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RESUMEN

En este estudio, se evalud el efecto de la adicién de un in6culo (bioaumentacion),
nutrientes (fertilizacion) y un oxigenante quimico (oxigenacion) como estimulantes
sobre la degradacion de hidrocarburos de recortes de perforacién, empleando
columnas de suelo o lisimetros, como modelo de estudio.

Estudios en pruebas a nivel microcosmos determinaron el empleo de CaO; al 0.1%
(p/p) como oxigenante quimico. Se produjo un indéculo de bacterias aerobias
hidrocarbonoclastas, aisladas a partir del sitio de estudio, que crecieron en medio
liquido con hidrocarburo crudo como unica fuente de carbono y energia. Y se
seleccion6 NH4Cl y K;HPO4 como fuente de Ny P, con una relacién N:P = 10:1.

Las columnas fueron empacadas con suelo de un perfil proveniente de la fosa de
residuos de perforacion de Campo 10, Poza Rica; con tres estratos y niveles de
contaminacion: estrato superior, 0 — 40 cm (11,973 mg HTP/kg SS); medio 40 — 70
cm (11,370 mg HTP/kg SS); e inferior 70 — 100 cm (18,172 mg HTP/kg SS). Se
establecié un disefio experimental factorial (2°) para evaluar el efecto de los tres
estimulantes. La eliminacion de hidrocarburos en los lisimetros durante 5 meses de
experimentacion, fue atribuida a la biodegradacion. El analisis de varianza revel6 un
efecto significativo (alfa < 0.05) de los estimulantes sobre la degradacion de
hidrocarburos en los tres estratos: estrato superior, indculo-nutrientes (73%); medio,
indculo-nutrientes-oxigenante (71%); e inferior, todos los tratamientos que incluyen la
adicién de nutrientes (49 - 60%). La adicion de inéculo increment6 la degradacion de
hidrocarburos durante el primer mes de incubacioén. Los diferentes requerimientos de
estimulacién en cada estrato revelaron diferentes condiciones a través del perfil de
suelo. La atenuacion natural es factible como estrategia de remediacién en este sitio,
ya que, se alcanzdé una biodegradacion de hidrocarburos de 40 — 48% en cinco
meses. Sin embargo, el uso de tecnologias o sistemas de estimulacién, permiten
obtener resultados en tiempos mas cortos, es decir acelerar la degradacién de los

hidrocarburos in situ.



ABSTRACT

In this study, the effect of inoculation (bioaugmentation), nutrients (biostimulation),
and oxygen releasing materials (ORM) were evaluated on hydrocarbons
biodegradation of drilling and mud cuts, using soil columns or lysimeters as study
model.

The use of CaO;, 0.1% (w/w) like chemical oxygenante was determined by
microcosm experiment test. Inoculums of autochthonous hydrocarbon degrading
bacteria were isolated from study site that grew in liquid culture with petroleum as
only carbon and energy source. NH4Cl, K;HPO,4 were selected as N y P sources with
a N:P relation = 10:1.

The columns were filled with soil comes from one profile of drilling and mud cuts
(Campo 10, Poza Rica), which presented three layers with different contamination
levels: upper, 0 — 40 cm (11,973 mg TPH/kg); middle, 40 — 70 cm (18,370 mg
TPH/kg); and lower 70 — 100 cm (18,172 mg TPH/kg). A factorial experiment design
was established (2%) in order to evaluate the effect of the three stimulants. The
hydrocarbons removal in the lysimeters, after five experimental months, was
attributed to the biodegradation. The variance analysis showed a significant effect
(alpha = 0.05) of stimulants on hydrocarbons biodegradation in all three layers: upper,
inoculants-nutrients (73%); middle, inoculants-nutrients—ORM (71%); and lower, all
the treatments that include nutrients addiction (49 - 60%). The use of inoculants
increases hydrocarbons biodegradation in the first month. The difference in
stimulation requirements for each layer revealed dissimilarity in conditions through the
soil profile. Hydrocarbons removal in this site could be possible by natural attenuation
(40 - 48%). However, the use of biostimulation technologies systems are
recommended to reduce the treatment times, through the enhance of hydrocarbons

removal in situ.



JUSTIFICACION

Las actividades de la industria petrolera pueden impactar el suelo por fugas y
derrames de hidrocarburos, asi, como por el depdsito de residuos generados durante
los procesos perforacion y explotacion. El impacto de las primeras puede mitigarse a
través de procesos de contencidén de la contaminacidén y su posterior saneamiento,
mientras que el depdsito de estos residuos, constituye un pasivo ambiental de
compuestos altamente intemperizados que requiere de la implementacion de

tecnologias de saneamiento de bajo costo que permita su tratamiento.

En la industria petrolera mexicana, la principal fuente de residuos peligrosos (59%),
la constituye los recortes y lodos de perforacion originados por las operaciones de
perforacion de pozos de explotacién o produccion. Estos residuos se generan al
extraer la roca del suelo, impregnada con hidrocarburos provenientes del crudo, asi
como por los aceites que forman los lodos de perforacion. Petréleos Mexicanos, en
2002, genero 228,810 toneladas de recortes y lodos de perforacion (PEMEX 2002).
Adicionalmente, se estima que debido a la perforacion en afnos anteriores existen en

la actualidad un numero importante de pasivos ambientales.

De acuerdo con la legislacidn mexicana, los recortes de perforacibn de pozos
petroleros en los cuales se usan lodos de emulsion inversa, se consideran como
residuos peligrosos (D.O.F., 1993). Incluso en la legislacién se detalla que los
residuos generados por actividades de perforacion de pozos petroleros terrestres
deben ser tratados (D.O.F., 1998), hasta niveles de limpieza aceptables cuando
contaminen el suelo (D.O.F., 2002 y 2003); asimismo, se han establecido los limites
maximos permisibles de hidrocarburos en suelo y las especificaciones para su

caracterizacion y restauracion (D.O.F., 2004).



La intensa investigacion sobre el saneamiento de sitios contaminados con
hidrocarburos generada en Estados Unidos de Norte América por su legislacion
federal, fue aminorada en el tema de los residuos de lodos de perforaciéon debido a
que la Excepcion Petrolera excluye a los recortes y lodos de perforacion como
residuos peligrosos (EPA, 2002; Fidler y Veil, 2002). Esto origind un vacié en la
aplicacion de tecnologias de tratamiento para residuos de perforacion,
desarrollandose principalmente procesos de saneamiento para derrames y fugas de
hidrocarburos, generando como consecuencia un reto y una oportunidad de

investigacion.

Para evaluar la factibilidad de la biodegradacion de los hidrocarburos en suelo, es
necesario el desarrollo de pruebas en laboratorio (Frankenberger, 1992). Sin
embargo, estos estudios comunmente se realizan a nivel microcosmos, con sistemas
alterados (humedad, agitacion, etc.), presentando problemas de escala, ademas de
no representar adecuadamente la heterogeneidad del suelo, el cambio de estrato y

los procesos naturales de transformacion.

Los lisimetros se han empleado como modelo de estudio para medir la
biodegradacion, transporte y destino de hidrocarburos, a nivel de campo. Estos se
localizan en el sitio para conservar el perfil del suelo o se emplean a nivel laboratorio
bajo condiciones controladas semejantes a las de campo. Ademas, mediante el
empleo de lisimetros se puede obtener informacion acerca de los procesos que se

llevan a cabo en el suelo durante los procesos involucrados en la atenuacion natural.



1. INTRODUCCION

El deterioro de los ecosistemas acuaticos, aéreos y terrestres, se encuentra
intimamente relacionado con el crecimiento industrial y con las practicas ambientales
inadecuadas durante la distribucion, almacenamiento y disposicion de desechos

contaminantes de cualquier tipo.

En México, la industria petrolera es una de las mas importantes dentro de la
economia del pais, siendo las actividades de perforacion, almacenamiento y
transporte de hidrocarburos, asi como su refinacion y procesamiento las que
involucran un riesgo inherente de impacto ambiental, provocando contaminacion en

cuerpos de agua y suelo.

1.1. Contaminacién por residuos de perforacion

En la industria petrolera mexicana, la generacién de residuos peligrosos representa
el 13% de las descargas al ambiente (PEMEX, 2002). En el 2002 aproximadamente
el 59% (228,810 toneladas) de estos residuos correspondieron a los recortes y lodos
de perforacion. Los recortes de perforacion son porciones de tierra y rocas removidas
durante las operaciones de perforacion de pozos de explotacion o produccién. Estos
se impregnan aproximadamente con 60% de aceite por su contacto con lodos de
perforacion (PEMEX, 2002). Actualmente, se estan estableciendo procesos para su
tratamiento; sin embargo, antes de la ultima década, los recortes fueron depositados,
directamente en el suelo sin tratamiento, contaminando fosas aledanas a los pozos
perforados. Asi, se estima que existen en la actualidad un numero importante de
pasivos ambientales en México. Esto ha hecho necesaria la oferta de nuevos
procesos para el tratamiento de estos residuos, incluyendo a los tratamientos
bioldégicos, que permitan reducir los altos costos de los procesos actualmente
desarrollados, mismos que pueden tener oportunidad de ser empleados para tratar

los residuos generados actualmente.



El proceso de perforacion se realiza mediante el uso de barrenas rotatorias
empleando un fluido circulante (lodo de perforacion) que tiene funciones de:
movimiento de los recortes, enfriamiento y lubricacién de la tuberia y barrena, la
proteccion del agujero sellando y previniendo la pérdida del fluido, el control de las

presiones superficiales, asi como la aplicacion de presion al yacimiento.

La composicion de los fluidos de perforacion puede variar de acuerdo a los
requerimientos de la perforacion. Los tipos y composicion de los lodos se presentan
en la Tabla 1.1. De manera general los lodos contienen bentonita como
controladores de pérdida de filtrado y viscosificante; y barita (BaSO4) como

espesante para incrementar la densidad del lodo (Zamudio e Islas, 2000).

Tabla 1.1. Tipos y composicion de lodos de perforacion

Tipos Composicion
Bentdnicos Formados por bentonita y agua con fosfatos o tanatos
Calcicos Son iso benténicos mas cemento, sosa, tanatos de ubrique o
quebracho como dispersante.
Base yeso Bentonico mas Palustre de Paris (CaSO,4 1/2H,0) mas un coloide

organico almidén o driscosa y un conservador (creosota o
formaldehido).

Salino Zeogel de 60Kg/m® e impermex 25 Kg/m® y pH 12, para evitar que
el almidén se fermente.

Emulsionados | Se adiciona diesel o aceite crudo, aproximadamente 12% y un
emulsionante carbonox o emultan. Es para mejorar los benténicos
y calcicos

Base aceite Con asfalto “Black Magic” y diesel

Garcia (1958)

Existen tres tipos de fluidos de perforacion utilizados actualmente por Petroleos
Mexicanos: a) emulsiones base agua, b) emulsiones base aceite (emulsién inversa) y
c) emulsiones base aceite sintético. De estos, el mas empleado en México es la

emulsion base aceite, aunque se han realizado esfuerzos por sustituirlo.



1.1.1. Legislacién ambiental

Los recortes de perforacion fueron tradicionalmente descargados en el mar desde el
inicio de la explotacion petrolera hasta la década de los 80’s, formando lo que
actualmente se conoce como “pilas de recortes de perforacion”. En tierra, estos
residuos se han depositado en “rellenos sanitarios”. A partir de los afos 90°'s
practicamente en todo el mundo se prohibi6 la descarga de recortes de perforacion
en tierra y mar. Esto principalmente por el impacto ambiental generado por los
quimicos presentes en los fluidos de perforacién, principalmente los de emulsion
inversa. En México, La Unidad de perforacion y mantenimiento de pozos de Pemex
exploracion y produccién (PEP) generé 228,810 toneladas de recortes y lodos de
perforacion, de los cuales 54% se origind en la Divisién Norte principalmente en la
Unidad de Burgos, 39% en la Division Sur y 7% en la Divisibn Marina (PEMEX,
2002).

Diferentes organismos mundiales de proteccién al ambiente, se encargan de regular
o prohibir las descargas de recortes y lodos de perforacion impregnados con
hidrocarburos en el ambiente. Tales regulaciones exigen a las companias tratar o
confinar los recortes de perforacion, lo cual requiere de equipos costosos, como
sistemas de centrifugado, de lavado o de tratamiento térmico; asi mismo, la recolecta

y transporte a depdsitos apropiados es costoso (Zamudio e Islas, 2000).

De acuerdo con la legislacion mexicana, los recortes de perforacibn de pozos
petroleros que contienen lodos de emulsion inversa, son residuos peligrosos (D.O.F.,
1993). Incluso en la legislacion se detalla que los residuos generados de actividades
de perforaciéon de pozos petroleros terrestres deben ser tratados (D.O.F., 1998),
hasta niveles de limpieza aceptables cuando contaminen el suelo (D.O.F., 2002 y
2003). Dentro de la legislacién, se han establecido los limites maximos permisibles
de hidrocarburos en suelo y las especificaciones para su caracterizaciéon y
restauracion (D.O.F., 2004).



Como consecuencia de estas legislaciones, a partir de 1995, se ha incursionado en
la aplicacion de procesos de saneamiento de recortes de perforacidon impregnados
con hidrocarburos. Se ha utilizado: el encapsulamiento, confinamiento, incineracion y
desorcion térmica, con resultados no muy satisfactorios desde el punto de vista
ambiental y econdmico. Aunado a lo anterior, a principios de 1999, Pemex publico el
lineamiento interno No. PEP/ASIPA-L-001/99, que establece los requerimientos en
materia de Seguridad Industrial y Proteccion Ambiental que deberan cumplir las
localizaciones equipos para la perforacion de pozos, asi como el abandono de sitios.
Basado en esta normatividad y lineamiento, Pemex lleva a cabo el “Proyecto Integral
Ecoldgico Cero Descargas”, con objeto de eliminar las descargas de contaminantes
durante las actividades de perforacién y terminacion de pozos (Zamudio e lIslas,
2000).

En 1992, Estados Unidos publicé las normas para las actividades de explotacion de
hidrocarburo costa-afuera. Sin embargo, referente a legislacién de residuos de lodos
de perforacién en la actualidad, se excluyen a estos residuos como “residuos
peligrosos” (EPA, 2002).

1.2. Tecnologias de biorremediacion

La necesidad de recuperar sitios contaminados ha permitido el desarrollo de
diferentes técnicas de remediacion de tipo fisico, quimico y biolégico. Los métodos
biolégicos se engloban en las tecnologias de biorremediacién: las cuales son
efectivas para la eliminacion de hidrocarburos del suelo y acuiferos, son econémicas

y amigables con el ambiente (Loehr, 1992; Saval, 1998).

La biorremediacién es un proceso natural o controlado, en el cual, la actividad
biolégica, especialmente la microbiana, acumula o transforma los contaminantes a
niveles no téxicos, minimizando el riesgo para las personas en el area. Los procesos

de biorremediacién se pueden aplicar bajo las condiciones naturales del sitio o



estimulando la actividad bioldgica, a través de la adicién de nutrientes, de aceptores

de electrones, controlando la humedad u otro parametro.

Los tratamientos de remediacion en suelo, se pueden aplicar:

En el sitio (in situ) - Esta operacion se realiza en el mismo sitio contaminado sin
excavar ni disponer el suelo para su tratamiento; modificando de forma minima la
estructura del suelo. Requiere de periodos de tratamiento mas largos y es menos
seguro debido a la heterogeneidad propia del suelo. Las tecnologias de
biorremediacion in situ, incluyen: bioventeo, bioaumentacion, bioestimulacion

firorremediacidn y atenuacion natural (Van Deuren et al., 1997).

Fuera del sitio (ex situ) - Operaciones que requieren que el suelo contaminado sea
excavado y transportado a otro sitio, para ser sometido a un tratamiento de
remediacion. Generalmente requiere periodos mas cortos de tratamiento, son mas
seguros en cuanto a uniformidad de tratamiento ya que el sistema puede
homogeneizarse; sin embargo, requieren de excavacion del suelo, lo que provoca un
aumento en los costos para su tratamiento. Las tecnologias de biorremediacion ex
situ, en general incluyen: composteo (biopilas) y biorreactores (Van Deuren et al.,
1997).

Entre las ventajas de las técnicas de biorremediacion se encuentran: a) son
tecnologias limpias, b) es un sistema biolégico de bajo costo, c) se puede llevar a
cabo en el mismo sitio, eliminando el costo de transporte, d) ocasiona trastornos
minimos al sitio, e) los contaminantes son eliminados (no transferidos) al formar
bioxido de carbono y agua y e) son tecnologias que gozan de aceptacion social y por

las autoridades ambientales (Saval, 1997).

Entre las desventajas de las técnicas de biorremediacién se encuentran; a) no tiene

éxito en suelos de baja permeabilidad, b) la actividad de los microorganismos se



pueden inhibir con altas concentraciones de contaminantes, c) algunos compuestos

no pueden ser eliminados, y d) necesidad de monitoreo extensivo para cada sitio.

A continuacion se describen las técnicas de remediacion de tipo biologicas:

1.2.1. Atenuacion natural

Es la accion de los procesos naturales intrinsecos del suelo, sin la adicion de
elementos externos o la manipulacion del sistema. Es una estrategia de remediacion
que debe ser supervisada y controlada mediante un seguimiento analitico y basada
en un estudio de riesgo. Incluye los procesos fisicos como la volatilizacién, dilucién,
adsorcion y dispersion hidraulica que resulta de una reduccion de la contaminacion
(IMP, 2004).

La atenuacion natural como estrategia de remediacion, es ideal, cuando ciertos
factores son favorables: las condiciones geoldgicas, geoquimicas, factores fisicos y
quimicos y presencia de microorganismos degradadores de contaminantes. Ademas,
es necesaria la caracterizacion del sitio, la verificacion de la toxicidad de
intermediarios o productos, asi como la migracion de contaminantes antes de su
degradacion o transformacién. Esto ultimo permite - junto con el escenario del sitio -
obtener una evaluacion del riesgo de salud y el ambiente (agua subterranea y suelo)
para discernir si los procesos de atenuacion natural son suficientes en la mitigacion

del riesgo o si se requieren tratamientos mas activos.

1. 2. 2. Bioaumentacion

Consiste en la adicion de microorganismos vivos, capaces de degradar el
contaminante en cuestion, para promover su biodegradacion o biotransformacion.
Esta tecnologia es utilizada cuando se desea reducir el tiempo de tratamiento de un

sitio contaminado o cuando la microflora natural es insuficiente en nimero o



capacidad para degradar los contaminantes involucrados. El tamano del inéculo a
utilizar, depende del tamafno de la zona contaminada, de su dispersion y de la
velocidad de crecimiento de los microorganismos degradadores (Riser Roberts,
1998). Antes de llevar a cabo la bioaumentacion en un sitio, es necesario realizar
cultivos de enriquecimiento, aislar microorganismos capaces de cometabolizar o
utilizar el contaminante como fuente de carbono y reproducirlos hasta obtener

grandes cantidades de biomasa (Alexander, 1994).

1.2.3. Bioestimulacion

La bioestimulacion implica la adicion de elementos nutricionales al suelo
contaminado, para estimular la actividad de los microorganismos autdctonos vy
mejorar asi la biodegradacion de contaminantes organicos, preferiblemente hasta su
conversion a productos inocuos. Tipicamente, implica la inyeccion de agua con
nutrientes (Van Deuren et al., 1997). Se aplica en caso de suelos pobres en
nutrientes como N y P. La bioestimulacién puede acompafarse con el manejo de
aceptores de electrones, el contenido de humedad y puede aplicarse junto con la

bioaumentacion.

Esta tecnologia no es recomendable para suelos arcillosos, altamente estratificados
o demasiado heterogéneos, debido a limitaciones en la transferencia, especialmente
en tratamientos in situ. Otros factores que limita su aplicacion son: a) el tipo de suelo
que no favorezca el crecimiento microbiano, b) incremento en la movilidad de los
contaminantes por la circulacién de agua. c) no homogeneidad en la distribucién de

nutrientes, microorganismos u oxigeno en el suelo (Volke, 2002).

1.2.4. Bioventeo

Aplicacion de aire a un suelo o cuerpo de agua para satisfacer los requerimientos de

oxigeno de los microorganismos encargados de la biodegradacion. El suministro de



oxigeno, se lleva acabo mediante la aireacion del sitio contaminado a través de

movimiento forzado (vacio o inyeccion) con bajas velocidades de flujo.

Una alternativa para llevar a cabo el bioventeo, es el uso de oxigenantes quimicos,
como el H,O3, que en su reaccion libera oxigeno y agua. Una limitante en el uso del
peréxido es su rapida descomposicion a H,O y O, incluso algunas sustancias del
suelo pueden ayudar a su catalisis, como el hierro, el cobre y las enzimas catalasas.
Esto produce una rapida liberacién del oxigeno que forma rapidamente burbujas
debido a su baja solubilidad por lo que no se transporta eficientemente a los

microorganismos (Leeson y Hinchee, 1997).

Recientemente se han utilizado oxigenantes de metales primarios como el peroxido
de magnesio y de calcio, que presentan las siguientes ventajas: mayor estabilidad,
menor solubilidad, precipitan y son de liberacion prolongada (Cassidy e Irvine, 1999;
Regenesis, 2002).

1.2.5. Fitorremediacion

La fitorremediacion es un proceso que utiliza plantas vivas y los microorganismos
asociados a sus raices para remover, transferir, estabilizar, concentrar y/o destruir
contaminantes organicos e inorganicos en suelos o sedimentos. Los mecanismos de
fitorremediacion incluyen; rizodegradacion, fitoextraccion, fitodegradacion vy
fitoestabilizacion. En ecosistemas naturales, las plantas filtran y reciclan sustancias

potencialmente toxicas (Van Deuren et al., 1997; Hutchinson et al., 2001).

Entre las limitaciones de la fitorremediaciéon, se encuentran: altas concentraciones de
contaminantes las cuales pueden ser tdxicas para las plantas, su eficiencia depende
de la estacion del afo, no es efectiva para tratar contaminantes fuertemente
sorbidos, la toxicidad y biodisponibilidad de los productos de la degradacién no

siempre se conoce y pueden movilizarse o bioacumularse en animales.



1.2.6. Biorreactores

Es una tecnologia de remediacion ex-situ, que se aplica en contenedores, en los
cuales los suelos contaminados son tratados por dilucion en un medio con nutrientes
para crear un lodo. Los lodos son continuamente agitados y aireados para optimizar
la concentracion de oxigeno disuelto. La degradacion se lleva a cabo por

microorganismos en suspension o inmovilizados en fase solida (Riser-Robert, 1998).

Entre los factores que limitan el uso y la efectividad de los biorreactores se
encuentran: el suelo contaminado debe ser tamizado y transportado a otro sitio para
su tratamiento, los suelos heterogéneos y arcillosos pueden generar problemas de
manipulacion, cuando se tratan materiales explosivos o solventes clorados, los
productos intermediarios pueden ser mas toxicos que el contaminante original, los
residuos pueden requerir de tratamiento o disposicion final (Van Deuren et al., 1997;
Riser-Roberts, 1998).

1.2.7. Composteo

Composteo (tecnologia ex situ) es un sistema controlado que utiliza la actividad
microbiana para degradar los contaminantes del suelo, el cual se dispone en
monticulos, en los cuales se pueden agregar materiales texturizantes o de volumen,
nutrientes y sistemas de aireacion; formando un producto final estable. Los sistemas
de composteo pueden llevarse acabo en tanques circulares, recipientes abiertos y
biopilas (Alexander, 1994; Semple et al., 2001).

1.3. Factores que afectan la biodegradacién de los hidrocarburos

La velocidad de degradacion de hidrocarburos estd una funcion de varios factores

que intervienen de manera compleja: la naturaleza quimica del compuesto, la



actividad microbiana, propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del suelo y otros

factores ambientales. Los principales factores se describen a continuacion.

1.3.1. Fisicoquimicos

Textura

Un suelo ideal para la biorremediacion debe tener textura tipo arenosa con alta
porosidad para que permita la difusién de oxigeno. Esta alta porosidad permitira una
adecuada aireaciéon para la oxidacion de hidrocarburos, pero debe tener suficiente
limo y arcilla en la matriz del suelo para que se garantice una adecuada humedad

con una apropiada capacidad de retencion del agua (Frankenberger, 1992).

Suelos con permeabilidades mayores a 10* cm/s y con una moderada
homogeneidad son buenos candidatos para la remediacién in-situ. En cambio, suelos
con permeabilidad muy baja y/o con grandes variaciones pueden limitar el
movimiento de fluidos necesarios para los tratamientos in-situ, como la extraccion
con vapor o la inyeccidén de nutrientes en la biorremediacién in-situ (Rogers et al.,
1993; USEPA, 1997).

Disponibilidad de hidrocarburos

La disponibilidad de los hidrocarburos para los microorganismos depende del tipo de
hidrocarburo y de las propiedades del suelo como la adsorcion en la superficie de las
particulas del suelo, disolucidén en los constituyentes naturales del suelo (p. ej. acidos
humicos) e interaccion con la superficie mineral, entre otros (Huesemann et al., 2002;
De Jonge et al., 1997).

Los hidrocarburos biodisponibles en un suelo, son los que se encuentran en contacto
directo con los microorganismos; los emulsificados por agentes tensoactivos de
origen biolégico o quimico; y la fraccién de hidrocarburos solubles en el agua que

ocupa los intersticios del suelo (Rosenberg y Ron, 1997). Asi, de acuerdo con la
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revision de Leahy y Colwell (1990), cinéticas tipo Michaelis-Menten, han sido
reportadas en la degradacién de hidrocarburos de bajo peso molecular y con alta
solubilidad en agua. En cambio los hidrocarburos de mayor peso molecular
presentan como una limitante la disolucién en agua para su posterior degradacion,

por lo que generalmente no se adecuan a las cinéticas tipicas de reaccion.

Por otro lado, los hidrocarburos pueden formar complejos con materia organica,
disminuyendo su disponibilidad y alterando sus propiedades fisicoquimicas (Leahy y
Colwell, 1990; Atlas, 1981). La estructura del suelo también afecta la disponibilidad
de los hidrocarburos, los suelos arcillosos impiden que éstos sean atacados por
microorganismos por lo compacto de la arcilla, lo cual disminuye su disponibilidad
debido a la baja movilidad de los contaminantes (Sadeghi et al., 2000; Roger et al.,
1993).

Algunas soluciones a este problema han sido el empleo de compuestos que ayuden
a los hidrocarburos para que pasen de estar adsorbidos a solubilizados, estos
incluyen: surfactantes (aniénicos, idnicos y no-iénicos), biosurfactantes, cosolventes
y sales inorganicas —pirofostatos- (Muller-Markgraf, 1995). EI empleo de estas
sustancias se ha cuestionado - especialmente in situ - por incrementar la movilidad o
disponibilidad y asi el efecto toxico del contaminante, por incrementar el volumen de
agua subterranea contaminada, modificar las propiedades del suelo, con lo cual se
puede complicar su remediacion, representan una fuente de carbono alterna a la de

los hidrocarburos, disminuyendo posiblemente la actividad de degradacion.

Concentracion de hidrocarburos

Contrario al problema de l|a baja biodisponibilidad, la exposicion de los
microorganismos del suelo a altas concentraciones de hidrocarburos, provoca la
inhibicién de la biodegradacion, posiblemente debido a tres causas: 1) desbalance de
los nutrientes y oxigeno disponible, en relacién con la alta concentracién de carbono

aportado por el hidrocarburo (produciéndose condiciones limitantes); 2) impedimento
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fisico producido por la fase organica presente; y 3) por el efecto téxico debido a la

alta concentracién de contaminante (Leahy y Colwell, 1990).

Es debido a esto que se ha desarrollado el concepto de concentracion maxima o
umbral de hidrocarburos, que podria limitar la degradacion haciendo inoperantes las
tecnologias biologicas. Sin embargo estas concentraciones, depende de la
capacidad de degradacion de cada tipo de suelo. Dibble y Bartha, 1979 reportaron un
umbral de 100,000 mg/kg para suelos con crudo. Algunos reportes no recomiendan
emplear la biorremediacién, sin pruebas adecuadas de biotratabilidad, cuando la
concentracion de hidrocarburos sea mayor a 50,000 mg/kg (Atlas y Bartha, 1998;
Pope y Matthews, 1993; Zegarra, 2000).

Sin embargo, Roldan et al (2003), han reportado hasta 75% de degradacién de
hidrocarburos, en concentraciones de 134,000 mg/kg, en estudios de composteo a
nivel mesocosmos. Por otro lado, Zapien (2004), en pruebas de biotratabilidad a nivel
microcosmos, empleando sistemas sobresaturados con agua, bajo condiciones de
aireacion forzada y con adicién de nutrientes, reporté degradacién hidrocarburos a

una concentracion de 150,000 mg/kg.

Disponibilidad de oxigeno y otros aceptores de electrones

La biodegradacion aerobia de hidrocarburos por bacterias y hongos requiere de la
oxidacion de sustratos, a través de oxigenasas, asi mismo el oxigeno molecular es
empleado como aceptor final de electrones. Sin embargo, muchos contaminantes
pueden ser metabolizados bajo condiciones anaerdbicas (Reuter et al., 1996; Widdel
y Rabus, 2001).

En la zona vadosa o no saturada con agua, la respiracion microbiana, junto con la de
las raices de las plantas y la de otros organismos, consumen el oxigeno de la
atmdsfera del suelo y lo enriquecen con diéxido de carbono. Aunque estos gases se

difunden e intercambian con los de la atmdsfera, su concentracion en la atmodsfera
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del suelo siempre es menor. El contenido de arcillas y la presencia de materia
organica, afectan la concentracion de oxigeno en el suelo. La primera por retener
humedad, que evita la difusion de oxigeno, y la segunda por incrementar la actividad

microbiana, que consume el oxigeno (Sims et al., 1990).

La pérdida del oxigeno como aceptor de electrones, induce a cambios en la actividad
y composicion de la poblacién microbiana. Algunos microorganismos facultativos
pueden cambiar a un aceptor de electrones que esté disponible en el medio,

mientras que otros, sin capacidad de hacerlo, seran desplazados (Sims et al., 1990).

Se han reportado estudios de degradacién en condiciones aerobias, anaerobias vy
anoxicas. En el primer caso, se ha demostrado una mayor actividad degradadora y
mayor eficiencia en un menor tiempo (Frankenberger, 1992). Por esto,
tradicionalmente se ha preferido operar en condiciones aerobias, pero en aquellos
casos en los que no se justifique la introduccidn de oxigeno molecular —por
problemas técnicos y/o financieros— se ha suministrado, con éxito, otras fuentes
alternas de aceptores de electrones. Estas fuentes son compuestos inorganicos
como S04, NO; y NOj3, que operan principalmente bajo condiciones anoxicas.
También se ha observado degradacion anaerobia con produccion de didéxido de
carbono y metano, bajo condiciones metanégenas (Leahy y Colwell, 1990;
Frankenberger, 1992).

En la Tabla 1.2 se presentan valores de potencial de 6xido-reduccién para algunos
aceptores de electrones en condiciones aerdbia, andxica y anaerdbia reportadas en
la literatura. Estas condiciones estan acompafiadas por los productos metabdlicos
observados para cada condicién; estos productos sirven para determinar el proceso

que impera en el sistema.
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Tabla 1.2. Valores de potencial de 6xido-reduccion en diferentes condiciones ambientales

Condicion | Principal Proceso Sub- Potencial
aceptor de productos redox (mV)
electrones

Aerobia O, Respiracion aerobia CO,y HO +810
NO;- Desnitrificacion NO,, NO, N,O vy |+750
N>
Mn** Reduccion de Mn (1V) Mn?* +300 a +100
Andxica Fe* Reduccion de Fe (lll) Fe? +100 a -100
SO, Sulfatorreduccion H,S -220
Anaerobia CO, Metanogénesis CH, <-240

Gordon et al (1980); Rogers et al (1993); Sims et al (1990)

Como se menciond anteriormente en la descripcidn del bioventeo, la aireacién es un
factor limitante en la biodegradacion. El oxigeno en el subsuelo puede ser
incrementado por dos métodos: i) inyeccidn de aire a través del suelo, en el cual se
utiliza un sistema de bombeo -aireacion forzada-, o ii) utilizacion de oxigenantes

quimicos.

El oxigeno molecular, en medio liquido, presenta una solubilidad baja (con un
maximo de 8 a 10 mg/L), pudiéndose incrementar a 40 o 50 ml/L mediante la
inyeccion de oxigeno puro, bajo condiciones estandares. Mientras que con H;0O, se
puede, tedéricamente, alcanzar una solubilidad hasta 500 mg/L aplicando tan solo
1,000 mg H,O,/L (Pardieck et al., 1992). La liberacion de oxigeno - y de agua - a

partir de H,O se realiza de acuerdo con la siguiente reaccion:

H,O, — 0.50, + H,0
Una limitante para el uso del peroxido, es su rapida descomposicion en agua y
oxigeno, incluso algunas sustancias del suelo pueden ayudar a su catélisis como el

hierro, el cobre y las enzimas catalasas (Pardieck et al., 1992). La rapida liberacion

del oxigeno puede inclusive formar burbujas debido a su baja solubilidad por lo que
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no se transporta eficientemente a los microorganismos. Asi, la liberacion a la
atmosfera puede ser mas rapida que su consumo por parte de los microorganismos

por lo que no estaria biodisponible (Pardieck ef al., 1992).

Como se menciond anteriormente una alternativa para una liberacion prolongada del
oxigeno es el empleo de peroxidos de metales primarios. Estos por su baja
solubilidad limitan su reaccion y por ende disminuyen la velocidad de produccion de
oxigeno. Estos perdxidos reaccionan de acuerdo con la siguiente ecuacién

(ejemplificada para peréxido de calcio):

Ca0O,; + H,O0 —» 0.50, + Ca(OH)z

Un posible problema que se observa en la reaccion anterior es la formacion de un
hidroxido que puede incrementar el pH por arriba del requerido para las bacterias de
(7 a 8) y la formacion de sales como subproducto de la reaccidon con compuestos

acidos.

Humedad

El contenido de humedad en el suelo sirve para la locomocion microbioldgica,
transporte de nutrientes y compuestos organico, asi como la remocion de productos
metabolicos (Frankenberger, 1992).

Una manera comun de expresar la cantidad de agua en el suelo, es a través del
porcentaje de humedad, con respecto a la capacidad de retencion de agua (CRA)
(Frankenberger, 1992). A porcentajes cercanos o mayores al 100% de la CRA
(saturados o sobresaturados), sin un sistema de aireacion, se puede limitar la
transferencia de gases a la matriz del suelo, debido a que sus espacios se
encuentran totalmente ocupados por agua (Frankenberger, 1992). Mientras que con
valores cercanos o menores al 10%, la fuerza osmoética y matricial del suelo reducen

la biodisponibilidad de agua para los microorganismos, a tal grado que la actividad
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metabdlica se vuelve marginal (Bossert y Bartha, 1984). Una regién considerada
como 6ptima es del 50 al 70% de la CRA, pero depende de las caracteristicas del
sitio (Sims et al., 1990; Frankenberger, 1992; Loehr, 1992).

Sin embargo, en sistemas sobresaturados, pero con aireacion por agitacion y
aireacion forzada, se favorece la biodegradacion de hidrocarburos, por incremento
en la biodisponibilidad de gases, dispersién de las particulas del suelo y mejora el

contacto de microorganismos, hidrocarburos, oxigeno y nutrientes (Zapien, 2004).

pH

Los intervalos de pH ideales para promover la biodegradacién de hidrocarburos por
bacterias en el suelo, se encuentran desde pH neutro hasta ligeramente alcalinos
(Dibble y Bartha, 1979; Song et al., 1990). La mayoria de los hongos pueden trabajar
a valores de pH acidos (Blaine, 1993; Atlas y Bartha, 1983).

Muchas enzimas que se utilizan en la biodegradacién de hidrocarburos son sensibles
a cambios de pH, la disminucion de su actividad se puede presentar con valores
extremos. Estudios experimentales han demostrado Ila inhibicion de la
biodegradacion a valores de pH arriba de 9.5 (Leahy y Colwell, 1990; Frankenberger,
1992).

El pH también tiene efecto en la disponibilidad de nutrientes, inhibidores y de
contaminantes, debido a que afecta la solubilidad y estado de los compuestos. La
solubilidad del fésforo se maximiza a pH de 6.5, mientras que el plomo se encuentra
menos soluble a pH de 7 a 8 (Sims et al., 1990; Frankenbeger, 1992). En general
para minimizar el transporte de metales se recomienda un pH mayor a 6 (Sims et al.,
1990). La introduccién de hidrocarburos en el suelo puede producir una disminucion
drastica del pH, hasta de 3 unidades (Bossert y Bartha, 1984). La adicién de las

sales de amonio, nitritos y nitratos pueden acidificar el suelo y las sales de fosfatos
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en actuar como un sistema amortiguador para el pH dependiendo de la relacién de

concentraciones de sus sales conjugadas (Gary, 1993).

Temperatura
La temperatura influye en la biodegradacion de los hidrocarburos por su efecto
directo en el crecimiento microbiano, la actividad de degradacion, la composicion de
la comunidad microbiana, asi como la naturaleza fisica del petroleo y sus derivados
(Atlas, 1981).

A bajas temperaturas la viscosidad de los hidrocarburos aumenta, la volatilizacién de
alcanos de cadena corta se reduce y disminuye la solubilidad del O, en agua,
afectando asi la biodegradacion. Las tasas de degradacién generalmente aumentan
cuando la temperatura incrementa. Esto es posible debido al aumento en la tasa de
la actividad enzimatica o del factor Q0. Este ultimo factor — que representa la tasa
del incremento de la utilizacién del sustrato por el aumento de cada 10°C - se ha
reportado entre valores de 1.7 y 2.3 para suelo (Bossert y Bartha, 1984). El rango de
temperatura Optimo para degradacion de hidrocarburos se reporta entre 18 y 30°C 6
entre 24 y 30°C (Bossert y Bartha, 1984; Frankenberger, 1992). Arriba de 40°C se ha
reportado un desnaturalizacién de la membrana, sin embargo, se han logrado aislar
microorganismos degradadores de hidrocarburos entre —1 y 70°C (Frankenberger,
1992).

En zonas polares, tipicamente se han reportado condiciones limitantes para la
biorremediacion por las bajas temperaturas. En el mundo existen condiciones
ambientales extremas como en los valles secos, llegando a alcanzar — 40°C y en
desiertos calientes de arena hasta 65°C (Bossert y Bartha, 1984). Los cambios
climaticos y de estaciones seleccionan de manera natural a las poblaciones de los
microorganismos degradadores de hidrocarburos, los cuales se adaptan a las

temperaturas ambientales (Leahy y Colwell, 1990).
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Estudios a nivel laboratorio sobre el efecto de la temperatura en la biodegradacion de
hidrocarburos, requieren ser validados en campo, debido a la gran diferencia del
efecto causado por las fluctuaciones de temperatura durante las 24 horas del dia
comparada con una temperatura empleada en el proceso de incubacion controlada
(Dibble y Bartha, 1979). Estos cambios de temperatura dependeran de la humedad
del suelo, debido al alto poder calorifico del agua, los suelos mas humedos son

menos sensibles que los secos a los cambios diurnos de temperatura.

Nutrientes

Los nutrientes esenciales para el crecimiento de los microorganismos son: C, N, P,
K, S, Fe, Ca, Mg, Mn, Zn, Cu, Mb, Na y Co. Los ultimos 11 elementos se requieren
en pequefas cantidades y generalmente se encuentran en concentraciones

suficientes en el suelo (Foth, 1987).

El nitrogeno y fosforo en el suelo son factores que limitan el crecimiento y la actividad
metabdlica de los microorganismos degradadores de hidrocarburos. Incluso pueden
estar en concentraciones deficientes en los suelos contaminados con hidrocarburos,
debido al fuerte aporte de C por los hidrocarburos (Sylvia et al., 1999; Atlas y Bartha,
1998).

El nitrégeno forma parte de las principales biomoléculas de las células;
aminoacidos, acidos nucleicos, amino azucares, vitaminas y polimeros. Es uno de los
elementos mas abundantes en la Tierra, pues en su forma gaseosa (N2) constituye el
78% de la atmodsfera. Sin embargo, la cantidad de nitrdgeno que se presenta en
muchos suelos es escasa, debido a su propia dinamica y ciclo biogeoquimico, la
adicion de éste permite a los microorganismos autoctonos, capaces de degradar
hidrocarburos, estimular su crecimiento y metabolismo (Atlas y Bartha, 1998;
Boopathy et al., 1997).
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La adicién del N con respecto a la fuente de carbono en un sistema, determina la
relacion C:N como un balance o ajuste de requerimientos nutricionales que permite
orientar el metabolismo. En biorremediacién la relacion C:N se ha utilizado para el
manejo de las concentraciones de nutrientes que permite mantener un proceso de
biodegradacion eficiente (Alexander, 1994; Walworth y Reynolds, 1995; Smith et al.,
1998).

El amonio, como fuente de nitrégeno para los microorganismos es la forma mas
facilmente asimilable (Frankenberger, 1992; Walworth y Reynolds, 1995). Su
utilizacion no requiere oxidacion o reduccion, debido a que el nitrégeno en las células
(aminoacidos, purinas y pirimidinas) esta también en forma de amonio (Gaudy y
Gaudy, 1981). Por el contrario, el nitrato se debe reducir a amonio antes de
incorporarse a los aminoacidos (Paul y Clark, 1989; Walworth y Reynolds, 1995). El
numero de bacterias capaces de asimilar directamente nitrégeno a partir del amonio
es mayor comparado con aquellas que pueden reducir los nitratos (Gaudy y Gaudy,

1981). Este ultimo proceso de reduccidn se conoce como desnitrificacion.

El amonio puede oxidarse (nitrificarse) a nitrito y nitrato de manera relativamente
rapida en condiciones aerobias y pH neutro (Paul y Clark, 1989). Sin embargo, este
efecto disminuye por la presencia de hidrocarburos (Deni y Penninckx, 1999).
Ademas, a bajas concentraciones de amonio se reprimen las enzimas requeridas
para su nitrificacion y obtencién de energia de las bacterias autétrofas que no

favorecen la degradacion de hidrocarburos (Paul y Clark, 1989).

El fésforo es un elemento esencial para los microorganismos, que se encuentra
como éster de fosfato en el ATP, es un componente de biomoléculas como acidos
nucleicos y fosfolipidos, que forman parte de la membrana celular. Debido a la
facilidad de oxidacién, el fosforo elemental no se encuentra en estado libre en la
naturaleza, se encuentra en forma de fésforo organico e inorganico, dependiendo de

la naturaleza de los compuestos que lo contengan. La forma organica se encuentra

19



en el humus y materia organica y sus niveles en el suelo puede variar desde 0 hasta
mas de 0.2%. La fraccién inorganica esta constituida por otros compuestos de hierro,
aluminio, calcio, fluor, y normalmente es mas abundante que los compuestos

organicos.

Como se menciond, la biorremediacién puede involucrar la adicion de fuentes de
nitrégeno y fosforo —fertilizacion- permitiendo asi, compensar desbalance de la
relacion C:N:P causado por el exceso de carbono proveniente del hidrocarburo y
favoreciendo su biodegradacién (Leahy y Colwell, 1990). Una relacion C:N:P
recomendada en varios estudios para la biodegradacidon de hidrocarburos del
petréleo es 100:10:1 (Frankenberger, 1992; Demque et al., 1997; Blaine, 1993).

1.3.2. Factores biolégicos

1.3.2.1. Microorganismos degradadores de hidrocarburos

La biodegradaciéon de hidrocarburos en diferentes ecosistemas (suelo y agua)
requiere de la presencia de microorganismos (bacterias, hongos, algas) que, a través
de la actividad bioquimica, oxiden los hidrocarburos. Algunas especies de
microorganismos pueden metabolizar un numero limitado de hidrocarburos, de
manera que la presencia de poblaciones mixtas con diferentes capacidades
metabdlicas, es necesaria para degradar mezclas complejas de hidrocarburos como
el crudo (Leahy y Colwell, 1990; Bouchez, et al., 1995). En la Tabla 1.3, se presentan
los principales géneros de bacterias y hongos degradadores de hidrocarburos

aislados de ambientes acuaticos y de suelos.

La degradacion de hidrocarburos se lleva acabo principalmente por bacterias,
seguidas por los hongos, levaduras y algas, entre otros. En un estudio comparativo
de poblaciones Song et al (1986), observaron que las bacterias participaron en el

82% de la degradacién de n-hexadecano y los hongos con un 13%. Leahy y Colwell,
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(1990) citan algunos estudios en que se reporta la degradacion de hidrocarburos por

algas.

Tabla 1.3. Principales géneros de microorganismos degradadores de hidrocarburos

Bacterias Hongos
Achromobacter Micrococcus Aspergillus
Acinetobacter Neisseria Aurogebasidium
Arthobacter Nocardia Candida
Aeromonas Pseudomonas Corollospora
Alcaligenes Rhodococcus Dendryphiella
Bacillus Serratia Fusarium
Brevibacter Spharicus Lulworthia
Candida Staphylococus Mortierella
Cicrobacter Spirillum Mucor
Corynebacterium Streptomyces Penicillium
Enterobacter Sporobolomyces Rhodotorula
Flavobacterium Shigobacter Sporobolomyces
Hafnia Vibrio Trichoderma
Listonella Xanthomonas Variscosporina

Atlas y Bartha (1983); Song et al (1986); Kirk y Gordon (1988);
Leahy y Colwell (1990); Arenas (1999); Escalante (2002)

En la ultima década, debido al desarrollo de nuevas técnicas en biologia molecular
se han descrito mas especies de microorganismos degradadores de hidrocarburos,
aislados de ecosistemas terrestres, marinos y de agua de produccion petrolera, entre
otros (Alazard et al., 2002; Van Hamme et al., 2003).

Los reportes del porcentaje de bacterias y hongos presentes en suelos, varian de
forma importante de entre 0.13 y 50% para bacterias, y de 6 a 82% para hongos, con
respecto a la comunidad heterétrofa total del suelo. La proporcion de hongos y
bacterias dependera de las condiciones del sitio (Leahy y Colwell, 1990) y de las
condiciones de cultivo que se utilicen para su cuantificacion. El numero de
microorganismos heterotrofos totales en suelo, considerado como “tipica” se
encuentra en una cuenta total de 10" a 10° UFC por gramo de suelo; para
degradadoras potenciales en suelos no contaminados entre 10° y 10% y entre 10° y

108 en suelos contaminados (Bossert y Bartha, 1984).
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En ecosistemas en donde las poblaciones microbiolégicas degradadoras no son
significativas, se ha utilizado la bioaumentacidén con el propdsito de incrementar la
tasa de biodegradacién de los contaminantes. Se prefiere la bioaumentacion
empleando microorganismos autoctonos, ya que los aléctonos pueden presentan
problemas de adaptacion (Frankenbeger, 1992; Leahy y Colwell, 1990; Saval, 1998).
Recientemente se ha considerado el uso de microorganismos genéticamente
manipulados para la biorremediacion de sitios contaminados (Odukuma y Dickson,
2003; Ripp et al., 2000; Van Hamme et al., 2003).

1.3.3. Inhibicién de la biodegradacion

Aunque los productos finales de la mineralizacion de hidrocarburos son CO,, H,O y
biomasa celular, la biodegradacion de hidrocarburos, especialmente los de alto peso
molecular, puede producir intermediarios que pueden acumularse inhibiendo la
actividad microbiana. La degradacion de compuestos aromaticos puede producir
intermediarios de acidos benzdico y fendlico. Se ha reportado la acumulacion de
derivados salicilicos que limitan la degradacion de naftalenos; de acido laurico, que
limita la degradacion de n-hexadecano; de n-alcanos de cadena larga en la
degradacion de crudo; y de alcoholes en la degradacién de alcanos (Frankenbeger,
1992).

También se han reportado efectos adversos en la degradacion de hidrocarburo por
la presencia de metales como el Pb, Zn, Cr, Ni, y Cd. Dependiendo de la procedencia
de las gasolinas y diesel se ha encontrado — en especial en gasolinas antiguas que
empleaban como aditivo al tetraetilo de plomo — concentraciones relativamente altas
de Pb (entre 75 y 7,500 mg/kg). Mientras que en aceites de motor se ha encontrado
concentraciones de hasta 13,000 mg/kg de Pb, 2,500 de Zn, 50 de Cu, 20 de Cr, 5
de Ni, y 0.1 de Cd (Frankenberger, 1992).
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Frankenberger (1992), encontré que altas concentraciones de plomo (5,000 mg/kg)
en suelo, causa una disminucidbn en la poblacion bacteriana. Los suelos
generalmente contienen entre 15 y 100 mg/kg de plomo en forma natural. La
biodisponibilidad de Cd es comunmente - a las mismas concentraciones - mayor a la
del Pb. Sin embargo, se ha observado inhibicion en la biodegradacion de diesel con

concentraciones de Pb de 10, 100 y 1,000 mg/kg y con 1,000 mg/kg de Cd.

1.4. Lisimetros como modelo de estudio

El término lisimetro, etimolégicamente deriva de los vocablos griegos “lyo” (disolver)
y “metron” (medir), y significa “medidor de la disolucion”. Los lisimetros se han
empleado desde el siglo XIX para realizar estudios sobre el balance de materia de
los nutrientes. De acuerdo con Hire el origen de los lisimetros se remonta a 1688
(Furh et al., 1997).

A través de la historia, los lisimetros se han empleado en al menos 1,800 estudios
(Farh et al., 1997). Estos estudios incluyen distintas areas como la agricultura, en
donde se han empleado en estudios de ganancia de agua (irrigacion, precipitacion y
condensacion) y pérdidas (evapotranspiracion) de agua y solutos; en ingenieria civil,
en sistemas de riego y lixiviados de rellenos sanitarios; en ingenieria ambiental, en el
transporte y destino de pesticidas, nitratos y algunos otros compuestos. Algunos
incluso han sido disefiados para estudiar efectos de lixiviados de residuos de baja
radiacion (Cox, 2000).

De manera general podemos definir al lisimetro como un dispositivo constituido por
una columna de suelo, que permite simular y medir la biodegradacion, asi como el
transporte y destino de uno o varios compuestos de interés, a través del material
poroso del suelo. Usualmente se emplean a nivel de campo y se localizan en el sitio
de estudio para conservar el perfil del suelo inalterado o se emplean a nivel

laboratorio bajo condiciones controladas semejantes a las de campo.
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De acuerdo con las pautas de la OECD (2000) los lisimetros pueden clasificarse, de

acuerdo con su disefio de la siguiente manera':

1. Por su forma de empacado:
a. Monolito inalterado
b. Lisimetros empacados artificialmente
2. Considerando el régimen de flujo:
a. Con simulacion de nivel freatico
b. Con fondo libre
3. De acuerdo con la recoleccion de lixiviados:
a. Recoleccion activa o forzada con succién de lixiviados
b. Recoleccion pasiva por gravedad
4. Por el sistema de bioventeo:
a. Fisica: Pasiva o activa (forzada o mecanica)

b. Quimica con adicion de compuestos liberadores de oxigeno

Algunas caracteristicas de estudio que han evaluado a través de lisimetros, en

estudios de pesticidas, se presentan en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4. Caracteristicas de estudio a nivel microcosmos, lisimetros y campo

Caracteristica de estudio Laboratorio Lisimetros Datos de
(microcosmos) en campo campo

Balances de materia S S NO
Simular condiciones de campo NO Sl S
Los resultados dependen de las NO Sl Sl
condiciones climaticas
Refleja la estructura del suelo NO S S
Muestreo periddico del suelo a través Sl NO Sl
del estudio
Posibilidad de estudiar el NO NO S
comportamiento en el subsuelo

Jones et al (1998)

! Modificado de la OECD (2000) debido a que los lisimetros propuestos se emplean para observar el transporte y destino de
los pesticidas en condiciones naturales del suelo y no para estimular su biodegradacion por lo que originalmente no se incluye
al bioventeo.
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Los estudios en campo presentan la desventaja de que los resultados dependen de
las condiciones climaticas. Asi, los estudios en diferentes afos, en el mismo sitio
pueden presentar resultados distintos. Del mismo modo la generalizacién de los

resultados a otros sitios es limitada.

En estudios a nivel de campo se observan variaciones del 100% por lo que se
recomiendan muestreos muy exhaustivos de 15 a 20 muestras por cada incremento
en tiempo y profundidad. Una manera de controlar esta variabilidad es realizando
estudios con suelos confinados en lisimetros, en los que las muestras de las capas

del suelo puedan ser homogenizados con anterioridad al sub-muestreo.

Los resultados obtenidos empleando lisimetros en laboratorio pueden originar
diferencias con respecto a los resultados en lisimetros en campo, debido al
incremento en la escala, e incluso puede afectar condiciones de operacién en campo

cuando se aplique una tecnologia de saneamiento.

No se recomienda emplear lisimetros con suelos arcillosos, debido a la capacidad de
contraccion de las arcillas provocando microfracturas en el nucleo y separacion de
los lisimetros con la pared de las columnas, que origina lixiviados (agua y solutos)

directamente al fondo de los lisimetros (OECD, 2000).

En la ultima década, los lisimetros se han empleado en varios trabajos de
biorremediacion en suelos contaminados con hidrocarburos, en los cuales se ha
evaluado el transporte y degradacién de hidrocarburos, cambios de poblaciones
microbianas, biodisponibilidad, efecto de factores de estimulacion biolégica y

utilizacién de microorganismos manipulados por ingenieria genética (Tabla 1.5).
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Tabla 1.5. Utilizacién de lisimetros en trabajos de biorremediacién

Autor Estudio Contaminante Tema
Wang et al L-C Diesel oil Degradacion de HPA
(1990)
Song y Bartha, C-S Destilado de | Cambio de comunidades
(1990) hidrocarburos
Grundmann y L-C Diesel Degradacion de HPA
Jurnen, (1991)
Breedvel y C-S Creosota Degradacion de HPA
Brieseid (1993)
Phelps et al C-s Contaminado  por | Degradacion de alcanos
(1994) actividades militares
Frankenberger et C-S Residuos de | Degradacion de HTRP
al (1997) refineria
De Jonge et al L-C Crudo Biodisponibilidad
(1997)
Fiorenza y Ward C-S BTEX Adaptacién microbiolégicas por
(1997) saturadas adicion de H,0,
Ripp et al (2000) L-C HPA IGM en biorremediacion
estratificados
Gibb et al (2001) C-S Crudo Biorremediacion a temperatura
bajas
Margesin y L-C Diesel Evaluacion de la atenuacion
Schinner (2001) natural y bioestimulacién
Sovik et al (2002) L-C Jet fuel Transporte y degradacion
Duncan et al L-C Crudo Composicién de especies
(2003)
Zucchi et al C-S Crudo Cambios de comunidades
(2003)
Odukuma 'y L-C Crudo Biorremediacién en suelo tropical
Dickson (2003) hamedo.

C-S, columnas de suelo; L-C, lisimetros en campo; HPA, hidrocarburos poliaromaticos; HTRP,
hidrocarburos totales recuperables del petréleo; IGM, ingenieria genética de microorganismos; BTEX,
benceno, tolueno, etilbenceno y xileno

Por otro lado, los lisimetros pueden contribuir al estudio de la atenuacién natural

brindando informacién que permite sustentar los siguientes argumentos:

i) Los procesos de atenuacion natural son razonablemente comparables con otros
procesos estimulados (USEPA, 1999). Aunque los lisimetros no permitan representar
absolutamente todas las condiciones en campo, si permiten simular a nivel
mesocosmos, en un plazo medianamente corto, los procesos exclusivos de la

atenuacion natural y compararlos con los estimulados.
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ii) El principal proceso de reduccion de la concentracion de hidrocarburos es la
biodegradacion (USEPA, 1999). Considerando que tanto las autoridades como las
guias prefieren que el principal mecanismo de la atenuacion natural sea destructivo,
se pueden emplear lisimetros para cuantificar - en caso de no ser despreciable - al
transporte natural y dilucion de los hidrocarburos y compararlo con la

biodegradacion.
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2. ANTECEDENTES

El saneamiento de suelos contaminados con hidrocarburos por métodos o
tecnologias bioldgicas requiere, junto con aspectos basicos de geohidrologia,
informacion acerca de la quimica de contaminantes, fisica y quimica del suelo, los
procesos bioldgicos. Generalmente, se aplican sin conocer los procesos que se
llevan a cabo, limitando muy seguramente estas tecnologias y su potencial. Por lo
anterior, se requiere de bases cientificas de los procesos de biodegradacién de
hidrocarburos en suelos, haciendo indispensable la investigacion mediante modelos
experimentales controlados a nivel laboratorio, que permitan, por una parte, verificar
si la degradacion bioldgica es factible como proceso de la atenuacion natural, y por
otra, determinar de que manera se puede estimular biolégicamente al suelo para

implementar procesos activos y efectivos de saneamiento.

Fuhr et al (1997), sugieren tener precaucion con la interpretacion de datos de
laboratorio, que algunas veces no describen las condiciones de campo. Asi, estudios
realizados a nivel microcosmos pueden presentar un problema de escala al no
considerar la heterogeneidad a un nivel por arriba de la representada en los
microcosmos (Sharabi y Bartha, 1993; Jones et al.,1998; Alexander, 1999), y son
generalmente representativas de un solo estrato sin considerar las relaciones entre

los estratos geoldgicos con distintos grados de contaminacion.

Varias condiciones ambientales pueden afectar la biodegradacion, las de mayor
interés son el aporte de nutrientes (Graham et al., 1995) y la biodisponibilidad de
oxigeno u otro aceptor de electrones (Leahy y Colwell, 1990). Sobre el primero, se
reconoce que la adicién de fuentes de N y P permite satisfacer los requerimientos
nutricionales de los microorganismos y asi se estimula la biodegradacién de
hidrocarburos (Graham et al., 1995; Walworth et al., 1997; Thomassin et al., 2002);
sin embargo, el éxito también va a depender de las caracteristicas especificas del

sitio. Para el oxigeno se reportan problemas de difusién y biodisponibilidad,
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especialmente en suelos arcillosos (tipicos en residuos de perforacién), un método
alternativo, para aportar oxigeno al sistema, es el empleo de “agentes quimicos

oxigenantes” (Pardieck et al., 1992; Regenesis, 2002).

La gran biodiversidad de microorganismos presentes en los distintos tipos de suelo
ha demostrado su capacidad de adaptaciéon a los hidrocarburos contaminantes
(Leahy y Colwell, 1990). Estos hidrocarburos ejercen una presion de seleccion en las
poblaciones microbianas, favoreciendo a aquellas que presentan la capacidad para
degradar hidrocarburos (hidrocarbonoclastas), o que permite obtener inéculos, es
decir, producir mas biomasa de microorganismos hidrocarbonoclastas y adicionarla
al mismo suelo contaminado, incrementando asi el numero de microorganismos con

capacidad de degradar el contaminante (Blaine,1993; Kastner et al., 1998).

Con base en lo anterior, este trabajo se enfocd a determinar el efecto de la adicidon
de nutrientes, el suministro de oxigeno, y la bioaumentacion con bacterias
autoctonas, sobre la biodegradacion de hidrocarburos; utilizando un sistema de
columnas empacadas con suelo contaminado con residuos de perforacion como

modelo.

El presente estudio forma parte de un proyecto integral de remediacién de sitios
contaminados con residuos de separacion: Proyecto D.00023 “Atenuacién Natural de
Sitios Contaminados con Hidrocarburos” del Instituto Mexicano del Petréleo. El
proyecto global tuvo como objetivo general, la busqueda de conocimientos y criterios
que permitieran determinar la existencia de procesos de atenuacion natural y su
factibilidad como proceso de remediacién, de acuerdo a las condiciones particulares
de estos sitios (fosas de residuos de perforacion) y la propuesta de tecnologias
activas alternativas, biopilas y bioestimulacion. Esta propuesta contribuira aportando
conocimiento sobre el movimiento y biodegradacién natural de los hidrocarburos, asi
como el efecto de la aplicacion de tratamientos activos, oxigenacioén, fertilizacion y

bioaumentacion y su efecto combinado.
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De forma preliminar al desarrollo de esta investigacion, se obtuvo el perfil fisico
quimico del suelo y la distribucion y caracterizacion de los contaminantes. La
distribucion tridimensional de la contaminacién de hidrocarburos totales del petréleo
en el area de estudio, donde se tomo el suelo de estudio se muestra en la Figura 2.1.
En este sitio se depositaron, principalmente, residuos de lodos de perforacion con
hidrocarburos en las décadas de los 60 y 70, lo que pudo permitir un largo periodo
de seleccién de bacterias hidrocarbonoclastas. La informacion obtenida sirvié de
apoyo para la caracterizacion previa del material del suelo y la seleccién de los

estratos.
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Figura 2.1. Distribucién tridimensional de la contaminacién de hidrocarburos totales del
petréleo en Campo 10 y ubicacién de los puntos de muestreo
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3. HIPOTESIS

e Los lisimetros permiten evaluar la atenuacion natural y la bioestimulacién de

hidrocarburos en matrices arcillosas no saturadas.

e La biodegradacién de hidrocarburos de recortes y lodos de perforacion se

incrementa por la adicién de nutrientes, bacterias autoctonas y/u oxigeno.

e Los oxigenantes quimicos permiten la aireacion y estimulacion de la

biodegradacion en suelos arcillosos.
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4. OBJETIVOS
Objetivo general:
e Evaluar el efecto de la estimulacion biologica (fertilizacion, bioaumentacién y
oxigenacion quimica) en la degradacién de hidrocarburos de recortes y lodos
de perforacion, utilizando lisimetros.

Objetivos especificos:

e Determinar el efecto de la estimulacion biolégica sobre la remocion de

hidrocarburos, en suelos contaminados con residuos de perforacion.
= Establecer las condiciones de estimulacién biolégicas mas adecuadas; tipo de
nutrientes, oxigenante quimico e inéculo de bacterias autdctonas

hidrocarbonoclastas, para el sistema propuesto.

= Disenar un sistema de lisimetros como modelo de estudio para el seguimiento

de los procesos de degradacion.
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5. DESAROLLO EXPERIMENTAL

Este estudio se realiz6 con columnas o lisimetros empacados con suelo contaminado
con residuos de perforaciéon con hidrocarburos, obtenidos del Campo 10, Poza Rica.
Se establecieron las condiciones de estimulacion biologica (fertilizacion,
bioaumentacién y oxigenacion) en pruebas preliminares a nivel microcosmos, asi
como el disefio de los lisimetros y posteriormente, se evalu6é el efecto de los

estimulantes en la degradacién de los hidrocarburos en los lisimetros.

5.1. Obtencion de las muestras

Las muestras se obtuvieron del Campo 10 Poza Rica, Municipio Tihuatlan, Veracruz,
proximas al area de quemadores en el perfil PE-9 (Figura 2.1), con base en la
caracterizacion fisica, quimica y microbiolégica de la zona. Las principales
caracteristicas de seleccion para colectar el perfii PE-9 fue que presentd una
concentracion de hidrocarburos totales del petréleo (HTP) menor a 25,000 mg
HTP/kg de suelo seco (SS) y una textura representativa de la zona, sin exceso de

arcillas.

Las muestras fueron representativas de un perfil con tres estratos correspondientes a
las capas superficiales con mayor concentracion de hidrocarburos en el sitio de
estudio. Un estrato superior de 0 a 40 cm de profundidad; el segundo estrato de 40 a

70 cm; y el tercer estrato de 70 a 100 cm.
5.2. Curva de avance en los lisimetros
Con el objetivo de corroborar la factibilidad de utilizar los lisimetro como modelos, se
realizd una curva de avance de agua utilizando una solucion de NaCl, que por su

facil deteccion con un conductimetro, su contraste con el suelo poco salino y su alta

solubilidad, permite determinar el avance del frente del agua por un proceso de
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infiltracion por gravedad de acuerdo con las recomendaciones para trazadores de
Davis y De Wiest (1967).

Para tal efecto, se adicionaron 50 ml de una solucion NaCl 8.7% (p/v), en una
columna de suelo y se mantuvo a 30°C. La conductividad eléctrica se midié a los 28

y 62 dias del inicio de la prueba.

5.3. Pruebas preliminares (nivel microcosmos)

5.3.1. Obtencion de un in6culo de bacterias hidrocarbonoclastas

Con la finalidad de aislar un consorcio de bacterias hidrocarbonoclastas autéctonas
para utilizarlas como inéculo en la bioaumentacion, fue necesario obtener un
preinoculo en matraces seroldgicos y posteriormente, el inéculo en un reactor de 20
L.

Para la obtencion del preinéculo, se inocularon con 1 g de suelo contaminado
hamedo, seis matraces de 500 ml con 250 ml de medio mineral (Tabla A.1)
adicionados crudo maya estéril al 0.4% (v/v) como unica fuente de carbono y energia
(C:N = 100:12.91). Los matraces se incubaron 7 dias a 30°C, en agitacion (60rpm).
Las bacterias heterétrofas totales (BHT) e hidrocarbonoclastas (BHC) se
cuantificaron cada 24 h por el método “cuenta en placa” (Clark, 1965; Parkinson,
1982) y la determinacion de amonio por meétodo “potenciomeétrico ion selectivo”
(ASTM D1426-98). La descripcidn de estas metodologias se presentan en el Anexo
A.

El inéculo se obtuvo en un reactor con cultivo en lote con 20 L medio mineral (C:N =
100:12.91), y crudo al 0.4 %(v/v) como unica fuente de carbono y energia, la
aireacion se realiz6 por tres sopladores con difusores y se incubd a 30°C. Las BHT y

BHC se cuantificaron diariamente por cuenta en placa y el amonio se determiné al
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inicio y final de la incubacion por método potenciométrico ion selectivo (ASTM
D1426-98). Finalmente, el indculo para la bioaumentacion de los lisimetros se obtuvo

durante su fase de crecimiento exponencial (7 dias).
5.3.2. Evaluacion de la bioaumentacion en muestras de suelo

Una vez obtenido el in6culo de BHC en medio liquido, con el objetivo de confirmar el
éxito de la inoculacion en suelo, se evalué la bioaumentaciéon a nivel microcosmos:
en 9 matraces seroldgicos de 125 ml con tapa de teflén, con 50 g de suelo humedo
con hidrocarburos en una concentracion de 15,004 mg HTP/kg SS. El in6culo se
obtuvo a partir de 5 ml del reactor (con una cuenta de 1.3 x 102 UFC/ml), la muestra
se centrifugd a 9,000 rpm por 20 minutos para obtener un botdn y se resuspendié en
1 ml de solucién salina (0.85% de NaCl) estéril; posteriormente se mezclé con los 50
g de suelo. Los matraces fueron incubados a 30°C durante 7 dias. Las BHC y BHT

se cuantificaron al inicio y al final de la incubacion por el método de cuenta en placa.
5.3.3. Método de aireacion

Se realizaron pruebas cualitativas a nivel laboratorio del suministro de aire mediante
el método de aireacion forzada con sopladores y compresores en columnas
empacadas con suelo del sitio de estudio. Este método se excluyd, por emplear un
suelo de tipo arcillos. Como método de aireacion se eligio el uso de un oxigenante

quimico.

5.3.3.1. Seleccion del oxigenante y su concentracion

Para la seleccion del oxigenante se evalud la concentracion de oxigeno disuelto (O.
D.) por algunos peréxidos comerciales BaO, y CaO; en medio liquido. Para lo

anterior, se usaron matraces de 250 ml, a una concentraciéon de 200g de

oxigenante/L, durante 14 dias, a temperatura ambiente. Se midié el O. D. por el
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método del electrodo (APHA, 1980) y el pH por método potenciométrico (USEPA,
1996).

Posteriormente, para el mejor perdoxido se evalué el efecto de distintas
concentraciones 0, 0.1, 0.5 y 1 % (p/p) sobre el crecimiento bacteriano, en suelo del
estrato superior, a nivel microcosmos. El estudio se realizé por triplicado en frascos
serologicos de 125 ml con tapa de teflon, que contenian 50 g de suelo humedo con
una concentracion de 15,004 mg HTP/kg SS, ademas, se adicioné 1,704 mg de
NH4/kg SS (como NH4Cl) y 31.60 mg PO4/kg SS (como Ky;HPO,). Los sistemas se
incubaron a 30°C durante 8 dias y se cuantifico diariamente la concentracion de O, y
CO, del “headspace” en un cromatégrafo de gases con detector de conductividad
térmica. Las BHT y BHC se cuantificaron al inicio y final de la incubacion por el
método de cuenta en placa, la conductividad eléctrica con un conductimetro y el pH

por método potenciométrico.

5.4. Lisimetros (nivel mesocosmos)

5.4.1. Diseio de los lisimetros

Para el monitoreo de la biodegradacién de hidrocarburos durante 5 meses se

desarrollaron dos tipos de lisimetros:

a) Columnas de PVC de 2" de diametro con tres estratos de 15 cm de altura
cada uno (con paredes internas asperas), empacadas con residuos de lodos
de perforacion (Figura 5.1 y Foto 5.1). Cada estrato simul6 los tres horizontes
obtenidos del perfil del suelo. Las columnas fueron selladas en la parte
superior e inferior con una tapa, entre los compartimentos se dispuso una
malla de fibra de vidrio (cuadricula 1mm) que fue fijada al tubo por un cople o

conexiéon de PVC.
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b) Columnas de PVC de 4" de diametro con tres estratos de 15 cm de altura
cada uno, como se describié anteriormente. Ademas, presenté tres puertos
laterales, instalados por una conexion de plastico (tygon) y con una llave
trifasica a la mitad de cada compartimento (Figura 5.1 y Foto 5.2). Estas
columnas se emplearon unicamente, para evaluar la concentracion de O, y

CO; de los espacios intersticiales del suelo.

15 cm O Superior
15 cm 0 Medio
15 cm O Inferior

Figura 5.1. Esquema de un lisimetro o unidad experimental con tres estratos con

puertos para la toma de gases
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Foto 5.1. Lisimetros de 2” para la evaluacién de la biodegradacién de hidrocarburos

Foto 5.2. Lisimetros de 4” para el monitoreo de gases
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5.4.2. Diseno experimental

Para determinar el efecto de la estimulacion sobre la biodegradacion de
hidrocarburos por la adicion de nutrientes (fertilizacion), indculo (bioaumentacién) y
un oxigenante, se establecid un disefio experimental factorial de tres variables
independientes o factores (estimulantes), cada factor se evalud en dos niveles: con y
sin adicion del estimulante. El disefio resultante, mostrado en la Tabla 5.1, fue un

disefio aleatorio con arreglo factorial de 2° (por triplicado).

Tabla 5.1. Disefio factorial 2 utilizado para los lisimetros

Oxigenante (O)

Inéculo (M)
- + - +
Fertilizacion - Control M O oM
con
Nutrientes T N MN ON OMN
(N)

+ adicidon de estimulante; - ausencia de estimulante

5.4.2.1. Condiciones experimentales de los lisimetros

El disefio experimental de la Tabla 5.1, se desarroll6 para los lisimetros de 2" y 4” de

diametro.

Se instalaron 120 lisimetros de 2” de diametro, los cuales se emplearon para
muestreos mensuales, con la finalidad de evaluar el porcentaje de biodegradacion
como variable de respuesta durante cinco meses de estudio. Los muestreos de los
lisimetros o unidades experimentales fueron “destructivas y sin reemplazo”, por lo
que se "sacrificaron" tres réplicas o unidades experimentales por tratamiento (Foto
5.1).
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También, se instalaron 24 lisimetros de 4“ de diametro, que se emplearon para
monitorear semanalmente la concentracion de O, y CO, en el interior de las

columnas (Foto 5.2).

Como prueba adicional, se evalud el transporte de hidrocarburos a través del perfil
de suelo, empleando 4 lisimetros de 2" y 4” de diametros. Los estratos se colocaron
de forma combinada, empleando suelo contaminado y no contaminado de la zona de
estudio. Se determiné la concentracion de hidrocarburos totales del petréleo (HTP) al
inicio y al final de la experimentacién (Método, EPA 8015M, USEPA, 1996). La

descripcion de las metodologia se presenta en el Anexo A.

Los lisimetros se incubaron a 30°C. Mensualmente se adicion6 agua a cada estrato.

Al Inicio de la experimentacion se determino; textura, capacidad de retencién de
agua y densidad aparente. Semanalmente se monitoreo la concentracion de O, y
CO, en los espacios intersticiales del suelo. Mensualmente se evaluaron:
hidrocarburos totales del petréleo, pH, humedad, fésforo, conductividad eléctrica,
carbén organico, nitrdgeno amoniacal, nitritos, nitratos, sulfatos, bacterias
heterotrofas totales y bacterias hidrocarbonoclastas. Las metodologias analiticas

evaluadas al suelo se resumen en la Tabla 5.2.

5.4.3. Montaje de los lisimetros y acondicionamiento de suelo

Para el montaje de los lisimetros, el suelo obtenido del campo, se homogenizé sobre
un plastico (2 x 3m), se vertieron 4 cubetas de aproximadamente 20 kg de suelo por
estrato. Se eliminaron de manera manual pedazos de plasticos, palos y rocas
grandes. Los grumos fueron disgregados con un mazo y finalmente el suelo se

mezcld usando una pala.
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Tabla 5.2. Métodos analiticos

Parametro Método Referencia
Hidrocarburos totales del Cromatografia de gases con | EPA 8015 M
petréleo (HTP) detector de ionizacion de USEPA (1996)

flama

Densidad de particula

Picnémetro

Aguilera y Dominguez, 1980

Textura

Hidrémetro Bouyoucos

Bouyoucos (1962)

Capacidad de retencion de
agua (CRA)

Drenado con embudo

Parent y Caron (1993)

Humedad Gravimétrico Topp (1993)
pH Potenciométrico EPA 9045
USEPA (1996)

Conductividad eléctrica
(C.E)

Conductimetro

Janzen (1993)

Materia organica Walkley-Black Lopez y Lopez, 1978
Carbono organico total Analizador de carbono EPA 9060

(COT) Shimadzu USEPA(1996)
Nitrégeno total Micro-Kjeldahl AOAC (1970)

Nitrégeno amoniacal

Electrodo de i6n selectivo

ASTM D1426-98
(ASTM,1998)

Nitritos y nitratos

Electroforesis capilar

Waters IC and CIA (2000)

Sulfatos Electroforesis capilar Waters IC and CIA (2000)
Fosforo Método Bray Bray y Kurtz (1945)
Bacterias heteroétrofas Conteo en placa Clark (1965)
totales (BHT)
Bacterias Conteo en placa con Clark (1965)
hidrocarbonoclastas (BHC) | hidrocarburo como Unica

fuente de carbono
Oxigeno disuelto (O.D.) Electrométrico APHA, 1980

Medicion de gases
(microcosmos)

Cromatografia de gases con
detector de conductividad
térmica

Medicion de gases
(lisimetros)

Analizador portatil con
detectores infrarrojo,
electroquimico
compensacion catalitica y
conductividad térmica
(INOVA 'y GT- CO, marca
Gastech)

ThermoGasTech (2001a)
ThermoGasTech (2001b)

Los métodos analiticos son descritos y/o referenciados en el Anexo A
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Los lisimetros fueron empacados con una densidad aparente de 1.2 g/cm® con
residuos de lodos de perforacion y suelo provenientes del “perfil obtenido en campo”,
mas la adicion de los elementos de bioestimulacion que corresponde a cada estrato y
tratamiento (Tabla 5.1 y 5.3).

Tabla 5.3. Cantidades de los elementos de bioestimulacién y agua requerida para un lote de

3 kg de suelo
Lisimetro 2”0 47
Estrato Superior | Medio | inferior
Humedad inicial (%) 9.29 12.05 11.32
Ca0; 0.1% (g9) 3 3 3
NH,Cl 20% (ml) 62 .96 95
KoHPO4 2% (ml) 7 11 10
In6culo en suspension 40 40 40
(ml)
Agua (ml) 621 538 560

Las mezclas se prepararon por lotes de 3.0 kg de suelo con sus respectivos
elementos de estimulacion de acuerdo a su tratamiento. Una vez hecha la mezcla,
ésta se adiciond en pequefas cantidades en el interior de las columnas, por estratos

de menos de 3 cm, la distribucidn de realiz6 con percusion.

Los métodos de adicion de los estimulantes fueron los siguientes:

Fertilizaciéon. Se utilizé NH4CI al 20% como fuente de nitrégeno y KoHPO4 al 2%
como fuente de fésforo. De acuerdo a la concentracién de hidrocarburos en cada
estrato de suelo, medido como HTP, se adicion6 la cantidad correspondiente de
NH4Cl y K;HPO,4 para mantener una relacion inicial de C:N:P = 100:10:1.

Estas soluciones se adicionaron con el volumen final de agua. Los lisimetros se

empacaron con suelo con 30% de humedad y, como cada horizonte presentd

diferente humedad inicial, la cantidad de agua requerida para cada horizonte varié.

42



Las cantidades de los elementos de bioestimulacion calculados y adicionados se

muestran en la Tabla 5.3.

Oxigenante quimico. Se adicion6 CaO; al 0.1% (p/p) al suelo y se mezcld

perfectamente, antes de adicionar el volumen final de agua requerida (Tabla 5.3).

Inéculo (bioaumentacion). Un volumen de 30 ml del reactor (con una cuenta de 1.3
x 10® UFC/mI) se centrifugd a 9,000 rpm 20 minutos para obtener un botén y se
resuspendio en 5 ml de solucién salina (0.85% de NaCl) estéril, posteriormente se
adiciono con la cantidad de agua final (Tabla 5.3). El suelo bioaumentado alcanzé 1 x
10" UFC/g SS.

5.5. Preparacion y toma de muestras

Las muestras de suelo se tomaron a partir de cada estrato de los lisimetros,
vertiendo el material de cada estrato sobre un contenedor de plastico, para mezclarlo
posteriormente. Las muestras de suelo humedo, fueron almacenadas en frascos de
vidrio y conservadas a una temperatura de 4°C antes de su analisis. Se requirieron
muestras de suelo secas para la determinaciéon de otros parametros, éstas se
secaron a 30°C durante un periodo de 48h. Una vez secas, se trituraron y se
molieron hasta grano fino. Finalmente, se almacenaron en frascos de vidrio,

conservandolas a temperatura ambiente hasta el analisis.
5.6. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados del crecimiento de BHC y BHT a nivel
microcosmos, degradacion de hidrocarburos y formacién de CO; en lisimetros fueron
analizados mediante el paquete estadistico NCSS-2000, a través de un analisis de
varianza (ANOVA), con el objetivo de determinar si existia diferencia significativa

entre el control y los tratamientos, con un nivel de significancia, alfa < 0.05.
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Posteriormente, se realizd una prueba de comparacion multiple por el “método de
intervalos multiples de Duncan”, que permite identificar que tan diferentes son los
tratamientos y si existe una diferencia real entre ellos, con un nivel de significancia,
alfa < 0.05.

44



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Caracterizacion del suelo contaminado

Las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas de los estratos del suelo
contaminado utilizado en este estudio se presentan en la Tabla 6.1. El suelo presento
una concentracion de hidrocarburos de 11,973 mg HTP/kg SS para el estrato
superior; 18,370 mg HTP/kg SS para el estrato medio; y 18,172 mg HTP/kg SS para
el estrato inferior. Estas concentraciones, de acuerdo con las observaciones
sugeridas por Dibble y Bartha (1979), Leahy y Colwell (1990), y McAllister et al
(1995), podrian encontrarse por abajo de una concentracion de hidrocarburos que

podria limitar su biodegradacion.

El perfil de hidrocarburos (Figura 6.1) no es tipico de un crudo y estos estan
constituidos principalmente por hidrocarburos de 11 a 28 carbones, con posibles
trazas de compuestos de 32 atomos de C. La ausencia de compuestos ligeros (C
<11), evidencia el estado de intemperizacién de los suelos; los cuales se han perdido

por evaporacion y degradacion bidtica y abidtica.

Abundancia

L L L B A B IR AL R R L S A E B S R AL L R AL IR S B FL R AL |
3 5 13 126 1B 1.6 a0 fori s 75

Tiempo de retencian (min)

Figura 6.1. Cromatograma que presenta las fracciones de hidrocarburos en el suelo
proveniente de Campo 10
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Tabla 6.1. Caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas del suelo

i Estrato Estrato Estrato
Parametro superior medio inferior
Concentracién de 11,973 (7.33) 18,370 (6.10) 18,172 (7.39)
hidrocarburos (mg/kg SS)
Densidad de particula 2.30 (1.86) 2.28 (1.87) 2.33 (0.93)
(g/cm®)
Limo Arcilla Limo | Arcilla Limo | Arcilla
Textura 34% 34% 51% 17% 41% 27%
(7.11) | (448) | 17.77) | (34.6) | (9.32) | (17.6)
Franco arcillosa Franco limosa Franco arcillosa
Humedad (%) 20.45 (2.89) 20.12 (1.89) 20.09 (2.72)
pH 7.62 (0.52) 7.63 (1.17) 7.67 (0.13)
Materia organica (%) 6.21 (11.3) 5.85(10.42) 5.98 (10.91)
Carbono organico (%) 3.61(11.3) 3.40 (10.42) 3.47 (10.91)
Nitrogeno total (%) 0.13 (1.17) 0.11 (5.37) 0.10 (8.30)
Nitrégeno amoniacal 6.23 (8.03) 1.55 (17.04) 1.09 (0.06)
(mg/kg SS)
Fosforo (mg/kg SS) 78.68 (6.26) 74.98 (7.47) 67.83 (6.01)
Capacidad de intercambio 34.82 (17.29) 61.33 (3.93) 56.16 (9.35)
catiénico (meq/100g SS)
Bacterias heterétrofas 2.52 x 10’ 4.52 x 10’ 1.71 x 10°
aerobias (UFC/g SS) (18.08) (8.99) (0.25)
Bacterias 1.89 x 10’ 1.80 x 10’ 1.05 x 10°
hidrocarbonoclastas (UFC/g (14.88) (47.06) (0.26)
SS)

El valor entre paréntesis corresponde al coeficiente de variacion. Las concentraciones se
reportan en masa de suelo seco (SS), para poder comparar ajustes en la humedad

La textura de los estratos de suelo contaminados fueron del tipo “franco arcillosa”
para el estrato superior; “franco limosa” para el estrato medio y “franco arcillosa” para
el inferior (Tabla 6.1). Estos cambios de textura, a través del perfil del suelo,
concordaron con los datos previos obtenidos del “Proyecto de atenuacion natural”.
Los tres estratos presentaron un alto contenido de arcilla, con presencia de limo y
escasez de arena que puede limitar la transferencia de fluidos, evitando una

adecuada aireacion (Jury, 1986). Sin embargo, la presencia de limos permite un
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incremento en la capacidad de retencion de agua, brindando la posibilidad de ajustar
la humedad y la adicién de nutrientes en solucion, para favorecer el crecimiento de

bacterias en la matriz del suelo (Song, 1990; Frankenberger, 1992).

Las densidades de particula o densidad real para los tres estratos se mantuvieron en
valores de 2.28 a 2.33 g/cm®. Estos valores son bajos para suelos tipicos
encontrados en la zona vadosa (Jury, 1986); siendo representativos de la regidén de

suelos minerales de arcilla (Porta et al., 1994; Juma, 1998).

El pH del suelo no varié entre los estratos, manteniéndose entre 7.62 a 7.67. Este
intervalo es adecuado para el crecimiento de bacterias, que es preferentemente entre
7.0y 8.0 (Pelczar et al., 1982), por lo que no se requirié ajustar el pH en los sistemas
de estudio. La presencia de hidrocarburos en suelo, durante largos periodos, puede
producir una variaciéon del pH original del suelo (Bossert y Bartha. 1984; Block et al.,
1989). Esto posiblemente por la producciéon de CO; y acidos organicos (Gordon et
al., 1980).

Debido a que en el campo de la biodegradacién de hidrocarburos, todavia no se
cuenta con informacion de una clasificacién generalizada de suelos por el contenido
de nutrientes, se empled la nominacion para suelos con base en un criterio de
fertilidad en el area agricola (Tabla 6.2). Un respaldo para el empleo de dicha
nominacion es la relacion directa que existe entre la actividad microbiana del suelo y

su fertilidad, desde el punto de vista agricola (Porta et al., 1994).

Tabla 6.2. Nominacion para suelos tipicos

Nominacién Materia organica' (%) |Nitrégeno®® (%) | Fésforo®*(mgl/kg)
Extremadamente pobre 0-0.2 <0.032
Pobre 0.8-2.0 0.032 - 0.063 <15
Regular 20-4.0 0.064 — 0.095 15 -30
Medianamente rico 4.0-8.0 0.096 - 0.126
Rico 8.0-15.0 0.127 — 0.158 >30
Muy rico 15.0 - 30.0 0.159 - 0.221
Extremadamente rico > 30.0 > 0.221

Aguilera, 1989; “ Vazquez y Bautista, 1993; ° Tavera, 1985; y “*D.O.F., 2002a
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De acuerdo con esta nominacién, los tres estratos corresponden a suelos
medianamente ricos en contenido de materia organica. Cabe destacar que los
hidrocarburos representa un aporte de carbono, lo que incrementaria el contenido de
carbono organico y por ende de materia organica. El contenido medio de materia
organica puede representar una reserva de nutrientes esenciales que se liberan

durante su descomposicion.

En cuanto a otros nutrientes, el suelo del estrato superior fue rico en nitrogeno
(0.13%) vy los estratos medio e inferior fueron medianamente ricos (0.11 y 0.10%
respectivamente). Mientras que en fosforo, los tres estratos fueron muy ricos (78, 74
y 67 mg P/Kg SS, respectivamente). A pesar que los suelos, por sus caracteristicas,
se clasifican como fértiles, se considero la estimulacion con fuentes de nitrogeno y
fésforo, para cubrir el desbalance debido, posiblemente a la presencia del

hidrocarburo (sustrato rico en carbono).

La capacidad de intercambio catiénico (CIC) correspondié a valores altos (Tabla
6.1), caracteristicos de suelos arcillosos (Brady y Weil, 1999), con una alta capacidad
de retencion de nutrientes esenciales, que en la soluciéon pueden ser asimilados por
parte de los microorganismos. Obire y Nwaubeta (2002), al evaluar el efecto de los
hidrocarburos en un suelo (franco-arenoso) reportaron valores de CIC menores a los

obtenidos en este trabajo, e incluso lo definieron como “suelo fértil”.

Las cuentas de bacterias hidrocarbonoclastas (BHC), presentaron valores tipicos de
suelos contaminados con microorganismos adaptados. Segun Atlas (1981), las
cuentas de bacterias degradadoras en suelos no contaminados varia de 1.0 x 10° a
1.0 x 10° y para los contaminado de 1.0 x 10° a 1.0 x 10® UFC/g. Las cuentas de
BHC observadas en los tres estratos contaminados (1.80 x 10" a 1.05 x 10® UFC/g )
corresponden a una poblacion alta, que se podria considerar como adaptada, tipica
de suelos con presencia de hidrocarburos durante periodos prolongados, que en este

caso fueron dos décadas. Incluso, estas cuentas corresponden con valores
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reportados para poblaciones microbianas bajo condiciones de estimulacion de
degradacion o, adaptadas por largos periodos de exposicion (Atlas, 1981; Pritchard
et al., 1992; Fiorenza y Ward, 1997; Kanaly et al., 1997). También se observo que la
poblacion hidrocarbonoclasta representé un alto porcentaje con respecto de la
poblaciéon heterétrofa total, con 75, 40 y 61% para los estratos superior, medio e
inferior, respectivamente. De acuerdo con las recomendaciones reportadas en la
literatura estos niveles corresponden a suelos con alto potencial de biodegradacion
(Walker y Colwell, 1976; Bossert y Bartha, 1984; Huesemann, 1994).

6.2. Diseio de lisimetros

El empleo de lisimetros para suelos contaminados con residuos de lodos de
perforacion, puede presentar problemas debido al alto contenido de arcillas de los
residuos. De acuerdo con los lineamientos técnicos de la OECD (2000), no es
recomendable emplear lisimetros con suelos arcillosos, debido a la propiedad que
tienen las arcillas de contraerse y formar espacios por microfracturas del nucleo y/o
por la separacion entre la pared de la columna del suelo. Esto provoca el movimiento

rapido por “corto circuito” del agua y solutos directamente al fondo de los lisimetros.

Para minimizar el efecto de la contraccién de arcillas se recomienda disefiar a los
lisimetros con paredes asperas, para un mejor contacto y retencién de las arcillas a
la pared (Smajstrla, 1985 en Corwin, 2000). Otras recomendaciones, que implican
alteraciones minimas de los lisimetros y de sus patrones de flujo, son la instalacion
de barreras y la incorporacion de aiillos anulares (Brown et al., 1985 en Corwin,
2000).

Con el objetivo de reducir el efecto de la contraccion del nucleo se disefiaron los
lisimetros con paredes asperas internas a través del lijado del PVC. Este material fue
mas manipulable, resistente y presentdé mayor contacto con el suelo, que el vidrio y

acero inoxidable evaluados. Asi también se desarroll6 un procedimiento de
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empacado manual con aplicacién de delgadas capas de suelo que permitié mejorar
el contacto entre el suelo y las paredes, asi como reducir las posibilidades de fractura
del suelo, por un depdsito uniforme del material, sin gradientes de humedad
(asociadas a la formacion de fracturas). Procedimientos similares de empacado
manual en la evaluacién de la biodegradacion de hidrocarburo se ha reportado

previamente (De Jonge et al., 1997; Ripp et al., 2000).

Para confirmar que las adecuaciones del disefo del lisimetro disminuyeron el efecto
de contraccion de las arcillas, se realizé una prueba con un trazador no reactivo. En
la Figura 6.2, se observa el movimiento de la solucién a través de la columna de
suelo, que representa una curva de concentracién tipica de un pulso de avance sin la
presencia de microfracturas en el interior de la columna de suelo que pudiera afectar

la difusidn normal de fluidos.

Profundidad (cm)
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—&— 28 dias —m— 62 dias

Figura 6.2. Curva de avance del trazador no-reactivo en la columna de suelo

La curva de avance del trazador, también mostr6é la imposibilidad de emplear una

“aireacion forzada” debido a la baja permeabilidad del suelo (4.2 cm/mes), asi
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mismo, para determinar que la adicion de los nutrientes se deberia realizar antes del

empacado, adicionando los nutrientes y oxigenante al suelo y homogenizar.

6.3. Pruebas preliminares (nivel microcosmos)

6.3.1. Seleccion del oxigenante y concentraciéon

Debido a las propiedades arcillosas del suelo, es dificil aplicar una técnica de
bioventeo efectiva, por tratarse de suelos altamente impermeables (Leeson y
Hinchee, 1997). A través de pruebas cualitativas en laboratorio, se demostré que la
aplicacién de aire con sopladores y compresores, sobre las columnas empacadas
con suelos arcillosos, produce la fractura del nucleo (suelo poco compacto) o la
expulsion del nucleo (muy compactos) antes que el aire se difunda entre los espacios

intersticiales.

De esta manera, se encontré que no era factible la “aireacién forzada”, considerando
como método alternativo de aireacion la adicion de peroxidos de metales primarios.
Estos, por su baja solubilidad, limitan su reaccién y por consiguiente disminuye la
velocidad de produccion de oxigeno. Estos perdxidos reaccionan de acuerdo con la

siguiente ecuacion (ejemplificada para peréxido de calcio):

Ca0,; + H,O0 —» 0.50, + Ca(OH)z

Un problema que se puede observar en la reaccidén anterior es la formacion de un
hidroxido que puede incrementar el pH por arriba del requerido para las bacterias (de
7 a 8) y la formacion de sales como subproducto de la reaccion con compuestos
acidos. Es por esto que se cuantificaron el efecto del oxigenante sobre dichos
parametros durante la seleccién del mismo.

Inicialmente se evalud el oxigeno disuelto generado por los oxigenantes en medio

liquido. Los peréxidos generaron mas oxigeno disuelto en el liquido, que lo que
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aporta el aire. De los peroxidos probados, el CaO, generé una mayor concentracion

de O.D. que la producida por el BaO; (Figura 6.3).
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Figura 6.3. Cinética de produccion de oxigeno disuelto (O. D) a partir de peroxidos en medio
liquido

Ambos compuestos, el BaO, y CaO,, inicialmente incrementaron el pH del medio
liquido de 6.5 hasta 13.2 y 12, respectivamente, al final (10 dias) se increment6 0.4 y

0.6 unidades mas (Figura 6.4).
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8 ‘
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Oxigenante quimico
O Inicial @ Final

Figura 6.4. Efecto de los oxigenantes quimicos en el pH en medio liquido
Basandose en lo anterior, se seleccioné al peroxido de calcio como oxigenante,
debido a la mayor liberacidn de oxigeno de manera prolongada. Otra consideracion

fue que en el suelo existieron altas concentraciones de bario (10 000 — 40 000 mg/kg
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SS), proveniente del sulfato de bario, que se encuentran por arriba del limite
establecido por PROFEPA (2000). Aunado a lo anterior, el CaO, es al menos ocho

veces mas barato que los otros peroxidos de metales primarios.

Debido a que los peroxidos presentan un efecto "desinfectante", es decir de
inhibicion del crecimiento de bacterias (Pardieck et al., 1992), se determind la
concentracion que permitiera la mayor estimulacién de la biodegradacion, pero sin
inhibir a las bacterias. Para lo anterior, se consideraron algunos reportes que
recomiendan una concentracién maxima de 0.3% (p/p) (Hince, 2002); 2-6 g/cm® de
suelo equivalente a 0.12 a 0.36% (p/p) (FMC, 2002); y 1.650 Ib/200 ORC equivalente
a 0.008% (p/p) (Regenesis, 2002). De esta manera, se evaluaron el efecto de
diferentes concentraciones de peroxidos 0, 0.1, 0.5 y 1% (p/p) sobre el crecimiento

bacteriano en suelo.

La adicion de 0.1% de CaO; en el suelo, estimul6 significativamente el crecimiento
de bacterias hidrocarbonoclastas aerobias después de ocho dias (Figura 6.5). Sin
embargo, concentraciones mayores (0.5 y 1%) no estimularon el crecimiento, no
obstante no hubo un efecto inhibitorio; la poblacién no fue menor a la inicial o a la del
control. Resultados similares se observaron para las bacterias heterotrofas (Figura
6.6).

De acuerdo con la cinética de consumo o liberacion de O, en los microcosmos
(Figura 6.7) la adiciéon de CaO, (0.5 y 1%) increment6 el O, en el “headspace”,
mientras que la adicion de CaO; (0.1%) presentdé una disminucién de O,, esto

debido, probablemente al incremento en la actividad bioldgica.
Igualmente, la concentraciones de 0.5 y 1% de CaO,, no estimularon la produccion de

COg, sin embargo, con 0.1%, si se estimulé la produccién de CO,, pero sin diferencias

significativas con el control.
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Figura 6.5. Efecto de la concentracién de CaO, en la poblacion de bacterias
hidrocarbonoclastas aerobias (las barras muestran la desviacion estandar y las letras
diferentes indican diferencias significativas)
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Figura 6.6. Efecto de la concentracion de CaO, en la poblacion de bacterias heterétrofas

aerobias (las barras muestran la desviacion estandar y las letras diferentes indican diferencias
significativas)

54



900
800
700
600
500
400
300
200 +
100

Cinética de consumo de
0,(mglkg)

Tiempo (dias)
—e— Control —— 0.1% Ca02 —a&— 0.5% CaO02 —e— 1% Ca02

Figura 6.7. Efecto de la concentracién de CaO; en el consumo de O, en microcosmos (las
barras muestran la desviacion estandar)

La adicion de CaO; al suelo incremento el pH de 7.65 a 8.62 para 0.1 % de CaOy; a
9.95 para 0.5%; y a 10.43 para 1%, esto debido a la formacién de hidroxido de calcio.
Sin embargo, el pH disminuyé a los ocho dias de experimentacién (Figura 6.8),
posiblemente debido a la formacién de acidos organicos producto de la actividad
metabdlica, asi como la generacion de CO, que se disuelve formando carbonatos y
bicarbonato. EI CaO, a 0.1% (p/p) presentd un intervalo de pH cercano al 6ptimo

para el crecimiento de bacterias.
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Figura 6.8. Efecto de la concentracion de CaO; en el pH del suelo (las barras muestran la
desviacion estandar)
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No se encontré ningun efecto del CaO, sobre la conductividad eléctrica (C. E.), con
las tres concentraciones probadas (Figura 6.9). El aumento de la conductividad en
los tratamientos fue consecuencia de las sales inorganicas adicionadas al suelo, con

el fin de estimular el desarrollo bacteriano.
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Figura 6.9. Efecto de los nutrientes y la concentracion de CaO, en la conductividad eléctrica
(las barras muestran la desviacion estandar)

Basandose en los resultados de estimulacion de crecimiento bacteriano, produccién
de oxigeno disuelto, menor aumento de pH en el suelo, se seleccion6 la
concentracion de 0.1% (p/p) de CaO, para su adicion como oxigenante en los

estudios en columnas de suelo.

6.3.2. Evaluacion del inéculo en medio liquido

A partir del suelo contaminado, se obtuvo un preinoculo (1.5 L) con bacterias
autdctonas hidrocarbonoclastas que fue capaz de crecer en un medio mineral
minimo con petréleo como unica fuente de carbono y energia. Después de una
seleccion por enriquecimiento en varios pasos consecutivos, se obtuvo una poblacion
heterétrofa que en su totalidad era hidrocarbonoclasta, la cual presenté una fase

exponencial de siete dias. A partir de este cultivo se arrancé un reactor de 20 L.
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No existio diferencia significativa (alfa < 0.05) entre las cuentas de bacterias
heterétrofas e hidrocarbonoclastas en el preindculo -inéculo en medio liquido-. La
similitud entre las cuentas de bacterias heterotrofas e hidrocarbonoclastas asegura
que toda la poblacién o la mayoria es hidrocarbonoclasta, permitiendo determinar las
bacterias hidrocarbonoclastas como heterétrofas; reduciendo el tiempo de 7 dias a
24 horas.

Para asegurar que la concentracibn de amonio en el medio no fuera un factor
limitante para el crecimiento del preinoculo, se determiné el amonio en el medio.
Después de 7 dias, el amonio se consumié en un 32%, quedando una concentracion
final a 340 mg/L.

6.3.3. Evaluacion de la bioaumentacion en muestras de suelo

El efecto del indculo en suelo a nivel microcosmos sobre el crecimiento microbiano
se presenta en la Figura 6.10. Los suelos inoculados presentaron un incremento en 2
ordenes de magnitud de bacterias hidrocarbonoclastas, después de 8 dias. El
incremento en la biomasa se presento, incluso, en un suelo con cuenta inicial alta
(1.9 x 10" UFC/g SS).
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Figura 6.10. Efecto de la bioaumentacién en muestras de suelo a nivel microcosmos (las
barras muestran la desviacion estandar y las letras diferentes indican diferencias
significativas)
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Phelp et al (1994), reportaron en estudios con columnas de suelo, que la adiciéon de
microorganismos autoctonos incremento lentamente la concentracion de bacterias
hidrocarbonoclastas. Resultados similares, fueron encontrados en estudios de
bioaumentacién en lisimetros a nivel de laboratorio por Imamura et al (1997),

reportando un aumento en la cuenta de la cepa JMI en dos ordenes de magnitud.

6.3.4. Seleccion de nutrientes; evaluacion de la fertilizacion

Con la finalidad de estimular la biodegradacién de los hidrocarburos, se
seleccionaron dos macronutrientes (nitrogeno y fosforo), que se reportan en la
literatura como algunos de los principales factores que favorecen la actividad de
biodegradacion (Bossert y Bartha, 1984; Leahy y Colwell, 1990; Van Hamme et al.,
2003). Estos se requieren debido al desbalance de nutrientes que ocurre en el suelo
como consecuencia del aporte de carbono proveniente de los hidrocarburos. Bragg
et al (1994), reportaron que la adicion adecuada de nutrientes (N y P) incrementa la

biodegradacion al menos en un factor de cinco.

Los fertilizantes organicos fueron descartados en este estudio debido al aporte de
una fuente de carbono adicional (Jackson y Pardue, 1999; Mohn y Steward, 2000).
De la misma forma, los compuestos iénicos que podrian tener un papel como aceptor
de electrones (NO3, SO4%) se descartaron con el fin de evaluar Unicamente el efecto

del nutriente.

Se decidié utilizar como fuente de nitrégeno a una sal de amonio por ser una forma
facilmente asimilable (Frankenberger, 1992; Walworth y Reynolds, 1995). Su
utilizacidn no requiere oxidacion o reduccion, debido a que el nitrégeno en las células
(aminoacidos, purinas y pirimidinas) esta también en forma de amonio (Gaudy y
Gaudy, 1981). Por el contrario el nitrato se debe reducir primero a amonio antes de

incorporarse a los aminoacidos (Paul y Clark, 1989; Walworth y Reynolds, 1995).
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Incluso el numero de bacterias capaces de asimilar directamente nitrogeno a partir
del amonio es mayor comparado con aquellas que pueden reducir los nitratos
(Gaudy y Gaudy, 1981).

El empleo de sales de amonio, para la remediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos lo reportan un importante numero de autores (Leahy y Colwell, 1990;
Montemagno et al., 1993), y en especial se reporta el uso de cloruro de amonio
(Dibble y Bartha, 1979; McAllister et al., 1995; Jackson y Pardue, 1999; Zegarra,
2000). Cabe mencionar que se han empleado otras fuentes de amonio, como sulfato
que se descartaron por su funcibn como aceptor de electrones (Atlas, 1981;
Frankenberger, 1992).

Para este estudio en particular, se seleccion6 al NH4CI por ser una forma soluble y
disponible en el mercado, la cual ha sido evaluada en otros estudios como una de las
sales de nitrdgeno amoniacales mas recomendables (Frankenberger, 1992;
Walworth y Reynolds, 1995; Jackson y Pardue, 1999). Hunt et al (1973), reportaron
que a nivel microcosmos, durante 30 dias, el NH4Cl favorecidé la actividad de
biodegradacion cinco veces mas que el NH4sNO3 y ligeramente mejor que el NaNOs.
Mientras que un estudio mas reciente Jackson y Pardue (1999), demostré que el
NH4CI fue mas efectivo para estimular la biodegradacién requiriendo solo el 20% de

la concentracion de KNOj3 para alcanzar el mismo efecto.

Para el caso del fésforo, las sales inorganicas se han utilizado para fomentar la
biodegradacion de hidrocarburos en suelo comunmente incluye a los fosfatos mono y
dibasicos; siendo la sal de fosfato mas comunmente empleada el K;HPO4 (Dibble y
Bartha, 1979; Mills y Frankenberger, 1994; Jackson y Pardue, 1999).

El fosfato de potasio dibasico, se eligid por ser una fuente comercial soluble. El

fosfato de amonio se descartdé debido a que el aporte del P era tres veces mayor al

de N, mientras que el nitrbgeno amoniacal se requirid arriba de 36 veces que el
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fosfato, esto complicaba los calculos experimentales y no ofrecia ninguna ventaja

practica.

Asi se evalud, durante ocho dias a nivel microcosmos, el efecto de la estimulacién
con nutrientes sobre la poblacion microbiana del suelo. Se adicioné al suelo 1,704
mg NHs/kg SS (como NH4CIl) y 31.60 mg POuskg SS (como K;HPO,4) (C:N:P =
100:10:0.1).

Como se observa en la Figura 6.11, se presenté un incremento de la cuenta de
bacterias hidrocarbonoclastas aerobias en 2 6érdenes de magnitud por la estimulacion
con nutrientes. De esta manera, se seleccion6 al NH4Cl y K;HPO4 como fuente de N
y P para estimular la biodegradacién de hidrocarburos en los estudios en columnas

de suelo.
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Figura 6.11. Efecto de los nutrientes en la cuenta de bacterias hidrocarbonoclastas en
muestras de suelo a nivel microcosmos (las barras muestran la desviacion estandar y las
letras diferentes indican diferencias significativas)

Con base en lo anterior, se disefid un lisimetro como modelo de estudio, con paredes
internas asperas que minimizan la contraccion del suelo arcilloso. Ante la dificultad
de emplear aireacion forzada se selecciond un oxigenante quimico el CaO; a una

concentracion de 0.1% (p/p). Se eligié al NH4Cl y al K,;HPO4 como fuente de Ny P
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respectivamente, a una relacion N:P = 10:1 para estimular la degradacion de
hidrocarburos. Se obtuvo un inéculo de bacterias hidrocarbonoclastas que crecieron
en medio liquido con crudo como unica fuente de carbono y energia, a partir del

suelo de estudio, el cual se empled para bioaumentar las columnas de suelo.

6.4. Estudio de estimulacién de suelos en lisimetros (nivel mesocosmos)

6.4.1. Transporte de hidrocarburos en los lisimetros

La evaluaciéon del transporte de hidrocarburos a través del los lisimetros, empleando
estratos con suelo contaminado de residuos de lodos de perforacion y suelo limpio
de la zona, determiné que los hidrocarburos no migran entre los estratos y la
concentracion de hidrocarburos adheridos a las paredes internas de PVC fue
despreciable (menor a 0.7%). Por lo anterior, la disminucion de hidrocarburos es

atribuible a la biodegradacion.

6.4.2. Efecto de la estimulacion en la biodegradacién de hidrocarburos

La disminucion de la concentracion de hidrocarburos a través de cinco meses, se
muestra en la Figura 6.12. Las cinéticas de biodegradacion de los diferentes
tratamientos (tres factores y sus interacciones) fueron similares durante todo el
periodo experimental; sin embargo, estas si se diferencian del sistema no estimulado

o control.

Los valores promedio de biodegradacion obtenidos para el quinto mes en el estrato
superior fue entre el 48 y 75% (equivalente a una eliminacion de 5,747 a 8,981 mg
HTP/kg SS respectivamente); entre 49 y 71% (8,266 a 13,042 mg HTP/kg SS) para
el estrato medio; y entre 40 y 60% (7,269 a 10,903 mg HTP/kg SS) para el estrato
inferior (Tabla 6.3).
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Figura 6.12. Cinética de degradacién de hidrocarburos en la columnas de suelo (M,
inoculadas; N, nutrientes; O, oxigenante)
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Tabla 6.3. Biodegradacion de hidrocarburos (%) para cada estrato, después de 5
meses de experimentacion

Tratamiento [ M| N | O Estratos
Superior Medio Inferior
control | - | .| .| 48718 44.87 39.94
(11.33) | (27.48) | (21.81)
" o 73 47.83 51.34
(2.05) (5.13) (18.06)
\ L] 6708 51.03 53.00
(0.69) (5.76) (10.45)
72.72 53.18 60.23
MN 1Y (587 (3.94) | (10.90)
o [T, T s5.08 55.91 48.58
(1453) | (2.13) (2.78)
65.00 55.19 48.17
MO I (094 (7.31) (2.10)
61.77 57.09 53.03
NO Yt 374 | (1061) | (320
74.88 70.74 49.47
MNO [ +1+1+ 1 (479 (5.83) (2.64)

“+” adiciéon de estimulante; "-" sin adicién de estimulante. M = Inoculadas; N
= Nutrientes; y O = Oxigenante. Los valores corresponden a los promedios
en base seca, mientras que el valor entre paréntesis corresponde al
coeficiente de variacién.

La mayor degradacion de hidrocarburos, que fue de 75%, se puede considerar
relativamente alta; tomando en cuenta el tipo de sistema que se empled: un suelo
con alto contenido de arcilla y presencia de hidrocarburos intemperizados y de peso
molecular relativamente alto. La OECD (2000), no recomienda emplear lisimetros
con suelos arcillosos para estudios de biorremediacion; por otra parte, se ha
demostrado que la biodegradacién de hidrocarburos intemperizados y/o de alto peso
molecular es limitada (EPA; 1993, 1999); no obstante, en este trabajo se obtuvieron
resultados alentadores. Otros niveles de degradacion obtenidos en estudios de
biorremediacion a través de columnas de suelo o lisimetros se presentan en la Tabla
6.4.
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Tabla 6.4. Estudios de biorremediacion en columnas de suelo o lisimetros

Biodegradacion Estudio Contaminante Textura Referencia
40% Columnas de | 36,000 mgHTRP/kgS Arena de Phelps et al
(7 semanas) suelo en coral (1994)
laboratorio
50% Columnas de Destilados 36% arena | Songy Bartha
(12 semanas) suelo en 50,000-135,000 40% limo (1990)
laboratorio mg/kgS 24% arcilla
67% Columnas de Creosote oil Suelo Breedvel y
(6 meses) suelo en 6.300 mgHPA/kgS arenoso Briseid (1993)
laboratorio
72% Columnas de | Residuos de refineria Suelo Frankenber et
(3 meses) suelo en 130,000 mgHTRP/kgS arenoso al (1997)
laboratorio
64% -estrato A | Lisimetros en Crudo oil 73% arena | De Jonge et al
86% -estrato B | campo 4,000 mgHTP/kgS 19% limo (1997)
(20 meses) 8% arcilla
72-89% Lisimetros en Crudo oil 76% arena Odokuma 'y
(9 semanas) campo 12,749 mgHTP/kgS 6% limo Dickson (2003)
17% arcilla
84% (12 semanas) |Lisimetros en Diesel oil 68% arena Wang et al
95% (20 semanas) | campo 60,000 mgHPA/kgS 16% limo (1990)
16% arcilla
50-85% Lisimetros en Combustible diesel Suelo Grundmann y
(primeras semanas) | campo 10,000 mg/kgS arenoso Jurgen (1991)
95 %
(9 meses)

Song y Bartha (1990), reportaron degradaciones de hidrocarburos de 50% en un

suelo franco arcilloso, en sistemas de columnas, después de 12 semanas de

experimentacion. Se han reportado porcentajes de degradacion mas altos (hasta

95%), pero en periodos mas prolongados y en sistemas de suelos arenosos, que

favorece las condiciones de estimulacién; control de humedad, adicién de nutrientes,

adiciéon microorganismos e implementacion de mecanismos de aireacion (Wang et
al., 1990; Grundmann y Jurgen, 1991).

6.4.2.1. Biodegradacion en el estrato superior

La cinética de biodegradacion de hidrocarburos para los tratamientos (factores e

interacciones) para el estrato superior durante 5 meses de experimentacion, se
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presenta en la Figura 6.12. Todos los tratamientos y el control presentan disminucién
de hidrocarburos. Sin embargo, no existe diferencia significativa entre los

tratamientos, pero si entre estos y el control (alfa < 0.05) (Tabla 6.5)

La prueba de intervalos multiples de Duncan determiné que los tratamientos con
interaccion MN y MNO tuvieron un efecto significativo (alfa < 0.05) sobre la de

degradacion de hidrocarburos, con 72.72 y 74.88 % respectivamente (Tabla 6.5).

Tabla 6.5. Método de intervalos multiples de Duncan para el estrato superior

Tratamientos Media para grupos homogéneos
n a b c d e
Control 3 48.18
) 2 55.02 55.02
M 3 57.13
NO 3 61.77 61.77
MO 3 65.00
N 3 67.06 67.06
MN 3 72.72 72.72
MNO 3 74.88

Término de significancia; alfa < 0.05

Los tratamientos MN y MNO se encuentran en el mismo grupo homogéneo,
indicando que cualquier de los dos puede ser utilizado con buenos resultados. Como
criterio de seleccion o discernimiento entre estos, se puede considerar que como la
adicion de oxigenante no tuvo un efecto significativo, la mejor opciéon sea el

tratamiento MN, descartando el tratamiento MNO.

La falta de efecto significativo de la adicion del oxigenante en el estrato superior se
puede atribuir a que los primeros 15 cm pudieron presentar aireacion, por la difusion
de gases. Esto, a pesar que la capa superior del lisimetro se encontraba cerrada
para reducir la pérdida de humedad a 30°C. Asi, se considera factible la transferencia

de oxigeno a través del estrato, disminuyendo el efecto del oxigenante.

El control (sin estimulacién) presentd el menor porcentaje de biodegradacion (48%)

de todos los lisimetros. Las diferencias de los porcentajes de degradacion entre
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tratamientos, se muestran con barras de los promedios de degradacidén para cada

tratamiento en la Figura 6.13.
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Figura 6.13. Biodegradacion de hidrocarburos en el estrato superior (las barras representan
la desviacion estandar y las letras diferentes indican diferencias significativas)

6.4.2.2. Biodegradacion en el estrato medio

La cinética de degradacion de hidrocarburos en el estrato medio, durante 5 mes de
experimentacion, se presenta en la Figura 6.12, de igual manera, que en el estrato
superior el comportamiento de los tratamientos fue similar y no hubo diferencia
significativa entre ellos a excepcion del control. La prueba de intervalos multiples de
Duncan indic6 que el tratamiento con interaccion MNO tuvo efecto significativo (alfa <
0.05), siendo éste el que presentd la mayor biodegradacion de hidrocarburos
(70.74%), (Figura 6.14).

En el estrato superior el mejor tratamiento fue el MN y MNO, en este caso fue el
MNO, lo que evidencia que la adicidon de nutrientes-microorganismos, aumenta la
actividad microbiana de degradacién de hidrocarburos, lo que incrementa la

demanda de oxigeno.
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En el estrato medio, el efecto del oxigenante en la degradacién de hidrocarburos fue
mayor al encontrado en el estrato superior, esto puede deberse a que a diferencia
del estrato superior, en este si se utiliza y/o requiere del oxigenante por no haber

transferencia de oxigeno atmosférico, como podria ser el caso del estrato superior.

La biodegradacion de hidrocarburos en el control fue significativamente menor (alfa <

0.05) que los tratamientos estimulados, con un promedio de degradacién de 44.87%

(Figura 6.14).
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Figura 6.14. Biodegradacion de hidrocarburos en el estrato medio (las barras representan la
desviacion estandar y las letras diferentes indican diferencias significativas)

6.4.2.3. Biodegradacion en el estrato inferior

En el estrato inferior el comportamiento de las cinéticas fue similar a los superiores y
solo se encontré diferencia significativa entre el control y los tratamientos (alfa <
0.05). Posteriormente, la prueba de intervalos multiples de Duncan, mostré diferencia
entre los tratamientos que presentaron un efecto significativo (alfa < 0.05) sobre la

biodegradacion de hidrocarburos (Tabla 6.6).
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Tabla 6.6. Método de intervalos multiples de Duncan para el estrato inferior

Tratamientos Media para grupos homogéneos
n a b [
Control 3 39.94
MO 3 48.17 48.17
0] 2 48.57 48.57
MNO 3 49.47 49.47 49.47
M 3 51.34 51.34
N 3 53.00 53.00
NO 3 53.03 53.03
MN 3 60.23
Alfa < 0.05

Con el fin de determinar, que factor pudiera diferenciar “el” o “los” tratamientos mas
eficientes en el estrato inferior; se recurri6 a un ANOVA adicional y una prueba de
comparacién multiple de Duncan, considerando unicamente el efecto de los
tratamientos sin interaccion, encontrandose, que el tratamiento con adicion de
nutrientes tuvo efecto significativo (alfa < 0.05) en la biodegradacién de hidrocarburos
(Tabla 6.7).
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Figura 6.15. Biodegradacién de hidrocarburos para el estrato inferior (la barra representa la
desviacion estandar y las letras muestran los tratamientos con diferencias significativas)
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Este ultimo analisis concuerda con los resultados anteriores (Tabla 6.6)
observandose que los factores y sus interacciones, en los cuales se adiciond
nutrientes, se observan los mejores efectos en el aumento de la biodegradacion de
hidrocarburos. La biodegradacién de hidrocarburos en el tratamiento sin estimulacion

fue significativamente menor que los tratamientos estimulados (Figura 6.15).

6.4.3. Efecto de los estimulantes sin interaccion

6.4.3.1. Efecto de la bioaumentacion

Durante el primer mes de estudio, el tratamiento con adicion de indculo, presentd una
rapida disminucién de la concentracion de hidrocarburos en los tres estratos;
(Figuras 6.12), alcanzando degradacion de 38, 43 y 27% para los estratos superior,
medio e inferior, respectivamente. En los siguientes meses y hasta el final de
experimentacion, se registro una degradacion adicional de 19, 5 y 24% para los
estratos superior, medio e inferior, respectivamente. Lo anterior, mostré que durante
el primer mes se obtuvo la mayor remocion de hidrocarburos (mas de 50% como

degradacion total) con respecto al final del periodo de incubacién.

El efecto inicial de la adicion de inéculo en la remocioén de hidrocarburos, mostro la
importancia de la bioaumentacién para incrementar la degradacion. Sin embargo, el
efecto positivo de la bioaumentacién no se mantuvo constante durante todo el
periodo de experimentacion. Los cambios de humedad y la disminucién de fuente de
carbono y nutrientes pudieran originar cambios en el interior de los lisimetros
modificando la relacion C:N y por lo tanto el metabolismo, favoreciendo el
crecimiento de otras especies de bacterias y con ello la disminucion de la
degradacion de hidrocarburos. Smith et al (1998), platearon la hipotesis de un efecto
colimitante de N y C, incluyendo cambios de poblacion microbiana hacia aquellas con

menor actividad degradadora.
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En un estudio de bioaumentacion, Ripp et al (2000), reportaron que la sobreviviencia
de Pseudomonas flourescens HK44 en lisimetros estratificados en campo fue
exitosa; sin embargo, ésta presentd una disminucién en la cuenta (3 ordenes de
magnitud) en dos afos, y el restablecimiento celular en los lisimetros se realizé por la
adicion de HPA, nutrientes y aireacion. La cuenta de Acinobacter baumanni en un
estudio de bioremediacion in situ se mantuvo constante durante un afo, debido al
mantenimiento de las condiciones del suelo, incluyendo: nivel de humedad,

nutrientes y aireacion (Mishra et al., 2001).

Por otro lado, la cuenta de bacterias hidrocarbonoclastas no se incremento en los
tratamientos inoculados durante el primer mes (seccién 6.4.5). Esto posiblemente
como consecuencia de que: i) el mayor crecimiento ocurrid al inicio de la inoculacion
y se redujo al completar el primer mes; ii) la alta cuenta inicial con un gran porcentaje
de bacterias hidrocarbonoclastas (1.8 x 10" a 1.05 x 10® UFC/g SS) no permitié un
mayor crecimiento de bacterias, iii) la heterogeneidad en la cuenta de bacterias en
los lisimetros no permitid observar cambios, esto a pesar que a una menor escala
(microcosmos) los cambios si fueron significativos (incremento de 2 ordenes de
magnitud). Se descartd que el protocolo de inoculacién en los lisimetros no fuese

adecuado, debido a los resultados obtenidos a nivel microcosmos.

6.4.3.2. Efecto de la fertilizacion

El efecto de los estimulantes, -sin interaccion- sobre la degradacién de hidrocarburos
en los tres estratos se presenta en la Tabla 6.7. La adicidon de nutrientes presenté

efectos significativos en todos los estratos, evidenciando el requerimiento de

nutrientes para estimular la actividad microbiana a través del perfil del suelo.
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Tabla 6.7. Efecto de la adicion de los estimulantes sin interaccion sobre la degradacién de

hidrocarburos. Prueba de intervalos multiples de Duncan

Estrato Efecto Suma de Grados de Media de Nivel de
cuadrados libertad cuadrados | significancia
M N (o)
Superior - N - 222.75 2 111.375 0.0258
Medio - vV | A 99.14 49.574 0.0160
Inferior - N - 132.192 66.096 0.0352

Termino de significancia, alfa < 0.05

En el presente trabajo se manejé una relacion C:N:P = 100:10:1 y, ésta fue elegida
basandose en las recomendaciones de literatura (Frankenberger 1992; Pope, 1996;
Demque et al., 1997) que consideran los rendimientos y la composicion de elementos

observada en la biomasa para determinados grupos microbianos.

Los tratamientos con adicién de nutrientes alcanzaron hasta el quinto mes un 67, 51
y 53% de remociéon de hidrocarburos para los estrato superior, medio e inferior,

respectivamente.

La adicion de fuentes de nitrogeno y fosforo origina cambios de la poblacion
microbiana y aumenta de la degradacién de crudo (Macnaughton et al., 1999). Asi

mismo favorece el crecimiento de especies dominantes (Smith et al., 1998).

La adicion de nutrientes presentd un efecto positivo en la degradacion de los
hidrocarburos, corroborando el efecto detectado en los estudios previos a nivel
microcosmos. Para el caso de los estudios en lisimetros, como se menciond
anteriormente, los mejores tratamientos que estimularon la degradacion en los
estratos superior y medio correspondieron a MN y MNO respectivamente. Para el

estrato inferior todos los tratamientos con fertilizacién fueron significativos.
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Por lo anteriormente expuesto, se puede decir que la fertilizacion en la
biorremediacion, ha sido exitosa e incluso, mas eficiente que la bioaumentacion. La
biodegradacion de hidrocarburos se puede favorecer eficientemente con la adicion
adecuada de nutrientes y el manejo de condiciones ambientales (como el contenido
de humedad, temperatura pH, nivel de aireacion y otras condiciones de
experimentacion) que favorece el establecimiento de poblaciones con mayor
actividad (Odukuma y Dickson 2003).

6.4.3.3. Efecto del oxigenante

En diferentes trabajos se ha encontrado que la adicién de oxigenantes estimula la
biodegradacion en suelos (Fiorenza y Ward, 1997; Johnson y Odencratz, 1997;
Cassidy e Irvine 1999). En el presente trabajo, también se encontré una
estimulacién; sin embargo, ésta no fue significativa en todo el perfil del suelo (los tres
estratos). Los lisimetros, al parecer presentaron buena disponibilidad de O,
inicialmente por el aporte de agua -los estratos se abrieron momentaneamente para
adicionar agua-, que permitio la aireacion por el oxigeno disuelto presente en el agua
y por arrastre de aire — efecto semejante al de la lluvia-. Es probable que la aireacion

en los lisimetros se origine por este mecanismo, mas que por estimulaciéon con CaOs,.

La adicion del CaO; en los lisimetros. Inicialmente incrementé el pH (Figura 6.16),
pero este efecto disminuyo al final de la experimentacion (Figura 6.17), posiblemente,
debido a la formacion de acidos organicos producto de la actividad metabdlica, asi
como la generacién de CO, que se disuelve formando carbonatos y bicarbonatos,
mientras que la salinidad solo varié a causa de la adicién de los nutrientes (Figura

6.18). Estos mismos efectos también se observaron a nivel microcosmos.
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Figura 6.16. Efecto de la adicidon de estimulantes en el pH del suelo al inicio del tratamiento,
en las columnas de suelo (las barras muestran la desviacion estandar)
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Figura 6.17. Efecto de la adicién de estimulantes en el pH al final de la experimentacion en
las columnas de suelo (las barras muestran la desviacion estandar)

73



12.00

10.00 ]-IE

— 8.00 A E :|:
; }
n
S 6.00
L
O 400

2.00 -

0.00 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

Control M N MN 0 MO NO  MNO

Tratamientos

M Estrato superior O Estrato medio O Estrato inferior

Figura 6.18. Conductividad eléctrica al final de la experimentacién en las columnas de suelo
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6.4.4. Respiracion de los tratamientos en los lisimetros

6.4.4.1. Cuantificacion de O, y CO,

La produccion de CO; en los diferentes tratamientos y por estratos, se presenta en la
Figura 6.19. Los tratamientos estimulados presentaron mayor produccion de CO; en
los tres estratos respecto al tratamiento sin estimulacién (control), comportamiento

similar al de biodegradacion de HTP.

Mediante un ANOVA y una prueba de intervalos multiple de Duncan, en los tres
estratos, se determiné que la produccién de CO,, fue significativamente menor para
el control con respecto a los demas tratamientos (alfa < 0.05), los cuales presentaron
mayor produccion de CO,. Sin embargo, no existe diferencia significativa entre los

tratamientos.
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Aunque la produccién de CO, presentd un comportamiento similar al de degradacion
de HTP, estadisticamente no se encontré una relacion entre el didxido de carbono
producido y la biodegradacion de hidrocarburos durante el periodo experimental
(Figura 6.20).
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Figura 6.20. Biodegradacion de HTP en funcién del CO, producido

Este comportamiento puede deberse a que son distintas respuestas; la
biodegradabilidad considera la reduccidon de la concentracion de los hidrocarburos
por actividad biolégica, mientras que la producciéon de CO, mide al carbono

mineralizado, asi se observa que:

a) No todo el carbono proveniente del hidrocarburo biodegradado se
mineraliza. Otros destinos del carbono incluyen la formacion de biomasa,
metabolitos intermediarios e incorporacion en el humus del suelo (Bouchez
et. al., 1996; Kanaly et al., 1997). Un estudio de biorremediacién a nivel de
campo reportd que el 27% de los hidrocarburos se mineralizé y 40% del
residuo se transformd en metabolitos y humus (Glazovskaya y Pikovskiy
1985). Bouchez et al (1996), observaron que del 56 al 77% se mineraliza,

del 16 al 35% se incorpora en la biomasa y del 5 al 23% se acumula en
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metabolitos. Kanaly et al (1997), reportaron que el 50% de los
hidrocarburos se mineralizé, el 20% se incorporé a metabolitos (biomasa) y
el 25% se incorpor6 al humus del suelo. En este ultimo caso los
compuestos parcialmente degradados formaron uniones covalentes

irreversibles con los compuestos que fueron parte del humus del suelo.

b) Existen otras fuentes bidticas y abidticas productoras de CO,. Entre las
fuentes bidticas se reconocen a la biomasa y materia organica del suelo
(Frankenberger, 1992; Sharabi y Bartha, 1993). Sharabi y Bartha (1993)
determinaron que mas del 50% del CO; producido puede ser debido a la
biodegradacion de la biomasa y de la materia organica y, en ningun caso,
del sustrato contaminante en suelo. Sin embargo, no toda la materia
organica es biodegradable (como el humus y parte de la fraccion de
ligninas); materia organica muy estable como en el caso de la presencia de
arcillas minerales y carbonato de calcio que forman asociaciones con la
materia organica son muy dificiles de degradar (Freijer, 1996). Por otro
lado, las fuentes abidticas incluyen los aportes al sistema de bicarbonato
por formaciones geoldgicas carbonatadas, suelos calcareos y reacciones
de HyCO3; con CaCO3z mineral del suelo (Aelion et al., 1997); asi como
cambios en el pH como en el aumento de iones H que pueden reaccionar

con el CO, y disminuir su produccién al formar COs*.

Las concentraciones de O, tuvieron un comportamiento oscilatorio similar al de COx,
mostrando una alta correlacion (Figura 6.21). Esto se debe a que son variables
complementarias en la respiracion microbioldgica; el oxigeno es consumido de la
atmosfera del suelo para degradar la materia organica o hidrocarburos, mientras

existe formacion de CO; y H20.
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Figura 6.21. Correlacioén entre los valores de CO, y O,

El empleo de trazadores radiactivos permitiria determinar el origen real de la fuente
de CO; y el destino del O, para tener asi una interpretacion mas clara de los
balances de materia en la biodegradacion de mezclas ricas de hidrocarburos en un

medio tan complejo como el suelo.
6.4.4.2. Transformacién del amonio en los sistemas de estudio

Los cambios en la concentracién de amonio y nitrato para los tratamientos en los
estratos de lisimetros se muestran en la Figura 6.22. La adicion de la fuente de
nitrogeno en los tratamientos con nutrientes (N, NM, NO y NMO) incremento la
concentracion inicial de NH;™ en el suelo en un rango entre 1,050 y 1,200 mg de
NH,*/kg SS. Mientras los tratamientos sin adicion de NH,* (Control, M, O y MO) su
contenido fue de 0.7 y 1.2 mg de NH,"/kg SS.
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La adicion de NH;" fue seguida de un incremento en la concentracion de NOs3
(1,731-2,039 mg/kg SS) y disminucion de NH4", lo cual indicé un proceso de
nitrificacion. Este proceso es comun bajo las condiciones ensayadas (aer6bias en
suelo no saturado y pH neutro) y ha sido reportado en presencia de hidrocarburos en
otros estudios (Breedvel y Briseid, 1993; Obire y Nwaubeta, 2002; Hollender et al.,
2003). La concentracion de NH;" se redujo un 27% (promedio en los 3 estratos)
respecto al valor inicial, durante el primer mes. Al final de este mes se determind un
compuesto intermediario —nitritos- en concentraciones muy bajas. Las fracciones
minerales de nitrégeno en el suelo son predominantemente amonio y nitratos
(Maynard y Kalra, 1993; Foster, 1995).

Por otra parte, durante la oxidacion de hidrocarburos, se ha encontrado una
inhibicion competitiva de la amonio monooxigenasa, la primera enzima del proceso
de nitrificacién, disminuyendo la produccion de nitrato (Keener y Arp, 1994). Sin
embargo, Deni y Penninckx (1999), descartan esta hipotesis y explican que la
aparente no transformacion total del amonio a nitrato se debe a la inmovilizacién del
nitrogeno en forma de biomasa. De acuerdo con los resultados aqui obtenidos, la
suma de la concentracion de amonio y nitratos disminuyé a través del tiempo
experimental por lo que se podria considerar que la fuente de nitrégeno se asimilo en
biomasa. Incluso, la pérdida de nitrdgeno por el proceso de desnitrogenacion
(preferente bajo condiciones anaerobias) se considerd despreciable debido a que la
concentracion de nitrégeno total se mantuvo constante (0.10 — 0.13%) durante todo

el estudio.

6.4.3.3. Actividad bacteriana anaerobia

No se detectaron subproductos de actividad anaerobia como metano y H,S durante

todo el periodo experimental.

La concentracion de sulfato, obtenida en el suelo fue alta (10 000 — 40 000 mg/kg

SS), debido a la adicion de barita (BaSO,4) durante el proceso de perforacion, el
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sulfato no fue utilizado como aceptor de electrones, posiblemente debido a las

condiciones redox prevalecientes en los lisimetros.
6.4.5. Comportamiento de la poblaciéon microbiana aerobia en los lisimetros

La variacién de la poblacién de BHC en los estratos superior, medio e inferior,
durante el tratamiento se presentan en la Figura 6.23. Las cuentas de BHC (2.7 x 10°
— 1.05 x 10® UFC/g S) en los tres estratos, corresponden a valores de poblacién
tipicas con alta potencial de degradacién de hidrocarburos (Atlas, 1981; Bossert y
Bartha, 1984). De manera general, se puede observar que la cuenta bacteriana fue
mayor en los tratamientos estimulados, en comparacién con el control. Todos los
tratamientos y el control presentaron una disminucion de la cuenta de BHC durante
todo el proceso de experimentacion, que acompaid la eliminacion de hidrocarburos

como se explicé anteriormente (seccion 6.4.2).

En el estrato inferior la cuenta de BHC se encontré por arriba de los valores
obtenidos en el estrato superior y medio (Figura 6.23). La cuenta de bacterias
heterétrofas presenta una tendencia similar a la cuenta de BHC, con una correlacion
significativa de 0.76 (Figura 6.24).

La disminucién de la poblacion microbiana durante el tiempo de tratamiento ha sido
reportada en varios estudios de biorremediacién (Fiorenza y Ward, 1997; Ripp et al.,
2000; Obire y Nwaubeta, 2002; Thomassin et al., 2002).

Los tratamientos MN y NO en el estrato superior y MN en el estrato medio
presentaron un incremento de la poblacion bacteriana en el segundo y tercer mes, lo
que puede ser consecuencia de una adaptacion de los microorganismos a las

condiciones ambientales en los lisimetros (Nevarez-Moorillon, 2003).
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Figura 6.23. Cinética de bacterias hidrocarbonoclastas en los lisimetros

82



20

19 1
18 1
17 1
16 1

15 |
14 |
13 |

Bacterias heteroétrofas (In)

12

14 15 16 17 18 19

Bacterias hidrocarbonoclastas (In)

Figura 6.24. Correlacion entre la cuenta de bacterias heterétrofas e hidrocarbonoclastas en
los lisimetros

Como se mencioné anteriormente, no se encontré6 una relacién entre la
biodegradacion de HTP y el tamano de la poblacién de BHC viables. Esto ha sido
reportado en varios estudios (Song y Bartha, 1990; Margesin y Schinner, 2001). La
explicacion mas simple, se atribuye a la disminucién en la concentracion de los
hidrocarburos como principal fuente de carbono, lo cual puede limitar el crecimiento
de las bacterias (Margesin y Schinner, 2001). Asi, a través del periodo experimental
se reduce la concentracion de hidrocarburos mas facilmente biodegradables por lo
que la falta de sustrato de facil asimilacién disminuye o limita el incremento de la

biomasa.

Thouand (1999), al estudiar la evaluacion de inoculos naturalmente adaptados con
crudo, como unica fuente de carbono y energia, a nivel microcosmos, reportdé que la
adaptacién implica la reduccién del numero de especies y seleccion de la poblacién.
Otros trabajos reportan que durante el proceso de biorremediacion existen cambios
poblacionales que favorecen la degradacion de contaminantes, en otras palabras, la
transformacion de contaminantes induce a un aumento en la diversidad (Smith et al.,
1998; Macnaughton, 1999; Obire y Nwaubeta 2002). El aumento de la diversidad,
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generalmente no va acompanada de un incremento del numero de bacterias (Zucchi
et al., 2003).

El incremento de la biodegradacion en este trabajo, puede estar asociado a un
cambio de la composicién de las poblacion; debida a la seleccion de especies (Smith
et al.,, 1998; Thoaund 1999; Zucchi et al., 2003), con incremento de la actividad
microbioldgica. La cuantificacion e identificacion de las poblaciones bacterianas de
los sistemas, empleando métodos moleculares, permitiria una mejor evaluacion de la
composicion cualitativa y cuantitativa de los microorganismos y dar una explicacion
mas precisa de los fendmenos de biodegradacion y de los cambios poblacionales en

suelos contaminados con hidrocarburos.
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7. CONCLUSIONES

Pruebas a nivel microcosmos

e Se produjo un in6culo adaptado con 1.3 x 10® UFC/ml de bacterias aerobias
hidrocarbonoclastas a partir de un suelo contaminado con hidrocarburos, que

crecieron en medio liquido con crudo como unica fuente de carbono y energia.

e EI CaO; a una concentracion de 0.1% (p/p) resultd, el mejor oxigenante
quimico que estimuld el crecimiento microbioldégico en suelos contaminados

con residuos de perforacion.

e En microcosmos, la bioestimulacion con nutrientes y/o inéculo, incrementaron
significativamente (2 ordenes de magnitud) la cuenta de bacterias

hidrocarbonoclastas en el suelo estudiado.

Estudios en lisimetros

e El transporte de hidrocarburos entre estratos de los lisimetros resultd

despreciable.

e La reduccion de la concentracion de hidrocarburos se atribuye exclusivamente

a la biodegradacion.

e La fertilizacién (adicion de nutrientes) fue el factor que presenté el mejor

efecto sobre la biodegradacion de hidrocarburos.
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e Los factores y/o interacciones que estimularon significativamente la

degradacion de hidrocarburos por estrato, fueron:

a. Inéculo-nutrientes (73% de degradacién), para el estrato superior.
Inéculo-nutrientes-oxigenante (71% de degradacion), para el estrato
medio

c. Todos los tratamientos con adicion de nutrientes (49% - 60% de

degradacion), para el estrato inferior.

e La adicion de indculo incrementod la degradacion de hidrocarburos durante el

primer mes de incubacion.

e El efecto de CaO,, como factor de estimulacion de la actividad microbioldgica,

no fue significativo en los tres estratos.

e La atenuacion natural es factible como estrategia de remediacion en este sitio,
alcanzando una biodegradacion de hidrocarburos de 40 — 48% en cinco

meses.
e El empleo de columnas de suelo permite obtener informacion de los procesos

de biodegradacion o atenuacion natural ex situ en periodos relativamente

cortos.
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ANEXO A. METODOS ANALITICOS

Determinacién de hidrocarburos totales del petréleo

Los hidrocarburos se extrajeron mediante el método modificado de agitacion y
centrifugacion utilizando diclorometano como disolvente (Arce, 2004). La
cuantificacion de HTP se realizé por “cromatografia de gases con detector de
ionizacion de flama” (método EPA-8015 M, USEPA, 1996). Utilizando un equipo
Agilent 6850 serie GC System, operando bajo las siguientes condiciones: columna
capilar DB-1, fase estacionaria dimetil silicona, 30 m x 0.53 mm ID, 0.25 ym, que
utiliza helio como gas acarreador a una velocidad de flujo 1.5 ml/min. La temperatura
del inyector y detector se mantuvo a 250 °C. El horno operé con una rampa de
temperatura; 45°C por 3 min, 45-100°C a 20°C/min, 100-290°C a 10°C/min, y 290°C

por 5 min.

Cuenta en placa para bacterias heterotréficas totales e hidrocarbonoclastas

El crecimiento microbiano se determind por la técnica de cuenta en placa (Clark,
1965; Parkinson, 1982). 1 ml de muestra en medio liquido (6 1 g de suelo humedo), a
la que se realizaron diluciones sucesivas en tubos con solucion salina (0.85% de
NaCl) estéril, una vez obtenida las diluciones necesarias. Se adicioné 100 ul de la
dilucion apropiada que se depositaron en cada caja de petri conteniendo medio
mineral para BHC y medio para BHT (Tabla A.1 y A.2), esparciendo el inéculo con
una varilla de vidrio. Para las BHC se utilizé hidrocarburo crudo estéril, como unica
fuente de carbono y energia impregnado en la contratapa. Las BHC se incubaron a
30°C por 7 dias y BHT a 30°C por 48 h.
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Tabla A.1. Composicion del medio mineral para bacterias hidrocarbonoclastas

Componentes Concentracion

(g/L)
KH,PO, 0.4
K;HPO, 1.6
NH,CI 1.5
MgCl, 6H,0 0.17
NaSO4 7H20 1.5
CaCl, 0.045
Solucién mineral estéril 1.0 ml
Agar noble 15.0

Tabla A.2. Composicion de la solucién mineral

Componentes Concentracion
(g/L)
MgCl, 5.1
MNCI, 0.66
NaCl 1.0
FeCl; 6H,O 1.0
CaC|2 Hzo 0.1
CuCl, 0.01
ZnCl, 0.08
AICl3 0.05
H3BO3 0.01
NaMo,2H,0 0.04

Humedad

Se determino por el método gravimétrico, por secado en horno a 105°C calculandose

la diferencia atribuida a la pérdida de agua hasta obtener peso constante (Topp,
1993).

pH

El pH del suelo se realiz6 por el método potenciométrico (USEPA, 1996), a partir de
una solucion suelo-agua 1:2, con 30 minutos de agitacion y 60 minutos de reposo.
Empleando un equipo ORION modelo 720A.
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Carbén organico total

La concentracion de COT en muestras de suelo, se obtuvo mediante la combustion
catalitica de muestras a 900°C (EPA 9060, USEPA, 1996). Empleando un analizador
de carbono —Shimadzu- modelo TOC 5000A.

Nitratos y nitritos

La extraccion de nitratos y nitritos se realizé con KCI 1M y su determinaciéon por
electroforesis capilar, utilizando un equipo; “water capillary ion analyzer”, modelo
Wat153-02TP, condiciones del equipo: 15 kV con fuente de poder negativa, UV

indirecta a 254 nm columna.

Sulfatos

La extraccién de sulfatos se realizd6 con NaHCO; 0.5M y cuantificacién por
electroforesis capilar, utilizando un equipo; “water capillary ion analyzer”, modelo
Wat153-02TP, condiciones del equipo: 15 kV con fuente de poder negativa, UV

indirecta a 254 nm columna.

Fésforo disponible

El Método Bray (Bray y Kurtz, 1945; citado en Mufioz et al., 2000), fue utilizado para
evaluar el fosforo disponible en suelo. El foésforo fue extraido con una solucion de

NH4sF en medio acido y cuantificado en un espectrofotometro a 640nm
(Espectrofotometro HACH — DR/2000).
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Nitrégeno amoniacal

La extraccion del nitrégeno amoniacal se obtuvo con KCI 1M y su cuantificacién por
el método potenciométrico idn selectivo ASTMD1426-98 (ASTM.1998).

Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica se realizd por el método del conductimetro (Janzen,1993)

a partir de una solucién suelo-agua 1:2. Empleando un equipo ORION modelo 720A.

Oxigeno disuelto

El oxigeno disuelto se midid a partir de una solucion de 200g/L por el método del
electrodo (APHA, 1980), con un electrodo con sensor de catodo de platino y un

microprocesador HANNA Intruments®.
Medicion de gases

La determinacion de O, y CO, en pruebas a nivel microcosmos, se tomaron 2 ml del
espacio gaseoso, que fueron analizadas en un cromatégrafo de gases Gow-Mac
serie 580, con una columna CTR 1 y un detector de conductividad térmica,
empleando a helio como gas acarreador con un flujo de 65 ml/min, inyector 40°C

detector 100°C y temperatura de la columna 40°C.
La determinacion de O, y CO; en los lisimetros se realizé con un analizador portatil

con detector de infrarrojo, electroquimico, compensacién catalitica y conductividad
térmica INOVA y GT-CO, marca Gastech (ThermoGastech 2001a y b).
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Densidad aparente

La densidad aparente se calcul6 a través del peso de un volumen conocido de suelo,

por el método volumétrico o de probeta (Mufioz et al., 2000).

Densidad real o de particula

La densidad real se realiz6 en el laboratorio de fertilidad de suelos, Colegio de
Posgraduados, Chapingo México, por diferencia de volumenes relacionados a su
peso, a través del método del picndmetro (Aguilera y Dominguez, 1980, citado en
Munoz et al., 2000).

Textura

La textura del suelo se realiz6 en el laboratorio de fertilidad de suelos, Colegio de
Posgraduados, Chapingo México, por el método del hidrometro de Bouyoucos

(1962), basado en el calculo de la velocidad de sedimentacion de las particulas.

Nitrégeno total

La determinacion de nitrégeno se realizé en el laboratorio de fertilidad de suelos,
Colegio de Posgraduados, Chapingo México, por el método Micro-Kjeldahl, AOAC
(1970).

Materia organica

La materia organica se realizd en el laboratorio de fertilidad de suelos, Colegio de
Posgraduados, Chapingo México. Se cuantificé por el método de Walkley-Black
citado en Lépez y Lopez (1978), mediante la oxidacion con dicromato de potasio
(K2CrO7) a 150°C y se determind por titulacion con sulfato ferroso, el dicromato de

potasio gastado.
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