squares The error term is Mean
Square(Error) = 2,869E-05.

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.

b Alpha =,05.

de



Datos de aromaticos residuales (mg/Kg e suelo) de los ensayos
desorcion/biodegradacion en presencia de diferentes solventes.

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: ARO

Source Type lll Sum Df Mean F Sig.

of Squares Square

Corrected Model 8,245E-04 7 1,178E-04 5,920 0,011

Intercept 2,049E-02 1 2,049E-021029,626 0,000

TR 8,245E-04 7 1,178E-04 5,920 0,011

Error 1592E-04 8 1,990E-05

Total 2,147E-02 16

Corrected Total 9,837E-04 15

a R Squared = ,838 (Adjusted R Squared =,697)

ARO
Tukey HSD
N Subset
1 2
TOLUENO 2 23,450
IACETONA 2 30,550 30,550
BENCENO 2 31,550 31,550
METANOL 2 33,150 33,150
BUTANOL 2 37,600 37,600
HEXANO 2 38,700 38,700
INICIAL 2 44,615
CONTROL 2 46,650
Sig. 0,099 0,078

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed. Based on Type Ill Sum of Squares The error
term is Mean Square(Error) = 1,990E-05.

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.

b Alpha =,05.



Datos de polares residuaes (mg/lKg de suelo) de los ensayos
desorcion/biodegradacidn en presencia de diferentes solventes.

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: POL

Source Type lll Sum  df Mean F Sig.
of Squares Square

Corrected Model 7,737E-04 7 1,105E-04 6,959 0,007
Intercept 2,542E-02 1 2,542E-02 1600,901 0,000
TR 7,737E-04 7 1,105E-04 6,959 0,007
Error 1,270E-04 8 1,588E-05

Total 2,633E-02 16

Corrected Total 9,007E-04 15

a R Squared = ,859 (Adjusted R Squared =,736)

POL
Tukey HSD
N Subset
1 2
TOLUENO 2 32900
HEXANO 2 34 700
IACETONA 2 35 400
BUTANOL 2 35900
BENCENO 2 38 200
METANOL 2 40 700 40 700
INICIAL 2 45 850 45 850
CONTROL 2 55 250
Sig. 0,123 0,074
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based
on Type Il Sum of Squares The error term is Mean

Square(Error) = 1,588E-05.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
b Alpha =,05.



Datos de

asfaltenos residuales

(mg/kg de

suelo) de

desorcion/biodegradacion en presencia de diferentes solventes

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: ASF

Source Type lll Sum of df Mean F Sig.
Squares Square
Corrected 3,298E-04 7 4,711E-05 6,052 0,011
Model
Intercept 7,855E-02 1 7,855E-02 10091,250 0,000
TR 3,298E-04 7 4,711E-05 6,052 0,011
Error 6,228E-05 8 7,784E-06
Total 7,895E-02 16
Corrected 3,920E-04 15
Total
a R Squared = ,841 (Adjusted R Squared =,702)
ASF
Tukey HSD
N Subset
1 2
TOLUENO 2 62 300
BUTANOL 2 68 050 68 050
IACETONA 2 68 100 68 100
CONTROL 2 68 150 68 150
INICIAL 2 69 300 69 300
METANOL 2 71050 71 050
BENCENO 2 76 200
HEXANO 2 77 400
Sig. 0,143 0,108

Means for groups

b Alpha =,05.

in  homogeneous subsets are
displayed. Based on Type Ill Sum of Squares The error
term is Mean Square(Error) = 7,784E-06.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.

los ensayos

de
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12. Glosario

HTP = Hidrocarburos totales del petroleo
HPA = Hidrocarburos poliarométicos
FLNA = Faseliquida no acuosa
Cs = Compuesto sorbido
CL = Compuesto en solucién
BTX = Benceno, tolueno, xileno
Kow = Coeficiente de particion octanol/agua
o = Velocidad de desorcion de HTP (mg/L suspension dia)
gute = Velocidad de degradacion de HTP (mg/L suspension dia)
gCO, = Velocidad de produccién de CO, (mol/ L suspension dia)
g0, Velocidad de consumo de CO, (mol/ L suspension dia)
Y coznte = Rendimiento de CO, con respecto al HTP consumido (gCO,/gHTP)

Para |as variables usadas en el modelo matemético:
C. = Concentracion de hidrocarburo en lafase liquida (mg HTP/L)
Cs = Concentracion de hidrocarburo en lainterfase (mg HTP/L)
k. = Cosficiente convectivo de transferencia de masa (1/dia)
Km = Constante de Michaglis-Menten (mg HTP/L)
Ki = Cosntante de inhibicion (mg HTP/L)

Deff = Coeficiente de transporte difusivo

=

= Radio de la particula de suelo
kp = Coeficiente de particiéon de hidrocarburos en tolueno (g HTP/g tolueno)
Cr = Concentracion de tolueno adicionada (mg HTP/ kg de suelo)

Da = Grupo adimensional de Damkhdler
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Mass Transfer and Hydrocarbon Biodegradation of Aged Soil in

Biotechnol. Prog. 2002, 18, 728-733

Slurry Phase

M. Garcia-Rivero, G. Saucedo-Castaneda, S. Flores De Hoyos," and
M. Gutiérrez-Rojas*

Departamento de Biotecnologia, Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa,
Av. San Rafael Atlixco no. 186, Col. Vicentina, México 09340 D.F., México

Addition of toluene into slurry phase laboratory microcosm is proposed in order to
increase desorption rate of hydrocarbons and as an alternative to improve bioavail-
ability of hydrocarbon in aged soils. Our studies showed that toluene has a positive
effect on desorption of total petroleum hydrocarbons (TPH). Addition of 14 000 mg
toluene/kg of soil, in highly polluted soil, increased the consumption rate of hydro-
carbons three times in comparison to control without solvent. In 30 days the initial
TPH concentration in soil, 292 000 mg/kg, diminished 45%. Although toluene was able
to dissolve complex organic compounds such as asphaltene fraction, it probably yielded
a highly toxic toluene—hydrocarbons phase. The inhibitory effect of toluene—TPH was
also studied. A substrate inhibition model was used: the k. and k; constants were 57
and 490 mg TPH/L liquid phase, respectively. Experimental data were well described
when the proposed model included sequential desorption and biodegradation phe-
nomena. Damkdhler number evaluation showed that rate of mass transfer was the
limiting step in overall biodegradation in nonsolvent control. When high concentration
of toluene was added, then bioreaction was the limiting step, but inhibitory effect
should be considered. However, toluene addition at low concentrations facilitates the

biodegradation of aromatic compounds.

Introduction

The bioavailability of polluted soil compounds is strongly
affected by a number of poorly understood phenomena.
Among them the sorption of organic compounds onto
mineral and organic matter surfaces, and micropores.
When hydrocarbons remain in soil for some time, there
is a time-dependent decline in bioavailability. This slow
process, called aging, produces a decrement in the
biodegradation rate or a complete resistance of molecules
to microbial degradation. Trying to explain the desorp-
tion—biodegradation process by means of spiked com-
pounds may mislead the analysis, since these do not
behave as aging compounds do (1).

Since desorption is the limiting step in the hydrocarbon
biodegradation (1), it is necessary to improve mass
transfer. This can be done by means of slurry bioreactors.
However, when the soil is rich in clay, stirring is not
always enough to overcome intrinsic transport barriers.
The clay fraction exhibits an extremely low transport rate
for nonpolar contaminant (2). In this case, surfactants
(3) or solvents (4) are used to increase the rate of
desorption. However, some surfactants in laboratory
experiments have not shown a positive result. This is due
to the fact that at high concentrations they are toxic,
which inhibits biodegradation (5). Furthermore, an excess
of foam complicates the treatment in a bioreactor.

The application of solvents has been basically devoted
to increasing the solubilization of hydrophobic compound

* To whom correspondence should be addressed. Ph: 5804-6505.
Fax 5804-6407. E-mail mgr@xanum.uam.mx.

T Instituto Mexicano del Petroleo Eje Central Lazaro Cardenas
152, México 07730 D.F., México.

(6) but also for improving the biodegradation of pollutants
in a nonaqueous phase liquid (NAPL) (7). The use of
solvents to improve hydrocarbon biodegradation in a
slurry reactor has not been widely explored. In a recent
work (8), silicon oil was considered as solvent to improve
biodegradation of polycyclic aromatic hydrocarbons in
slurry system.

In this work is proposed the use of toluene to accelerate
desorption. Even though toluene has been considered as
highly toxic, today it is also known (9) that the dose—
response effect of a solvent depends on its cell membrane
concentration and not only on solvent chemical structure.
An important characteristic of toluene is that it is an
excellent solvent of polar and asphaltene compounds (10),
which up to now have been considered as hardly biode-
gradable molecules.

It is generally observed that bioavailability is inversely
related to the contaminant sorption in soil. Therefore,
degradation rates are dependent on mass transfer rates
of compound from the solid or soil-bound phase to the
liquid phase (11). Kinetics of biotransformation of organic
compounds can be explained by means of the mathemati-
cal concept of bioavailability. There are two approaches
that have been applied: (i) bioavailability dimensionless
group (12), which is the ratio of the mass transfer
coefficient to the microbial specific affinity, which was
applied to identified mass transfer limitation in the
biotransformation of sorbed a-hexachlorocyclohexane;
and (ii) Damkholer dimensionless group (13), which is
the ratio of the biokinetic coefficient to the mass transfer
rate coefficient between NAPL and liquid phase, which

10.1021/bp020288r CCC: $22.00  © 2002 American Chemical Society and American Institute of Chemical Engineers
Published on Web 07/17/2002
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has been applied to determine mass transfer control in
the biodegradation of naphthalene in coal tar.

Our hypothesis is that the Damkhdler number could
be used in the characterization of bioavailability of
hydrocarbon pollutants in aged soil. The aim of this work
was to improve the mass transfer rate between soil
surface and liquid phase of hydrocarbons in aged soils
by increasing hydrocarbon desorption rate thanks to
toluene addition.

Desorption—Biodegradation Model. The hydrocar-
bon fraction in the liquid phase is supposed to be the one
bioavailable in the slurry. Such fraction constitutes a
stable and homogeneous phase of toluene and hydrocar-
bon itself. As a result of their hydrophobic properties, a
great amount of this organic phase remains deposited
over the soil surface. Hydrocarbon concentration on the
soil surface can be estimated on the basis of a partition
coefficient. A mass balance can be written to allow
estimation of the convective mass transfer coefficient
from the soil surface to the liquid phase. To explain this
phenomenon a model based on the following assumptions
is proposed:

(1) The model is considered to be suitable at a macro-
scopic level; 1 g of soil is taken as study base.

(2) In this model, the soil particle is assumed to be
spherical and homogeneous. Since we experimentally
observed that toluene additions resulted in a rapid TPH
release to the liquid phase, we considered that intrapar-
ticle diffusion resistance should be negligible when
toluene is added.

(3) The hydrocarbon deposited on the soil surface is
directly related to the concentration of toluene added and
can be experimentally estimated by the respective parti-
tion coefficient (see eq 3 below).

(4) The mass transport from the soil surface to the
liquid phase is governed by the convective mass transfer
coefficient.

(5) It is considered that hydrocarbon consumption
occurs only in the liquid phase (13).

(6) The kinetic of hydrocarbon biodegradation can be
written by the Haldane modification of the Michaelis—
Menten model that characterizes the consumption of
potentially toxic organic nutrient at high concentration
(14).

The mass balance that describes the change in liquid-
phase hydrocarbon concentration is

IC, 19 (rzac) .
Bt~ Detfrggr| gt ) TRUCTTCO -
qCO, CL 1)
Yco,meH C,_2
m T CLt -

where the first term on the right hand represents the
intraparticle diffusive transport of hydrocarbon from the
center of the solid to the periphery, and the second term
represents the rate of hydrocarbons input to the liquid
phase due to convective transport. The last one is the
removal rate of bulk liquid phase due to biodegradation.
Det represents the effective diffusion coefficient, k. is the
convective mass transfer coefficient from the soil surface
to the liquid phase, C* is the hydrocarbon saturated
concentration deposited on the soil surface, and C, is the
hydrocarbon concentration in the bulk liquid phase. kn,
is the Michaelis—Menten constant, and k; is the respec-
tive inhibition constant in the Haldane approach. Since
biodegradation rate is expressed in terms of CO, evolu-
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tion, substrate consumption in the equation was evalu-
ated from the CO, evolution rate (qCO,). In this sense
an experimental relationship between TPH and CO, was
used.

According to the second assumption, if toluene is
present eq 1 is simplified to

dc,
ot~ K(C -CY -

qco, CL

2
Yco,meH c’ @
k,+C_+ S

Convective transport and biodegradation terms were
independently evaluated. The first term on the right
hand, desorption, was evaluated on studies under abiotic
conditions, and the second term by performing desorption
and biodegradation studies.

The hydrocarbon concentration on the soil surface, C*,
was directly related to the concentration of toluene added,
according to the third supposition, and is given by

C*=k,C; A3)

where Kk, is the partition coefficient of hydrocarbon in
toluene, and C+ is the concentration of toluene added.
The k. coefficient can be estimated by eq 2 without the
second term of biodegradation, using experimental de-
sorption curves, described by

C,t

T Tt @

where C; is the maximum desorbed hydrocarbon concen-
tration to a certain toluene concentration, and k, is the
time to which desorbed hydrocarbon halves the maximum
reached desorbed concentration.

We can write eq 2 in dimensionless terms with

Ki t
o T

max

C:— k:

c*' §' I(H

ke =Kyt

where C is a dimensionless hydrocarbon concentration,
k and ky are dimensionless affinity and inhibition
constants, respectively, and t' is a dimensionless time.
Including terms in eq 2 it can be written as

1dc_ .. C
ca - (-0 -Dba——gj

k+C e

(®)

Equation 5 defines the dimensionless Damkhéler (Da)
group as

kLC:*YCOZ/TPH

Da is defined as the ratio of the rate of maximum
degradation to maximum convective mass transfer be-
tween soil surface and liquid phase and indicates mass
transfer control for values greater than unity and biore-
action control for values less than unity.

Materials and Methods

Soil Sampling. The soil was obtained from a site next
to a refinery in operation, located in the southeastern
tropical region of Mexico. The site has been contaminated
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for more than 40 years. During this time the hydrocar-
bons in the soil have been subjected to sorption—desorp-
tion as well as microbial metabolism. The soil samples
were taken from a depth not greater than 50 cm. Before
being treated, the soil was air-dried and passed through
8—10 mesh. The soil samples were kept in closed bottles
at room temperature.

Microorganisms. The microbial consortium used was
isolated from the rizosphere of a native plant (Cyperus
laxus Lam) that naturally grew in the contaminated site
(15). Isolated population was subcultured in liquid me-
dium with 6 000 mg/L of soil hydrocarbon extract without
asphaltenes as the only carbon source. Microorganisms
were stored at —20 °C in glycerol. The consortium was
grown while shaking at 150 rpm at 30 °C for 5 days in
the same medium as the one used when incubating.

Culture Media. The medium consisted of (g/L):
NaNOs, 3.0; KH,PO,, 1.0; KCI, 0.5; MgS0,4-7H,0, 0.25;
and 2 mL of mineral solution. The pH of the medium was
adjusted to 6.5. The mineral solution consisted of (%,
WwW/V): FeSO4-7H,0, 0.1; CuSO4-5H,0, 0.015; ZnSO,4-7H,0,
0.161; and MnS0O,4-7H,0, 0.008.

Abiotic Hydrocarbons Desorption Experiments.
Desorption abiotic assays were performed in 165-mL
serological bottles assembled with Teflon-lined caps. The
bottles contained 9 g of dried soil, 30 mL of mineral
medium, 0.1% (p/v) of sodium azide (to inhibit microbial
growth), and 14 000, 86 000, 144 000, or 230 000 mg of
toluene per kg of soil. They were incubated at 30 °C on
a rotatory shaker at 150 rpm. A 24 h desorption Kinetic
was used to determine the initial (0—6 h) hydrocarbon
desorption rate (HDR) by fitting data to eq 4. HDR was
expressed as mg TPH desorbed/day kg soil.

Biodegradation Experiments. To study degradation
rate four initial toluene concentrations were selected:
14 000, 86 000, 144 000, and 230 000 mg/kg of soil. The
assays were performed in 165-mL serological bottles
assembled with Teflon Mininert valves. The bottles
contained 9 g of dried soil, 30 mL of mineral medium,
and 10% (v/v) precultured microorganisms. Duplicated
bottles were incubated at 30 °C in a rotatory shaker at
150 rpm. The CO; evolution was followed by gas chro-
matography with a gas chromatograph (Gow-Mac series
580) with a thermal conductivity detector. During the
experiment, residual TPH was determined (results not
shown) and concentrations at start and end of assays
were used to evaluate degradation after 30 days run.

Hydrocarbon Analysis. For desorption samples the
solid phase was discarded by filtration and the hydro-
carbons in the liquid phase were extracted with a
separation funnel with carbon tetrachloride. To eliminate
residual toluene, biodegradation samples were air-dried
in Petri dishes at room temperature for 24 h. The total
remaining hydrocarbons were extracted by Soxhlet ex-
traction with hexane/acetone (1:1 v/v). The solvent mix-
ture was removed by means of a vacuum rotatory
evaporator at 45 °C, and the extract was air-dried for 24
h to eliminate residual solvent.

Both remaining and desorbed hydrocarbons were de-
termined as TPH by means of a Perking EImer 200 FT-
IR spectrophotometer. The absorption was determined
in the range of 3300 and 2500 cm™, using carbon
tetrachloride (CTC) as a solvent. TPH concentration was
determined by means of standard curve of mg of TPH/L
of CTC vs absorption.

Hydrocarbon Fractionating. Hydrocarbon extract
was fractionated into saturates, aromatics, and polar
compounds in a silica gel (60—200 mesh) column. Sepa-
ration was accomplished by successive elution with
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n-hexane (saturates), benzene (aromatics), and acetone/
methanol 1:1 (polar compounds). The asphaltene fraction
was previously removed with n-pentane.

Biodegradation Model. The TPH deposited on the
soil surface as a result of toluene addition was estimated
by considering that toluene is distributed in the liquid
phase (540 mg/L) and through the headspace (115 mg/
L). The 90% residual solvent was quickly absorbed (16),
and it is the toluene fraction that is in contact with
hydrocarbons. The partition coefficient k, in eq 3 was
experimentally determined from hydrocarbon dissolution
assays, and 0.65 g TPH/g toluene was obtained. From
the desorption curves C; and k, constants were estimated
with eq 4 by minimizing the sum of squares of errors
between the calculated and the measured C, values with
Microsoft Excel Solver, which uses nonlinear optimization
code (GRG2). k. was estimated with eq 2, including only
the term of transport and by deriving eq 4, using the
method described above.

The Kinetic parameters k,, and k; were estimated by
integrating eq 5; the following conditions were set for
solving equations:

C
then C = —2

e 1
ift = , C*

max

where Cgq is hydrocarbon liquid-phase concentration at
24 h. For C_ < C*:

ift =t

max

CL
then C = C*

For 14 000 ppm of toluene we considered a model
without inhibition and then k,, and Da were estimated
by minimizing the sum of squares of errors between the
calculated and the measured C,_ values with method
described above. For toluene concentrations greater than
14 000 ppm, the k; and Da were estimated by the
procedure described above using k, previously estimated.

Results

Characterization of Soil and Pollutants. The tex-
ture analyses indicated that soil contained (by weight)
53.84% sand, 33.12% silt, and 13.04% clay. The organic
matter content was 3.90%, and the pH was 3.88. Initial
TPH concentration of the samples was 292 000 mg/kg of
dry soil, where 31% was saturated compounds, 22% was
aromatic, and 14% was polar compounds, and the re-
maining 33% corresponded to asphaltenes.

Abiotic Desorption of TPH. The desorption curves
in the presence of toluene at all tested concentrations
follow the same pattern shown in Figure 1: desorption
curves show a rapid desorption phase followed by a
second phase of slow desorption. However, when toluene
concentration increased the rapid desorption phase was
extended as well as required time to achieve equilibrium.
After 24 h the equilibrium was not achieved in all cases.
Figure 2 shows HDR as a function of toluene concentra-
tion. Three intervals are distinguished: the first one for
concentrations lower than 86 000 mg/kg, where HDR
slightly changes from 169 to 555 mg TPH/kg. From that
point on, in the second phase, HDR increases monotoni-
cally. In last phase, around 173 000 mg toluene/kg, HDR
increases significantly.

Biodegradation of Hydrocarbons. The hydrocarbon
consumption rate (grpn) and HDR as a function of toluene
concentration are shown in Figure 2. The highest qrpn is
obtained with 14 000 mg toluene/kg, which is located in
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Figure 1. Desorption kinetic of hydrocarbon from soil slurries
in the presence of toluene. TPH concentrations were determined
only in liquid phase. Measured data are represented by symbols
and fitted data by lines. Fitted data were obtained by nonlinear
regression. Data are the average of duplicates. Variations were
between 2.1% and 50.6% between duplicate values. Toluene (mg/
kg of soil): (m) 14 000, (x) 86 000, () 144 000, (®) 231 000, and
(a) nonsolvent control.
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Figure 2. Hydrocarbon desorption rate, HDR (a), and con-
sumption rate of hydrocarbons, qrpy (M), in the presence of
toluene in slurry system. Data are the average of duplicates.

slow desorption zone. With increasing toluene concentra-
tion, a clear decrement was observed. The minimum
values of grpy were presented in the area of rapid
desorption where the toluene—TPH excess could cause a
toxic effect.

The degree of biodegradation of TPH was determined
in 30-day cultures (Table 1). Addition of 14 000 mg
toluene/kg improves degradation, consuming up to 45%
of initial TPH. Higher toluene concentrations did not
improve degradation.

The biodegraded TPH samples were fractionated by
column chromatography. As shown in Table 1, asphaltene
fraction was not degraded as was expected. Aliphatic
hydrocarbons were degraded to the same extent for
nonsolvent control and when 14 000 mg/kg of toluene was
added. Aromatic fraction was degraded to a greater
extent when 14 000 mg of toluene/kg was added.

Figure 3 shows CO, evolution from assayed toluene
concentrations during a 30-day incubation. In the absence
of toluene 0.5 mol CO./kg soil were totally produced.
When 14 000 mg toluene/kg soil was added, CO, produc-
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Figure 3. Carbon dioxide evolution from TPH in the presence
of 14 000 (m), 86 000 (x), 144 000 (#), and 231 000 mg toluene/
kg of soil (O) and nonsolvent control (a) in slurry system. Values
are the average of two independent duplicated assays. Varia-
tions were 0.1 and 2.22% between duplicate values.

tion was 1.9 mol/kg soil. The proportional increase in CO,
production suggested that hydrocarbon mineralization
took place, and not only transformation. Unfortunately
for higher concentrations of toluene the CO, evolved was
lower than that produced in the control case, suggesting
a strongly inhibitory effect of the toluene—TPH organic
phase dispersed into liquid phase.

Biodegradation Model. The kq, and k; constants were
57 £ 8.5and 490 £+ 29.5 mg TPHI/L, respectively, in liquid
phase from desorption and biodegradation experiments.
k. has an average value of 0.157/day + 0.039 obtained
from desorption-only assays. Table 2 shows the estimated
parameters for the initial toluene concentrations tested.
Estimated Da values indicate limitations due to transport
in the absence of the solvent and with 86 000 mg toluene/
kg. With toluene addition greater than 86 000 mg/kg, Da
is less than 1, which indicates limitations in the biological
reaction. Nevertheless, in this case the inhibitory effect
of toluene—TPH should be considered.

Predictions of hydrocarbon consumption on liquid
phase are shown in Figure 4. The experimental data were
estimated by using Yco,rpn and CO, evolution. Good
agreement was found between experimental and fitted
data when C_ < C* for 14 000 mg toluene/kg, otherwise
the model was applied for all experimental data, also
resulting in good fit.

Discussion

Desorption of TPH. The three phases observed in
HDR experiments could be explained according to the
following. Toluene is an excellent solvent for asphaltenes
and polar compounds (10), which when released remain
over the soil surface due to their hydrophobic character.
At initial concentrations close to 86 000 mg/kg, toluene
was found as a phase dispersed into droplets. Hence
hydrocarbon partition was preferentially toward the soil.
At concentrations higher than 173 000 mg/kg, when a
NAPL was present, partition of hydrocarbons was toward
the organic phase (17), increasing the hydrocarbon de-
sorption.

Table 1. Effect of Toluene Concentrations on Biodegradation of TPH and Hydrocarbon Composition after 30 Days of

Culture2
saturates® aromatics® polars® asphaltenes®
Cr (mg/kg) TPHP (%) 95 520 64 240 40 880 96 360
0 135+ 3.6 71 000 + 1000 47 000 + 2000 55 000 + 3000 68 000 + 1000
14 000 455+ 8.0 84 000 + 1000 24 000 + 3000 34 000 + 2000 61 000 + 3000
86 000 145+ 4.9 nd nd nd nd
144 000 45422 nd nd nd nd
230 000 39+1.2 105 000 £ 7071 42 500 + 6334 83500 + 2121 47 500 + 6364

a Concentrations at the end of the culture in mg of fraction per kg of dry soil. ® Degradation. Values are the mean of two measurements.
¢ Concentrations at the start of the culture in mg of fraction per kg of dry soil. nd: not determined.
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Table 2. Kinetic Parameters for Estimating Damkhdler
Number

Cr Yco,mpH? qCcoz? Da°
(mg toluene/kg) (g/g TPH) (mmol COJ/kgday) (R?»)
0 0.61 5.4 >1
14 000 0.66 6.8 2.88 (0.967)
86 000 0.04 14 37.7 (0.948)
144 000 0.06 0.4 0.26 (0.721)
231 000 0.04 0.5 0.02 (0.916)

a CO; yield. Estimated from CO; evolved and TPH consumed
in 30 days. Values are the mean of two measurements, observed
variations between 10% and 25%. P Maximum CO production.
Estimated from CO; evolution kinetics. Values are the mean of
two measurements, observed variations between 7.5% and 34%.
¢ Dimensionless Damkhdler group. Estimated as parameter from
the desorption-biodegradation model.

1,0

0.8

0,6 -
o
0,4 -

0,0 | |
0,00 0,20 040 0,60 0,80 1,00
t

Figure 4. Dimensionless hydrocarbon concentration in liquid
phase (C) during dimensionless biodegradation time (t') in the
presence of toluene in slurry system. Measured data are
represented by symbols and fitted data by lines. Data were fitted
by desorption/biodegradation model. The values of R? are given
in Table 2. Toluene (mg/kg of soil): (M) 14 000, (x) 86 000, (®)
144 000, and (O) 231 000. Nonsolvent control was not included
because in the absence of toluene C becomes an undetermined
variable because C* is zero.

Degradation of Hydrocarbons. In the absence of the
solvent HDR was 10 times lower than consumption rate
estimated in the same conditions. This indicates that the
microbial population was capable of using the compounds
as soon as they were available and that desorption rate
was the limiting step (1). When 14 000 mg toluene/kg was
added, grpy increased three times. The remarkable
increase in grpy, Which was greater than the observed
HDR, suggested a high consortium degradation capacity
to consume the hydrocarbon in the toluene—TPH droplets
formed. When microorganisms consumed hydrocarbons
from the liquid phase, the gradient between C* and C_
increased, enhancing the hydrocarbon transport, and
then it was possible to obtain a grpy value higher than
those estimated for HDR.

The consumption of aliphatic compounds was indepen-
dent of toluene addition. Probably bioavailability of this
fraction was higher than aromatic compounds. Toluene
could stimulate the degradation of other aromatic com-
pounds (18) so that an improving consortium degrading
capacity was observed when 14 000 mg toluene/kg was
added.

For toluene concentrations higher than 14 000 mg/kg,
gren did not increase. This could be explained by regard-
ing two aspects: (i) toluene—TPH inherent toxicity (19)
and (ii) a low bioavailability since larger toluene—TPH
droplets could be formed (20).

On the other hand, CO, evolution in nonsolvent control
may be attributed to the consumption of organic matter
in soil and, to a lesser extent, to the hydrocarbon
consumption. When 14 000 mg toluene/kg was added,
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CO, evolution was proportional to hydrocarbon consump-
tion. Yco,men estimated values were similar to those of
different aliphatic hydrocarbons reported (21), even in
the presence of lower toluene concentrations.

Biodegradation Model. k. was not dependent on
toluene concentration. In fact, the estimated value was
an average of k_ obtained for each toluene concentration
used, including nonsolvent control. The k_ was three
times the one reported by Rijnaarts et al. (22) for aging
a-hexachlorocyclohexane in a system using 250-mL glass
bottles containing 115 mL of slurry at 8 rpm. k, for
toluene—TPH was higher than that determined for
nitrogen-substituted naphthalenes (23) or phenol in a
slurry system (24) but comparable to the one determined
for toluene (25). The k; value is higher than other values
reported (26) for toluene. The k; suggested that addition
of 14 000 mg toluene/kg could be inhibitory. We draw the
following conclusion from these results: Even though
toluene addition is able to dissolve complex organic
hydrocarbons, it forms a toluene—hydrocarbons phase
that is highly toxic. The inhibitory effect of toluene—TPH
limits toluene’s practical application.

In our work, Da indicated that in the absence of solvent
there was mass transfer limitation. The presence of
solvent overcomes transfer limitations, and therefore
improving microbial degrading capacities will not lead
to higher biotransformation rates because the mass
transference is the limiting step. However, the inhibitory
effect of toluene—TPH should be considered in the
decrease of Da when greater toluene concentrations were
added. In the case of naphthalene (13) addition of
heptamethylnonane (HMN) shows the same response:
mass transfer is relatively rapid and does not limit
biodegradation when coal tar is dispersed in HMN.

The data in the system are well described by the
proposed inhibition model involving sequential desorption
and biodegradation restricted to the liquid phase. Toluene
addition allows TPH to remain deposited on the outer
layer of the soil particle, where it may be more bioavail-
able. Furthermore, toluene addition at low concentrations
facilitates the biodegradation of aromatic compounds. The
proposed model could be used to estimate the optimum
solvent concentration that may lead to the maximum
degradation rate in slurry phase of aged soil.

We think is necessary to analyze the in-depth phe-
nomena by characterizing one by one all steps we
supposed are occurring when microorganisms and tolu-
ene are added. Unfortunately, the resulting system was
quite complex to experimentally distinguish, for example,
between (i) toluene and TPH, (ii) CO, from organic matter
and from toluene or from TPH, (iii) respiratory inhibition
and biodegradation activity inhibition, and (iv) mass
convective transfer and mass difusive transfer limita-
tions. Since all phenomena occurred simultaneously and
changed with respect to the time, an attempt to discuss
under a mixed effect was done. That is why we success-
fully used a mathematical approach. In the inhibition
model the mass transfer or TPH desorption contribution
of toluene is clearly separated, as an independent term,
from that term that takes into consideration the biodeg-
radation—inhibition per se. These sequential events can
be seen as a differential equation that, when solved, will
give a sustained idea of what is happening into the
experimental system. The proposed model is a suitable
approach for marginally biodegradable organics in soil,
an attempt to cope with the problem of oil-spilled soils
or soil contaminated with petroleum hydrocarbons.
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