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RESUMEN

La contaminacion de suelos por petrdleo es un problema de contaminacion a nivel mundial
debido a que esta compuesto de hidrocarburos alifaticos y aromaticos policiclicos reportados
con propiedades mutagénicas y carcinogénicas. Se han implementado diversas tecnologias
de biorremediacion para la recuperacion de estos sitios; sin embargo, la eficiencia de estas
tecnologias se ve afectada por la disminucion en la biodisponibilidad de los contaminantes.
La biodisponibilidad es el resultado del proceso de sorcion-desorcion en el suelo, debido a
que una cantidad es secuestrada por el suelo, impidiendo que se les encuentre disponibles y
por lo tanto no biodisponibles para el microorganismo u organismo segun el caso de la
tecnologia de biorremediacion que se aplique.

En este estudio se evaluo: (i) la sorcion de una mezcla de hidrocarburos (MHC) compuesta
de un hidrocarburo alifatico (HXD) y dos aromaticos (PHE y PYR) en suelo natural; (ii)
estimacion los fendmenos de sorcion involucrados en el secuestro de cada hidrocarburo
mediante balances de masa y finalmente; (iii) el posible aumento en la biodisponibilidad
utilizando un surfactante sintético y uno bioldgico. La eficiencia de ambos surfactantes fue
comparada. El objetivo del trabajo fue evaluar los fenémenos de sorcion que influyen en el
secuestro de una MHC en un suelo natural y su efecto sobre la biodisponibilidad.

La sorcion de la MHC se evaludé mediante cinéticas de sorcion en donde se determind el
tiempo de equilibrio de cada hidrocarburo, en este punto se determinaron 12 h para permitir
el equilibrio de los tres hidrocarburos que conforman la mezcla, posteriormente se evalué la
capacidad de sorcion en 12 h mediante isotermas de sorcion para cada hidrocarburo, como
resultado se obtuvo que los hidrocarburos arométicos policiclicos (PHE y PYR) presentaron
una mayor tendencia a la sorcion en el suelo estudiado con respecto al hidrocarburo alifatico
(HXD).

Mediante los balances de masa se demostré que, a partir de la cantidad total sorbida en el
suelo, una parte se encuentra disponible (adsorbida por interacciones débiles) la cual podria
ser aprovechada por el microorganismo u organismo (biodisponibilidad) segun el caso de la
tecnologia de remediacion que se quisiera aplicar y otra se encuentra secuestrada (adsorbida
por interacciones fuertes y atrapados en poros), impidiendo que sea biodisponible debido a
que resulta no extraible mediante los métodos fisicoquimicos (extraccion asistida por

microondas) convencionales.
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Los resultados del balance de masa permitieron estimar el secuestro de los hidrocarburos,
encontrando que, en solo 12 h de contacto, el secuestro de la MHC aumento
significativamente (p<0.05) para los tres hidrocarburos evaluados. Ademas, se observé que
la cantidad secuestrada es mayor que la disponible para HXD y PYR, en contraste con el
PHE en donde la cantidad secuestrada fue igual a la disponible. Es importante mencionar que
las concentraciones estimadas de hidrocarburos secuestrados rebasan los limites maximos
permisibles establecidos en la NOM-138-SEMARNAT_SSA1-2012 para los tres
hidrocarburos estudiados.

Por ultimo, debido al secuestro observado se decidio evaluar la utilizacion de un surfactante
sintético (Tween 80) y uno biolégico (producido por la cepa Acinetobacter bouvetii UAM25)
en el posible aumento de la biodisponibilidad.

Se necesitd 15 veces la concentracion micelar critica (225mg/L) de Tween 80 para aumentar
la biodisponibilidad de HXD en un 36.59 % y 8.41 % de PYR, en contraste con el PHE,
donde ninguna de las concentraciones evaluadas de Tween 80, [5 y 15 veces su CMC]
aumentaron su biodisponibilidad.

Bajo las condiciones evaluadas, ninguna de las concentraciones (150 y 225 mg/L) del
biosurfactante producido por Acinetobacter bouvetii UAM25 fue capaz de aumentar la
biodisponibilidad.

La principal aportacion de este estudio fue integrar el proceso de sorcion, secuestro y
biodisponibilidad demostrando que se encuentran intimamente relacionadas y que son
factores que se deben tomar en cuenta en la remediacién de sitios contaminados con

hidrocarburos.
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ABSTRACT

The contamination of soils by oil is a worldwide pollution problem because it is composed
of aliphatic hydrocarbons and polycyclic aromatics reported with mutagenic and
carcinogenic properties, several bioremediation technologies have been implemented for the
recovery of such sites; however, the efficiency of these technologies is affected by the
decrease in the bioavailability of the pollutants.

Bioavailability is the result of the sorption-desorption process in the soil because a quantity
is sequestered by the soil, preventing them from being available and therefore not
bioavailable.

In this study it was proposed: (i) to evaluate the sorption of a mixture of hydrocarbons (MHC)
composed by an aliphatic hydrocarbon (HXD) and two aromatics (PHE and PYR); (ii) to
assess the sequestration of each one by means of mass balances and finally; (iii) to evaluate
the possible increase in the bioavailability using a synthetic surfactant and a biological one.
The efficiency of both surfactants was compared. The objective of the work was to evaluate
the sorption phenomena that influence the sequestration of an MHC in a natural soil and its
effect on bioavailability.

The sorption of the MHC was evaluated by sorption kinetics in which the equilibrium time
for each hydrocarbon was reached, at this point 12 h were determined to allow the
equilibrium of the three hydrocarbons that make up the mixture, afterwards the sorption
capacity was evaluated in 12 h by means of sorption isotherms for each hydrocarbon, as an
important result it was obtained that the polycyclic aromatic hydrocarbons (PHE and PYR)
had a higher tendency to sorption in the soil studied with respect to the aliphatic hydrocarbon
(HXD).

Through mass balances it was observed that from total amount of MHC sorbed in the soil,
one part is considered as available and another keep sequestered within the soil matrix, the
latter decreases the bioavailability of hydrocarbons because it is not extractable by
conventional physicochemical methods (microwave assisted extraction).

The results of the mass balance allowed to estimate the sequestration of the hydrocarbons,
finding that in only 12 h of contact, MHC sequestration increased significantly (p <0.05) for
the three hydrocarbons evaluated. In addition, it was observed that sequestered amount is

greater than that available for HXD and PYR, in contrast in PHE the sequestered amount was
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equal to that available and the concentrations found in the sequestration exceed the maximum
permissible limits established in NOM-138-SEMARNAT_SSA1-2012 for the three
hydrocarbons studied.

Finally, due to the observed sequestration, it was decided to evaluate the use of a synthetic
surfactant (Tween 80) and a biological one (produced by Acinetobacter bouvetii) in the
possible increase in bioavailability.

The critical micellar concentration (225mg / L) for Tween 80 was needed up to 15 times to
increase the bioavailability of HXD in 36.59%, and 8.41% of PYR, in contrast to the PHE,
where none of the evaluated concentrations of Tween 80, [5 and 15 times their CMC]
increased their bioavailability.

Under the evaluated conditions none of the concentrations tested (150 and 225 mg/ L) of the
biosurfactant produced by Acinetobacter bouvetii UAM25 was able to increase the
bioavailability.

The main contribution of this study was to integrate the process of sorption, sequestration
and bioavailability by demonstrating that they are closely related where they are factors that

must be taken into account in the remediation of sites contaminated with hydrocarbons.
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INTRODUCCION

En México la principal fuente generadora de contaminacion por hidrocarburos es la industria
petrolera, debido a procesos como extraccion, refinacién, transporte, distribucion,
almacenamiento y comercializacion, actividades que provocan emisiones a la atmosfera,
generacion de residuos, ademas de derrames y fugas. Tan solo en el 2017 se presentaron 277
eventos de fugas y derrames y se estimaron alrededor de 2,041 hectareas de sitios
contaminados cifra y superficie 30% y 59% superior en comparacion con el afio anterior.

El petroleo es una mezcla de hidrocarburos alifaticos, aromaticos policiclicos (HAPS) y otros
compuestos que son una amenaza para la salud humana y el medioambiente, principalmente
los HAPs que han sido reportados como compuestos con propiedades mutagénicas y
carcinogénicas. Por lo anterior se han desarrollado tecnologias de biorremediacion que
involucran el uso de microrganismos u organismos que permitan la eliminacion de este tipo
de contaminantes, el interés por los estudios de biorremediacion de suelo contaminados con
HAPs ha ido en aumento, desde el 2010 hasta la fecha se han publicado 708 articulos
cientificos a nivel mundial.

No obstante, el éxito de las tecnologias de biorremediacion depende de la biodisponibilidad
de los contaminantes en el suelo, la cual disminuye durante la sorcién debido al secuestro,
resultado de interacciones entre hidrocarburo-MO, hidrocarburo-arcilla y la difusién en
poros. Una alternativa para aumentar la biodisponibilidad es el uso de surfactantes, moléculas
que pueden ser obtenidas mediante sintesis quimica (surfactantes) y bioldgica
(biosurfactantes).

En los dltimos 10 afios se han publicado 251 articulos del estudio de sorcion de HAPs en
suelo, sin embargo, solo 102 involucran la evaluacion de biodisponibilidad y ninguno estima
el secuestro (ISI Web of Knowledge junio 2018).

Teniendo como motivacion fundamental ligar el secuestro como resultado del proceso de
sorcion y enfatizar el efecto sobre la biodisponibilidad en el presente trabajo se evalué la
sorcion de una MHC en suelo natural mediante un meétodo que permitiera la simulacion de
derrame y la estimacion del secuestro. Posteriormente se evalud el aumento en la
biodisponibilidad mediante la aplicacion de surfactante sintético y biolégico producido por
Acinetobacter bouvetii UAM 25.
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En el primer capitulo del documento se presenta una revision bibliografica que, de manera
general, aborda el tema de la contaminacién de suelos por hidrocarburos, los limites maximos
permisibles que determinan la limpieza de suelos, los conceptos de disponibilidad y
biodisponibilidad, el proceso de sorcidn y el secuestro, asi como el uso de surfactantes para
el aumento de la biodisponibilidad. En seguida se define el problema a partir del cual se
plantea la hipotesis de trabajo y se derivan los objetivos. En el capitulo seis se detallan los
materiales y los métodos utilizados para el alcance de los objetivos. En el capitulo siete se
presentan y discute los resultados obtenidos. Finalmente, se exponen las conclusiones del

trabajo y las recomendaciones de los estudios que faltan por realizar.
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1 REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1 Hidrocarburos
Son compuestos formados por atomos de carbono e hidrégeno de gran abundancia, en la
naturaleza se encuentran presentes principalmente en el petroleo, se pueden clasificar en
hidrocarburos alifaticos también conocidos como hidrocarburos saturados constituidos por
cadenas de diferentes longitudes, entre los que destaca el hexadecano (HXD) que se ha
utilizado como hidrocarburo modelo por su facil asimilacion por microorganismos (Velasco-
Alvarez et al., 2011) y los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPS), que contienen dos
0 més anillos de benceno fusionados, estos Ultimos potencialmente toxicos, con propiedades
mutagénicas y carcinogénicas, clasificados como contaminantes organicos persistentes
(COPs) debido a sus caracteristicas de ser poco solubles en agua y resistentes a degradacion
(quimica, bioldgica, fisica) (Semple, Morriss y Paton, 2003; Ren et al., 2018).
La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de Norteamérica (EPA, 2008)
destaca 16 HAPs identificados como contaminantes prioritarios, lista que posteriormente
adopto la Unidn Europea, entre estos se encuentran el fenantreno (PHE) y el pireno (PYR)
(Semple, Morriss y Paton, 2003). Las estructuras quimicas de estas moléculas se muestran

en la Figura 1.

A) B) C)

Figura 1. Estructura quimica de los hidrocarburos, a) hexadecano b) fenantreno y c) pireno.
1.1.1 Contaminacion de suelos por Hidrocarburos

El suelo ademas de ser el soporte donde habitan y crecen plantas, animales y
microorganismos, es el espacio donde se realizan las actividades agricolas y ganaderas
(Ortinez Brito, 1ze y Gavilan, 2003) que sostienen la vida humana. El suelo se ha convertido
en uno de los principales destinos para los hidrocarburos ingresando principalmente por la
aplicacion deliberada, por derrames y fugas provocando un problema de contaminacién a

nivel mundial.
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En consecuencia, el destino y el comportamiento de los hidrocarburos en los suelos ha sido
objeto de una intensa investigacion, con especial interés dirigido a la biodisponibilidad de

contaminantes en el suelo (Semple, Morriss y Paton, 2003).

1.1.2 Contaminacion de suelos por hidrocarburos en México

La industria petrolera es una de las mas antiguas en México, en los estados de Tabasco,
Veracruz, Campeche, Chiapas, se concentra la mayor actividad petrolera que provoca un gran
movimiento de crudo y sus derivados. Debido a esto, son los mas contaminados y en los
cuales se han reportado las mayores emergencias ambientales, es importante destacar que el
85% de éstas, estan constituidos por derrames.

De acuerdo con un Informe Anual (PEMEX, 2018) durante 2017 se presentaron 277 eventos
de fugas y derrames ocasionados por fendmenos de corrosion y los actos vandalicos también
se estimaron alrededor de 2,041 hectareas de sitios contaminados, cifra y superficie 30% y

59%, respectivamente, superior en comparacion con el afio anterior.

1.2 Biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos

En la busqueda de recuperar los suelos contaminados con hidrocarburos se han implementado

diversas tecnologias de biorremediacion.

Las tecnologias de biorremediacion son el uso de organismos vivos (plantas, hongos y
bacterias, entre otros) con la capacidad de degradar, transformar o remover los contaminantes
del suelo. El éxito de estas tecnologias no sélo depende de las caracteristicas fisicas y
quimicas del contaminante, sino también de las interacciones complejas que se dan entre el

contaminate y el suelo, definiendo asi su biodisponibilidad (Volke y Velasco, 2004).

1.3 Limites méximos permisibles en México de hidrocarburos.

Con el objetivo de tener certeza en los resultados de la remediacion de sitios contaminados,
el Diario Oficial publicé en 2002 la Norma Oficial Mexicana de emergencias “NOM-EM-
138-2002” que establece los limites maximos permisibles de contaminacion en los suelos
afectados por hidrocarburos, misma que fue modificada por ultima vez en el 2012, resultando
la Norma Oficial Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SSAI-2012 que incluye los limites
maximos permisibles para HAPs (Tabla 1) y mezclas de hidrocarburos (Tabla 2) clasificadas

de la siguiente manera:
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o Hidrocarburos fraccion ligera: mezcla de hidrocarburos cuyas moléculas contengan

entre 5y 10 atomos de carbono.

e Hidrocarburos fraccion media: mezcla de hidrocarburos cuyas moléculas contengan

entre 10 y 28 atomos de carbono.

e Hidrocarburos fraccién pesada: mezcla de hidrocarburos cuyas moléculas contengan
entre 28 y 40 atomos de carbono.

Tabla 1. Limites maximos permisibles para HAPs

Uso de suelo (ma/kg)

Agricola, forestal,
pecuario y de
conservacion.

HAPs 2-40 2-40 10-100

Tipo de
hidrocarburo Residencial  Industrial y

y recreativo  comercial

Tabla 2. Limites maximos permisibles para mezcla de hidrocarburos con diferente fraccion

Uso de suelo (mg/kg)
Agricola, forestal,

Residencial  Industrial y

h'i:dr?gg;?l;]u?gs Egﬁ:::\;(;@?gf. y recreativo  comercial
Ligera 200 200 500
Media 1200 1200 5000
Pesada 3000 3000 6000

1.4 Disponibilidad y Biodisponibilidad

La disponibilidad de los hidrocarburos en el suelo determinara la biodisponibilidad dando un
indicio del alcance que podré tener la tecnologia de biorremediacion (Reichenberg y Mayer,
2006).

La disponibilidad de un contaminante se define como la cantidad que se encuentra accesible
para ser biodegradado, transformado o bioacumulado por el organismo, segun sea el caso de
la tecnologia de biorremediacion que se esté aplicando. (Enell et al., 2005; Semple et al.,
2007).

La biodisponibilidad se refiere a la cantidad del contaminante disponible que fue capaz de
interactuar con el microorganismo para ser biodegradado, transformado o bioacumulado
(Semple, Morriss y Paton, 2003; Semple et al., 2007).

Los conceptos antes mencionados suelen confundirse, por lo que en la Figura 2 se ilustra la

diferencia entre ambas (An et al., 2017).
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Disponible
(rapida desorcion) Raiz

Hidrocarburo sorbido Secuestrado

Hidrocarburo sorbido

Hidrocarburo
biodisponible

Hidrocarburo secuestrado
(no disponible)

¥~ Lombriz

Figura 2. Diferencia entre hidrocarburo biodisponible, disponible y secuestrado.

1.5 Fendmeno de sorcién.

La sorcion o adsorcion es un fendmeno de transferencia de masa en el cual un sélido poroso
(sorbente) es capaz de retener moléculas (sorbato) de un fluido en su superficie (externa o
interna).

La sorcion es dificil de cuantificar debido que comprende muchos mecanismos que actdan al
mismo tiempo y con diversas intensidades, que dependen de las propiedades de los
compuestos quimicos y del tipo de sorbente, por lo que no se tiene una teoria Unica de este
fendmeno y se vuelve un proceso critico debido a las interacciones entre el contaminante y
los diversos componentes del suelo que determinan su disponibilidad permitiendo, de esta
manera, estimar su potencial de biodegradacion (Semple etal., 2007), una forma de
caracterizar el proceso de sorcion es mediante cinéticas e isotermas de sorcion (Mechlinska
et al., 2009) (en el equilibrio termodindmico); para el caso de las isotermas, el modelo mas

aceptado es el propuesto por Langmuir (1916).

1.5.1 Isoterma de Langmuir

Langmuir fue el primero en proponer una teoria coherente de adsorcion sobre una superficie
desde un punto de vista cinético, explicando el fenémeno como un continuo “bombardeo” de
moléculas sorbiéndose sobre la superficie mientras otras se desorben a la misma velocidad
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por lo tanto el modelo se deduce a partir de representar las velocidades de adsorcién y
desorcion en el equilibrio de acuerdo con la siguiente ecuacion quimica.

A-+s6lido—=—> A—s6lido
Las velocidades de adsorcion (ra) y desorcion (rqg)quedan expresadas de la siguiente manera:

s = ksCa(qa — qa)

g =kagqq, Ec.1
Donde Ca es la concentracion de A en la fase fluida, ga representa la concentracion de A
adsorbida en el sdlido, ga" representa la concentracion de A adsorbida cuando el sélido
alcanza la saturacion, ka y kg son las constantes cinéticas de adsorcion y desorcion
respectivamente. En el equilibrio las velocidades son de igual magnitud; por lo tanto, al
igualar las expresiones de velocidad se obtiene la ecuacién 2.

__keq qaCa

= Ec.2
1+keqCq

4a

Cuando se tiene dos 0 mas moléculas que compiten por los mismos sitios de sorcion, se debe
de tomar en cuenta el equilibrio simultaneo de todas las moléculas presentes. En el caso de
adsorcion competitiva de 3 moléculas al igualar las expresiones de velocidad se obtiene la

ecuacion 3.

_ keq qg Ca
" 1+keg Ca+kep Ch+kec CC

da Ec.3

Donde la constante de equilibro del proceso de adsorcion-desorcion (sorcidn), se define como

Se han reportado diversos estudios de sorcion mediante isotermas (Tabla. 3). La capacidad
de sorcion que reportan depende de las propiedades tanto del hidrocarburo como del
adsorbente (suelo), la concentracion del hidrocarburo en la fase circundante y la temperatura
(Mechlinska et al., 2009), sin embargo, la cuantificacion de los hidrocarburos se realiza solo
en la fase fluida y no el suelo, haciendo a un lado la diferencia entre la cantidad total sorbida,

la cantidad disponible y la secuestrada.
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Tabla 3. Estudios de sorcién de HAPs en suelo natural

Hidro- Tiempo de Modelo de Capacidad de
Suelo carburo Descripcion del estudio Cinética equilibrio isoterma sorcion Referencia
Diferentes suelos con 10 mL de una solucion de PYR (20- 100
contenido de MO Mg/L) preparado en 20 % VIV
Acetonitrilo/Agua ultrapura millipore, Viales con 100 pg/L de Lo
desde 0.18 hasta 6.25 - - Desde 180- 720 . Rangode 0.9  (Olu-Owolabi, Diaghoya y
. PYR adicionado con CaCl2 0,005 M PYR se mantuvieron a X Langmuir
% y contenido de 8 . R min hasta 2.2 mg/g Adebowale, 2014).
arcilla en un rango de (electrolito) y NaN3 0,01 M (biocida) se 100 rpm (25 °C).
0542206 0/3 agregaron a viales que contenian 0.5 g de
' R suelo.
Suelo de Colombia Se colocaron 4 g de suelo en tubos de Los tubos con 100 mg
con 3.5 % de MO v 70 PYR vidrio, se adiciono solucion de PYR que PYR /kg de suelo se 24 horas Freundlich  0.687 ma (Hwang, Ramirez y Cutright,
% de arcilla y consistiaen 5 m MCaClzy 200 mg/L de  mantuvieron 250 horas a ' 99 2003).
NaNs desde 30 hasta 150 mg/kg. 125 rpm (28 °C).
Suelos brasilefios Se evaluaron 2.5y 5 g de cada suelo en
Kandiudult (K) con matraces Erlenmeyer que contenian 50
7.8 % MO v 160 a/K mL de solucion de PYR que consistia en Se mantuvieron 250 rom 80-640 minen5g 0.06 ma/
‘ y g/Kg PYR agua desionizada/metanol (20 % V/V), - N P de sueloy 80 min  Langmuir : 9 (Teixeiraet al., 2011).
de Arcillay 0.01 mol/L CaClov 0.01 mol/L. de NaN 1250 min (25 °C). 25 qd | suelo k
Vertisol (V) 5.6% MO .01 mo aClzy 0.01 mo e NaNs, en 2.5 g de suelo.
460 a/Ka de Arcilla se evaluaron concentraciones desde 15 -
9’%g : 100 pg/L.
Se empacaron columnas de plexiglas con
U didmetro interno de 14 om y una altua gq antuyieron con un PHE 12, PYR
Suelo arcillo limoso  PHE, PYR, inundaron con MHC CO?I’] uesta dé PHE flujo de 2000 mlL d™! 34 dias Langmuir 0.085, FLU (Yang et al., 2013)
0.378% MO FLUyFLT P " durante 34 dias FLU 9 0.803y FLT getal,
PYR, FLU y FTL cada uno con una 27°C) 0.09 g/
concentracion de 100 pg/L y 3 % de 07 HOlg
metanol.
Sorcién inmediata
Viales de vidrio que contenian desde 0.5 g Se mantuvieron 150 min seurlelr(r)u:ﬁztrgfe(:ea
Suelo con 4.5 % MO. PHE hasta 4 g de suelo con PHE en un rango o Y/ Freundlich ~ 0.183 mg/g (Javier Rivas et al., 2008).
(25 °C) 0.5 gy mas de 120
de 0.16-0.65 mg/kg. :
minen 0.5 g de
suelo
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1.5.2 Influencia de la sorcion de hidrocarburos en la biodisponibilidad

La disponibilidad de los contaminantes disminuye después de ser sorbidos en el suelo,
resultando en la disminucion de la biodisponibilidad (Ren et al., 2018). El proceso de sorcion
de los hidrocarburos comprende dos fases: sorcién rapida y sorcion lenta (Semple, Morriss y
Paton, 2003; Semple et al., 2007).

1.-Sorcion rapida. Ocurre instantaneamente por el contacto de hidrocarburos con la superficie
del suelo y es caracterizada por interacciones débiles entre el contaminante y el suelo (Van
der Waals, enlace de hidrégeno), provocando que se les encuentre disponibles y puedan ser
extraidos mediante métodos fisicoquimicos de extraccion que involucran condiciones
extremas.

2.-Sorcion lenta. Implica hidrocarburos atrapados mediante interacciones fuertes e
hidrocarburos fisicamente atrapados en los poros, provocando que sean resistentes a la
desorcion y por lo tanto persistentes en el suelo, cantidad conocida como secuestrada o no
disponible, no extraible mediante métodos fisicoquimicos que involucran condiciones
extremas.

Como resultado del proceso de sorcion, la cantidad total de hidrocarburos presentes en el
suelo se pueden encontrar disponibles o no disponibles (secuestrados), en la Figura 2 se

muestra, graficamente, las diferencias entre estos conceptos.

1.6 Secuestro de hidrocarburos

El fendmeno de secuestro de los hidrocarburos, como contaminantes del suelo, no solo esta
relacionado con la caracteristica del contaminante sino también estd estrechamente
relacionado con la composicion del suelo (Alexander, 2001).

Se han planteado diversas hipétesis que pretenden explicar el secuestro de hidrocarburos en
suelos, a continuacién, se detallan las mas importantes (Semple, Morriss y Paton, 2003):

1-. Sorcion de hidrocarburos por la materia organica natural del suelo.

La materia organica presente en el suelo se encuentra formando estructuras amorfas 6
cristalinas, se cree que estas Ultimas contienen cavidades rigidas en donde los hidrocarburos
pueden interaccionar quedando atrapados.

Se ha demostrado que el secuestro esta intimamente ligado al contenido de MO (materia
organica) presente en el suelo (Alexander, 2001; Rivas, 2006; Ren etal., 2018). Olu-
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Owolabi, Diagboya y Adebowale (2014), evaluaron la sorciéon de PYR en suelos tropicales
encontrando mayor sorcién en aquellos con mayor cantidad de MO; sin embargo, la sorcién
no fue proporcional a la cantidad presente.

Ren etal. (2018) menciona que no solo la cantidad de MO influye sino también las
caracteristicas estructurales (aromaticidad y alifaticidad), polaridad y conformacion fisica
(condensada y homorfa).

2.-Sorcion de hidrocarburos por las arcillas presentes en el suelo.

Hwang, Ramirez y Cutright (2003), evaluaron sorcion y desorciéon de PYR en tres tipos de
suelo con diferente contenido de arcilla, encontrando mayor sorcion en el que contenia mayor
cantidad de arcilla, resultados similares a los reportados por Cui et al. (2011) en la evaluacion
de la sorcién de PYR en dos sedimentos. Sin embargo, se ha reportado que no sélo la cantidad
de arcilla se relaciona con la sorcion, sino que también depende del tipo de arcilla que
contenga.

En el suelo se pueden encontrar diferentes tipos de arcilla como; caolinita, illita,
mormolinollita, entre otras; las cuales difieren entre si, por su estructura. Se sabe que las
arcillas como la mormolinollita se expanden al humedecerse. La expansion expone una gran
area de superficie interna para la adsorcion, que excede en gran medida el area de superficie
externa.

Contreras (2003), reporto la sorcion de PHE en diferentes arcillas entre estas; caolinita, illita,
mormolinollita, donde esta ultima presentd la mayor capacidad de sorcion al resto de las
arcillas.

3.- Sorcién de hidrocarburos atrapados dentro de los poros (Rivas, 2006).

Los suelos se componen de diversas particulas de diferente tamafio de poro que van desde
microporos (<0.002 mm) en arcilla hasta macroporos en arena (>0.05 mm). Se ha demostrado
en diversos estudios que la desorcion de contaminantes organicos persistentes (COPS)
sorbidos en particulas que presentan microporos es mas lenta en comparacion con aquellas
que contienen macroporos. Lo anterior puede deberse a que la trasferencia de masa en los
microporos se encuentra obstaculizada por la baja difusion, ademas de que los poros podrian
no ser uniformes y de forma irregular, lo que puede complicar ain mas la desorcion de las

moléculas sorbidas en los microporos (Cheng, Hu y Hu, 2012).
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Considerando que el suelo es una integracion compleja de MO, arcilla y diversos tamafios de
poro que interacttan formando agregados los tres mecanismos pueden estar presentes en el

secuestro de hidrocarburos resultando complicada su estimacion.

1.7 Tecnologias de biorremediacion que favorecen la biodisponibilidad

Debido a la disminucion de la biodisponibilidad en los suelos provocada por el secuestro, se
han realizado esfuerzos enfocados en tecnologias de remediacion que favorezcan la
biodisponibilidad, entre las méas destacadas se encuentra el uso de surfactantes.

Los surfactantes son moléculas de naturaleza anfifilica, que contienen porciones hidrofilicas
e hidrofébicas (Figura 3 A), se acumulan en las interfases liquido-liquido, gas-liquido o
solido-liquido y son capaces de reducir la tension superficial.

El efecto més importante del surfactante es la estimulacion del transporte de masa del
contaminante desde el suelo hasta la fase acuosa, aumentando la disponibilidad y por
consiguiente las tasas de degradacion (Makkar y Rockne, 2003; lvshina et al., 2016).

El mecanismo con que aumentan la disponibilidad es la siguiente: la porcion hidrofébica
interactta con el hidrocarburo presente en suelo y la porcion hidrofilica con la fase acuosa
formando una micela, la acumulacion de mondémeros permite transportar a los hidrocarburos
a la fase acuosa en forma de estructuras micelares, resultando en el aumento de la
disponibilidad y por tanto el aumento en la biodisponibilidad como se ilustra en la Figura 3
B). Los surfactantes pueden ser obtenidos mediante sintesis quimica (sintéticos) o por
métodos bioldgicos (biosurfactantes), estos Ultimos presentan ventajas con respecto a los

sintéticos como se describe a continuacion.

B)
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hidrofilica
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hidrofébica
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Figura 3. A) Naturaleza anfifilica de los surfactantes, B) Aumento de la biodisponibilidad por efecto del
surfactante.
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1.7.1 Surfactantes sintéticos

La mayoria de los surfactantes sintéticos se derivan del petréleo y se sintetizan
quimicamente, se clasifican normalmente de acuerdo con la carga que lleva su grupo de
cabeza hidrofilica, en surfactantes anionicos, surfactantes no ionicos y surfactantes

cationicos.

El Tween 80 (Monooleato de Sorbitan Polioxietilénico 80) es un surfactante no ionico, con
una CMC de 15 mg/L, se degrada facilmente por microorganismos (Pinto y Moore, 2000;
Zheng y Obbard, 2001) y se ha demostrado que libera de manera eficiente tanto el
combustible diésel (Peters, Montemagno y Shem, 1992) como el PHE en sedimentos (Ick
Yeom et al., 1995).

1.7.2 Biosurfactantes

Los biosurfactantes tienen la capacidad de pseudosolubilizar los hidrocarburos, tienen varias
ventajas adicionales sobre los surfactantes sintéticos que los hacen candidatos superiores en
los esquemas de biorremediacion como mayor biodegradabilidad, menor toxicidad,
estabilidad en amplios intervalos de temperatura y pH, produccion potencialmente menos
costosa y se pueden obtener in situ en los sitios contaminados a partir de materias primas de
bajo costo (Makkar y Rockne, 2003; lvshina et al., 2016; Ortega et al., 2018).

Se han reportado diferentes tipos de biosurfactantes producidos por microorganismos que
son capaces de reducir la tension superficial del agua (de 72 a 30 mN m™) con los que se
observa una baja CMC, se han caracterizado como ramnolipidos (Pseudomonas aeruginosa),
soforolipidos (Candida apicola), surfactina (Bacillus subtilis) y tetraéster de trehalosa
(Rhodococcus erythropolis), entre otros. EI mecanismo que les permite aumentar la
biodisponibilidad es a través de la formacion de estructuras micelares que pueden ser
liberadas en la solucion y posteriormente, tomados o directamente sorbidos por el
microorganismo (Figura 3B). Se han reportado otro tipo de biosurfactentes polimeéricos con
grupos hidrofobicos distribuidos por toda la molécula como el Alasan (Acinetobacter
radioresistens KA 53), Emulsan (Acinetobacter calcoaceticus RAG-1) y Biodispersan
(Acinetobacter calcoaceticus A2), entre otros; pueden potenciar la biodegradacion de

hidrocarburos mediante mecanismos distintos a la solubilizacion de micelas.
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2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La contaminacién de suelos por hidrocarburos es un problema a nivel mundial. El creciente
intereés por la limpieza de sitios contaminados ha estimulado la implementacion de diversas
tecnologias de biorremediacion que incluyen el uso de organismos macro 0 microscopicos
como agentes transformadores de la contaminacion, la disminucion de la biodisponibilidad
de los contaminantes provoca que estas tecnologias no tengan el éxito esperado.

La eficiencia de las tecnologias de biorremediacién no sélo depende del organismo
empleado, sino también de las caracteristicas del contaminante y de las propiedades del suelo
que definen la disponibilidad y secuestro de los contaminantes en el suelo.

El secuestro de los hidrocarburos es resultado de diversas interacciones entre el hidrocarburo
-suelo durante la sorcion provocando la disminucion y hasta la anulacion de la
biodisponibilidad. EIl uso de surfactantes quimicos y biol6gicos es una alternativa para
favorecer la biodisponibilidad. La magnitud del secuestro y de la biodisponibilidad de los
hidrocarburos en el suelo dependen de los fendmenos de sorcidn por lo que se deben de
evaluar y tomar en cuenta para la recuperacion de sitios contaminados. Sin embargo, hasta el
momento los estudios sobre sorcidn de hidrocarburos no evaltan el secuestro, dejado a un
lado la estimacion de los fendmenos de sorcion involucrados. No evaluar el secuestro de
hidrocarburos subestima la cantidad total de hidrocarburos sorbidos y, por lo tanto, la
concentracion de hidrocarburos en el suelo podria estar por encima de los limites maximos
permisibles en la NOM-138-SEMARNAT/SSAI-2012. Por el contrario, la estimacion de los
fendmenos de sorcion permite cuantificar el secuestro y la biodisponibilidad de los

hidrocarburos.
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Por lo anterior en este estudio se pretende evaluar los fendmenos sorcion de una MHC
compuesta por HXD, PHE y PYR en suelo natural, mediante un método que permita estimar
el secuestro. Ademas de evaluar, mediante un surfactante sintético (Tween 80) y uno
bioldgico (producido por Acinetobacter bouvetii UAM25), la posible desorcion como medida
del aumento de la disponibilidad, favoreciendo de esta manera la biodisponibilidad de la

mezcla de hidrocarburos.
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3 HIPOTESIS

Los fendmenos de sorcion determinan el secuestro y la biodisponibilidad de una mezcla de

hidrocarburos en suelo natural.

4 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los fenémenos de sorcion de una mezcla de hidrocarburos en suelo natural que

influyen en el secuestro y su efecto sobre la biodisponibilidad.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Realizar una caracterizacion fisicoguimica del suelo a utilizar en el estudio.

» Evaluar la capacidad de sorcion de una mezcla de hidrocarburos en suelo

natural mediante isotermas de sorcion.

> Estimar los fenédmenos de sorcion de una mezcla de hidrocarburos mediante

un balance de masa.

» Estimar el aumento de la biodisponibilidad de la mezcla de hidrocarburos en

condiciones de saturacion mediante un surfactante sintético y uno bioldgico.

13
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5 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

La estrategia experimental consistio en dos etapas.

1. Evaluacion de los fenémenos de sorcién de una MHC mediante cinéticas de sorcion
con la finalidad de obtener el tiempo de equilibrio entre hidrocarburo-suelo. El tiempo
de equilibrio se utiliz6 para realizar isotermas de sorcién de cada hidrocarburo. Las
isotermas de sorcion se ajustaron al modelo multicomponente de Langmuir para
estimar la capacidad de sorcién de cada hidrocarburo. Balances de masa se realizaron
en cada punto de las cinéticas y de las isotermas de sorcién para estimar la cantidad
sorbida, disponible y secuestrada de los hidrocarburos.

2. Evaluacion del aumento en la biodisponibilidad de la MHC en el suelo natural por

medio de surfactantes (sintético y bioldgico).

14



Evaluacion de la biodisponibilidad de una MHC en suelo natural mediante la estimacién de

fendmenos de sorcidn y secuestro

Figura 4. Estrategia experimental.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biologico y medios de cultivo.

6.1.1 Microorganismo

Se utilizé la bacteria Acinetobacter bouvetii (cepa UAM25). La cepa fue aislada de la
rizosfera de Cyperus laxus LAM, una planta nativa de pantanos contaminados con petréleo
en Veracruz, México (Diaz-Ramirez et al., 2003). A. bouvetii fue identificada mediante un
analisis del gen 16s RNAr (Tzintzun-Camacho et al., 2012).

6.1.2 Medios de cultivo

La preservacion y propagacion de la cepa se realizd con agar soya tripticaseina (TSA,
Bioxon). Para la produccion del biosurfactante se utilizo medio mineral (MM) con la
siguiente composicion (g L™?): 0.675 de NaNOs (J. T. Baker, 99.9%), 0.215 de KoHPO4 (J.
T. Baker, 99.9%), 0.113 de KCI (J. T. Baker, 99.9%) y 0.11 de MgSO4+7H20 (J. T. Baker,
100.1%), el MM se ajust6 a un pH inicial de 6.0 con HCI 1.0 M (Ortega et al., 2018).

6.2 Produccién de Biosurfactante.

La produccion de biosurfactante a partir de aceite usado de cocina (AUC), como Unica fuente
de carbono y energia, se realiz6 en un biorreactor airlift (BAL) por duplicado, integrado por
una columna de vidrio de 2 L, con un didmetro externo de 0.077 m y un didmetro interno de
0.072 m, un tubo concéntrico de vidrio con diametro interno de 0.033 m y altura de 0.204 m.
Se utiliz6 un distribuidor de aire construido de acero inoxidable en forma de “L” (0.006 m
de diametro interno) con 7 perforaciones (0.001 m de diametro y 0.004 m de separacion)
(Lizardi-Jiménez y Gutiérrez-Rojas, 2011).

El BAL fue operado a la velocidad superficial de gas (Ug): 0.6 cm s durante 48 h a 30°C,
con un volumen de operacién de 1 L, con MM, una concentracion inicial de AUC de 7.11 ¢
L inoculado con 1.0x108 UFC mL* de A. bouvetii UAM25 (Ortega et al., 2018). Anexo B.
Una vez obtenido el biosurfactante se centrifugd para obtener el sobrenadante libre de células
(18 500 g, 4 °C, 20 min), se esterilizd y se cuantifico la actividad emulsificante como una
medida indirecta de la produccién. El biosurfactante esterilizado se almacend en tubos de
vidrio de 50 mL a 4 °C.
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6.2.1 Actividad emulsificante

La actividad emulsificante (AE) se determind al sobrenadante libre de células sin esterilizar
y despues de ser esterilizado. Se determind con 0.4 mL del sobrenadante, segun el caso, a los
que se agregaron 2.6 mL de Tris-HCI (20 mM, pH 7) con MgSO4 (10 mM), enseguida se
agreg6 40 pL de mezcla n-hexadecano: 2-metilnaftaleno 1:1 (v:v) (Sar y Rosenberg, 1983).
Por ultimo, se agitd 2 min y se leyd la densidad dptica a los 3 min a 600 nm. Una absorbancia
de 0.1 unidades a 600 nm multiplicada por el factor de dilucion fue considerada como una

unidad emulsificante por mL (UE mL™), anexo B.

6.3 Hidrocarburos

Los hidrocarburos utilizados fueron HXD, PHE con una pureza mayor al 96% y PYR con
una pureza mayor al 98%. Todos los reactivos se adquirieron en Sigma-Aldrich.

Se trabajé con una mezcla compuesta por los tres hidrocarburos antes mencionados en una

proporcion de (100:1:1).

6.4 Surfactante sintético.

Se utilizé Tween 80 (Monooleato de Sorbitan Polioxietilénico 80) como surfactante sintético

obtenido en Sigma-Aldrich

6.5 Suelo.

El suelo para los ensayos se obtuvo en un sitio de la Presa “El Pedernalillo” ubicada en el
ejido La Zacatecana en el municipio de Guadalupe, en el estado de Zacatecas (22°44'23.5"
N, 102°27'28.4" W). Se transporto al laboratorio, se secd a temperatura ambiente y se tamiz6

a un tamarfio de particula homogéneo de 2 mm.

6.6 Caracterizacién del suelo

6.6.1 Materia organica

Se utilizé la técnica de (Wlakey, 1947), que determina el carbono organico mediante
combustion utilizando como oxidante dicromato de potasio. Se pesé 1 g de suelo y se tamiz6
en una malla nimero 100 (apertura 159 pum), se pasé a un matraz en donde se agregd 10 mL
de dicromato de potasio 1N, se agitdé para homogenizar y se agregaron 20 mL de &cido

sulfurico concentrado, la mezcla se agito suavemente y se dejo en reposo durante 10 min. Se
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agregaron 100 mL de agua destilada, 10 mL de acido fosférico y 3 gotas del indicador
difenilamina. Una vez terminados los pasos anteriores, se procedio a titular la muestra con
una solucidn de sulfato ferroso 0.5 N, la titulacion se considerd completa cuando la muestra

adquirioé una coloracién verde brillante traslucida.

6.6.2 Textura

La textura del suelo se midi6 mediante hidrometro de Bouyoucos (Bouyoucos, 1962), se
pesaron 55 g de suelo previamente secado y tamizado, se colocaron en un vaso de precipitado
y se agregaron 20 mL de perdxido de hidrégeno al 8% v/v, se secd a bafio maria, una vez
secado se pesaron 50 g y se pasaron a un vaso de batidora, se agregaron 10 mL de
hexametafosfato de sodio 5% p/v y 10 mL de oxalato de sodio 5% p/v, se agregd agua
destilada y se agit6 durante 10 min, se vacié el contenido en una probeta de 1 L se aforé y se
agito durante 1 min con una varilla para que las particulas del suelo quedaran distribuidas
homogéneamente, se tomd la lectura después de 40 s y 2 h después. Posteriormente se
determind el contenido de arcilla, limo y arena con las ecuaciones 4, 5, 6 y 7, por ultimo, se

determind la textura del suelo mediante el triangulo de textura (USDA).

Densidad alos 40 s

% de limo y arcilla = x 100 EC. 4

peso de la muestra de suelo

% de Arcilla = (Densidad a las 2 h)/(peso de la muestra de suelo) x 100

EC.5
% de Arena = 100 — % de limo y arcilla EC.6
% deLimo = %limo y arcilla — % de arcilla EC.7

6.6.3 pH

Se pesaron 10 g de suelo por triplicado, se colocaron vasos de precipitado y se agregaron 25

mL de agua destilada, se agitaron durante 30 min y se midio6 el pH con un potenciémetro.
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6.7 Esterilizacion de los suelos

Se esterilizaron 300 g de cada muestra de suelo en matraces de 2 L a 15 Ib in" durante 30
min a 121 °C, posteriormente se evalud el crecimiento de microorganismos. El ciclo de
esterilizacion se repitié hasta observar ausencia del crecimiento de microorganismos. El

suelo estéril se almacend en botellas Wheaton de 1 L.

6.7.1 Evaluacion de crecimiento microbiano en muestras de suelos

Después de cada esterilizacion se evaluo si habia crecimiento de bacterias en medio agar-
soya-tripticaseina (AST) y hongos en medio agar papa-dextrosa (PDA).

Para lo anterior se colocd 1 g de suelo estéril en un tubo de cultivo con 10 mL de solucion
salina isotonica (NaCl, 0.9%) estéril, se agito vigorosamente en un vortex durante 1 miny se
colocaron 100 uL en cada caja, por duplicado. Las cajas se incubaron a 30 °C por 72 h para

hongos y por 48 h para bacterias.
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6.8 Sorcion de una MHC en suelo

6.8.1 Cinéticas de sorcion de hidrocarburos

Se utilizaron tubos de vidrio de 15 mL, se adicionaron 100 mg de suelo seco estéril y se
inundo con 60 pL de mezcla de hidrocarburos (422.71 + 0.12 de HXD/g de suelo, 4.2 + 0.09
mg de PHE/g de suelo y 3.62 + 0.03 mg de PYR/g de suelo) se mantuvieron sin agitacion a
temperatura constante (30°C) y se muestre6 alas 0, 1, 2, 6, 12, 24 y 48 h.

En cada muestreo se agregé 1 mL de hexano, para remover los hidrocarburos en exceso y 3
mL de agua, se separd la fase liquida de la fase solida para cuantificar los hidrocarburos en

ambas fases mediante extraccion liquido-liquido y sélido-liquido (Figura 5).

LAL )

30°C
Sin agitacion
R TEEEE—
‘ Fase .
Liquida
AL Hexano Fase L
Solida
100 mg de suelo Muestreo
(esterilizado) 0,1,2,6,12,24y48h
Triplicad
60 L MHC riplicaco
HXD: PHE: PYR
(100:1:1)

Figura 5. Procedimiento para evaluar la sorcion durante la cinética e isoterma de sorcion.
6.8.2 Isotermas de sorcion

En tubos de vidrio de 15 mL se agregaron 100 mg de suelo y se adicionaron diferentes
cantidades de la MHC (5, 15, 30, 45, 60 y 80 uL) se dejaron sin agitacion a 30°C durante el
tiempo de equilibrio determinado en la cinética de sorcion y se realizé el mismo protocolo
de separacién de fases que en la cinética de sorcién (Figura 5).

Los resultados se analizaron por medio de regresion no lineal para estimar los parametros
cinéticos del modelo multicomponente de Langmuir y de esta manera comparar

cuantitativamente la capacidad de sorcion para cada hidrocarburo.
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6.9 Extraccion de Hidrocarburos de la fase liquida

Para la cuantificacion de los hidrocarburos en la fase liquida, se realizd una extraccion
liquido-liquido. Se separd la fase liquida mediante una pipeta y se pasé a un embudo de
separacion donde se agregaron 20 mL de una mezcla hexano-acetona (1:1), se agitd y se dejo
en reposo durante 30 min, finalmente se separé la fase organica de la acuosa y se cuantificd

la concentracion de HXD, PHE y PYR en la fase organica por cromatografia de gases.

6.10 Extraccion de hidrocarburos de la fase solida

Una vez separada la fase liquida, la fase solida se secd durante 48°C a 60 °C, posteriormente
se realiz6 una extraccion liquido-sélido mediante una extraccién con solvente asistida por
microondas (CEM, Mars Xpress) a 1600 W de potencia al 60%, 30 mL de la mezcla de
solventes diclorometano (DCM) y acetona (ACE) (1:1) a 150 °C con una presion de 175 psi
durante 30 min. Posterior a la extraccién, las muestras se concentraron en un rotavapor

(Buchi V-800) para su posterior cuantificacion.

6.11 Método de cuantificacion de hidrocarburos

La cuantificacién de los hidrocarburos se realizé en un cromatografo de gases VARIAN 3900
con auto inyector (CP-8410). Se utiliz6 una columna capilar AT-1HT (15 m x 0.25 mm x
0.1 pm) y helio como gas acarreador, con un flujo de 2 mL min™. Alicuotas de 2 pL de las
muestras fueron inyectadas en modo split. La temperatura del inyector y del detector fue de
300 °C, la temperatura del horno inicial fue 100 °C (2 min) y se aument6 20 °C por minuto

hasta los 200 °C (1 min). El tiempo de anélisis fue de 8 min.

6.12 Evaluacion del aumento en la biodisponibilidad de la MHC

Para evaluar el aumento en la biodisponibilidad de la MHC mediante surfactante sintético y
biosurfactante (Tween 80 y Acinetobacter bouvetii). Se utilizaron tubos de vidrio de 15 mL
con 100 mg de suelo contaminado a una concentracién de saturacion (determinada mediante
la isoterma de sorcion), se adiciond6 Tween 80 y biosurfactante estéril, los tubos se
mantuvieron 72 h a 200 rpm a 30 °C, después de las 72 h se centrifugo (10 000 g, 20 min, 25
°C) y se decantd la fase acuosa para la cuantificacion de los hidrocarburos removidos.

Se evaluaron dos concentraciones de Tween 80, 5y 15 veces su CMC (150 mg/L y 225

mg/L), para el biosurfactante producido por Acinetobacter bouvetii; se evaluo la
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concentracion obtenida en un lote (225 mg/L) (Ortega et al., 2018) y 150 mg/L, se corrieron

blancos que consistian en agua destilada, cada experimento se realiz6 por triplicado.

6.13 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo el software SigmaPlot 12.5 (Systat Software Inc,
2011). Se realizaron un analisis de varianza (ANOVA), prucba Tukey y prueba t con o
igual a 0.05 (n=3).
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion fisicoquimica del suelo

Diversos factores relacionados directamente con las caracteristicas de suelo interfieren en la
disponibilidad y secuestro los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPSs), principalmente
el contenido la materia orgénica y el contenido de arcilla (Hwang, Ramirez and Cutright,
2003; Ren et al., 2018; Xiaoya Ren 2017). En la Tabla 4 se muestra las propiedades
fisicoquimicas determinadas en el suelo utilizado en este estudio.

Tabla 4. Propiedades fisicoguimicas del suelo, valor promedio y DE.
Particulas (%0)

- ] Textura MO (%) = pH
Arcilla Limo Arena

234 25.8 50.8 Franco 2.95+0.63 6.7 +£0.02

El suelo caracterizado para este estudio es de textura franco, rico en materia organica
(2.95%), contiene 23.4% de arcilla, es ligeramente acido y tamafio de poro que van desde
microporos (<0.002 mm) en arcilla (Cheng, Hu y Hu, 2012) hasta macroporos en arena
(>0.05 mm).

7.2 Esterilizacion del suelo

Con el objetivo de evaluar la sorcion de la MHC en el suelo, se esteriliz6 para evitar
interferencia de una posible degradacion por los microorganismos nativos durante la fase
experimental de este trabajo.

La eliminacion de los microorganismos nativos se realiz6 mediante ciclos de esterilizacion
consecutivos de 30 min (15 Ib y 121 °C). Para poder determinar a partir de cuantos ciclos de
esterilizacion ya no habia presencia de microorganismos se evaluo el crecimiento de bacterias
(AST) y de hongos (PDA). Figura 6 y 7. A partir de estos resultados se concluy6 que se

necesitan dos ciclos de esterilizacion para los posteriores experimentos.
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1¢r ciclo de esterilizacion

Figura 6. Crecimiento microbiano en el 1°" ciclo de esterilizacion evaluado en AST y PDA.

2° ciclo de esterilizacion

Figura 7. Crecimiento microbiano en el 2° ciclo de esterilizacion evaluado en AST y PDA.
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7.3 Estimacion de fendmenos de sorcién

La estimacion de fendmenos de sorcion de la MHC en el suelo se realizé mediante un estudio
cinético de sorcion con la finalidad de determinar el tiempo requerido para alcanzar el
equilibrio termodindmico, que posteriormente se utilizé para la elaboracion de las isotermas
de sorcion. En ambos experimentos se estimé la cantidad sorbida, disponible y secuestrada

mediante un balance de masa.

7.3.1 Cinética de sorcion

Las cinéticas de sorcion para cada hidrocarburo que formaron la mezcla se muestran en la
Figura 8. Las tendencias de las cinéticas de sorcion sugirieron una sorcion inmediata de
HXD, PHE y PYR en el tiempo Oh, como resultado del contacto directo entre hidrocarburos
y suelo, seguida de un periodo inicial rapido de sorcidn para los tres hidrocarburos, debido a
que los sitios de sorcidn presentes en el suelo se encuentran todos accesibles, aunado al hecho
de que se tiene un mayor gradiente de concentracién entre la fase organica y la matriz del
suelo. Este periodo se observo de 0-1 h para HXD, 0-2 h en el caso de PHE y PYR, seguida
de una segunda etapa en donde la rapidez de sorcion se ve afectada por la disminucion de
sitios de sorcion. Para HXD se observo de 1-6 h, para PHE de 2-6 h y PYR de 2-12 h 'y
finalmente una tercera etapa en la cual se alcanza el equilibrio, 6, 6 y 12 h para HXD, PHE
y PYR respectivamente. EI comportamiento anterior, se puede explicar suponiendo que una
porcidn se adsorbe rapidamente al suelo a través de interacciones débiles, mientras que las
fracciones restantes tardan mas tiempo en adsorberse y alcanzar el equilibrio de sorcion
debido a la difusion en poros, interacciones con la materia organica y arcillas (Semple et al.,
2007).

Para determinar el tiempo de equilibrio para cada hidrocarburo se realizdé un analisis de
varianza (ANOVA), los resultados fueron los siguientes: el HXD sorbido fue de 46.28+8.18
mg g* de suelo en 1 h, 10.94% respecto al inicial, después de este tiempo no varid
significativamente (p<0.05). Por lo anterior, se estimé que el tiempo en el que el HXD lleg6
al equilibrio y saturo el suelo fue de 1 h, Figura 8 (A). En la Figura 8 (B) se observa que el
PHE sorbido durante las primeras 6 h fue de 1.08+0.019 mg g de suelo 25.71% de la inicial,
posterior a este tiempo no se observo un cambio significativo (p<0.05). Debido a lo anterior,
se determind que el tiempo en el que el PHE llegd al equilibrio y saturé el suelo fue de 6 h.

Resultados similares se observaron con el PYR, se sorbieron 1.12+0.003 mg g suelo
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después de 12 h 30.93% de la inicial y no se observaron cambios significativos
posteriormente. Por lo tanto, se determiné que el tiempo en el que el PYR lleg6 al equilibrio
y saturd el suelo fue de 12 h.

Con base en lo anterior, se establecieron 12 h como tiempo de equilibrio para la MHC mismo
que se establecio para los posteriores estudios de sorcion mediante isotermas. Cabe
mencionar que el PHE y PYR son de los hidrocarburos mas estudiados debido a sus
propiedades reportadas como mutagénicas y carcinogénicas; sin embargo, existe poca
informacidn sobre su comportamiento en suelos. Los tiempos de equilibrio reportados son
variados debido a que éste depende de las condiciones evaluadas y el tipo de suelo.

En la Tabla 3 de la seccion 1.5.1, se muestra una sintesis de diversos estudios de sorcion en
suelo para HAPs, se han alcanzado tiempos de equilibrio que van desde 80 hasta 720 min en
el caso de PYR y para PHE sorcién inmediata hasta 120 min. Es importante resaltar que en
ninguno de estos estudios se cuantifica hidrocarburos en suelo por lo tanto no toman en
cuenta que, como resultado de proceso de sorcion, una cantidad del total de hidrocarburos
sorbida se encuentra disponible y otra se encuentra secuestrada.
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Figura 8. Cinética de sorcion de HXD (A), PHE (B) y PYR (C). Cantidad de HXD sorbido (@), cantidad de PHE
sorbido (#) y cantidad de PYR sorbido (H) Los puntos representan el valor promedio de tres repeticiones

independientes y las barras la DE.
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7.3.2 Isotermas de sorcion

Mediante isotermas de sorcion se describio el equilibrio de la cantidad de HXD, PHE y
PYR sorbido en el suelo a temperatura constante (28 °C), en funcion de la cantidad presente.
Con estos experimentos fue posible inferir sobre la saturacion del suelo con la mezcla de
hidrocarburos. En la Figura 9 se muestran los resultados para las diferentes cantidades de
la MHC despues de 12 h de contacto. Se observd que el suelo se saturé con 30 pL de la
MHC (ver Figura 9), la cantidad sorbida fue de 58 +9.78, 1.12 + 0.03 y 1.05 + 0.01 mg g**
de suelo de HXD, PHE y PYR. Se decidid trabajar con la concentracién de saturacion
encontrada para los estudios de biodisponibilidad.

Para determinar la capacidad de sorcion, realizar la comparacion de cada hidrocarburo en
el suelo y tomando en cuenta que se estudia una mezcla compuesta por tres hidrocarburos

que compiten por los sitios de sorcidn se ajustd el modelo multicomponente de Langmuir.
7.3.2.1 Isoterma multicomponente de Langmuir.

El modelo multicomponente de Langmuir (Ecuacion 8) se expresa en funcion de dos
parametros la constante de equilibrio de sorcién y la capacidad méxima de sorcion ambos
son funcidn de la afinidad entre el sorbato y el sorbente (Langmuir, 1916). Se compararon
los pardmetros obtenidos mediante el ajuste. En la Tabla 5 se presentan los valores

generados mediante la isoterma multicomponente de Langmuir.

B keq qa* Ca
14 keg Ca+ kg, Ch+ k. Cc

qa
Ec.8

q.™ = concentracion de A adsorbida cuando el sélido alcanza la saturacion
¢a = concentracion de A adsorbida en el sélido
Ca = concentracion de A no sorbida

kea = constante de equilibrio

—

ks

ea —

h
kd EC.9
ks = constante de equilibrio de sorcién

kd= constante de equilibrio de desorcion
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Tabla 5. Parametros del modelo multicomponente de Langmuir estimados para cada hidrocarburo

Hidrocarburo Ke (g mg?) Qa* (mg g”) r2
HXD 0.01 £ 0.007 73.61+9.86 0.84
PHE 14+£04 1.63+£0.11 0.97
PYR 2.3+0.5 1.35+0.11 0.93

Ke , constante de equilibrio de sorcion; Qa* capacidad maxima de sorcidn. Se expresa el valor obtenido para
cada parametro + DE.

Las constantes de equilibrio (kea) para los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PHE vy
PYR) son 100 veces mayor a la obtenida para el hidrocarburo alifatico ensayado (HXD) lo
que indica que tienden a sorberse con mayor facilidad que el HXD. Es decir, una vez que
el HXD se sorbe, facilmente se desorbe, lo contrario sucede con el PHE y el PYR. Lo
anterior podria deberse a interacciones fuertes entre los HAPs y la MO presente en el suelo,
dando como resultado una mayor afinidad por los sitios de sorcion.

Al analizar la capacidad maxima de sorcion (ga*) se observa que el suelo sorbe 70 veces
méas HXD que PHE y PYR esto podria deberse a la proporcion de la mezcla adicionada
(HXD, PHE y PYR 100:1:1). La capacidad maxima de sorcion de PHE y PYR fue de 1.63
+0.11y 1.35+ 0.11 mg g* de suelo respectivamente, no habiendo diferencia significativa
entre ambos (p<0.05). La capacidad de sorcion depende de las propiedades tanto del
hidrocarburo como del adsorbente (suelo), la concentracién del hidrocarburo en la fase
circundante y la temperatura (Mechlinska et al., 2009).

En la Tabla 3 de la seccion 1.5.1, se puede observar diferentes estudios de sorcion mediante
isotermas, la capacidad maxima de sorcion reportada para el PHE varia desde 1.2 ug g*
hasta 0.183 mg g de suelo, en el caso de PYR la capacidad maxima reportado varia desde
0.085 pg g* hasta 2.2 mg g* de suelo, como ya se menciond anteriormente ninguno de
estos estudios hace diferencia entre la cantidad total sorbida, la cantidad disponible y la

secuestrada.
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7.3.3 Balance de masa

Para estimar los fendmenos de sorcidn se realiz6 un balance de hidrocarburos que permitid
cuantificar la cantidad de hidrocarburo disponible (hidrocarburo adsorbido mediante
interacciones débiles, cuantificable mediante metodos fisicoquimicos) y la cantidad
secuestrada (hidrocarburo adsorbido atrapado por interacciones fuertes y en poros, no
cuantificable mediante métodos fisicoquimicos) (Figura 10). EI balance de hidrocarburos

se realiz, en cada punto de la cinética y de la isoterma de sorcion.

Disponible

Secuestrada

Figura 10. Fracciones que componen la cantidad sorbida de hidrocarburos en suelo.

A continuacion, se muestra como se obtuvo el balance de hidrocarburos obtenido en el
tiempo 0 h de la cinética de sorcion.

De acuerdo con el método realizado para la cinética de sorcion y la isoterma de sorcion
(seccion 6.8), las extracciones realizadas en la fase liquida y sélida permitieron obtener la
cantidad de hidrocarburos no sorbidos y disponibles, respectivamente (Tabla 6). La
cantidad disponible en el tiempo 0 h de la cinética fue de 6.78+ 0.89, 0.21 £ 0.02 y 0.07
0.01 mg g* de suelo para HXD, PHE y PYR, respectivamente.

Tabla 6. HCs no sorbido y sorbido tiempo 0 h. Valor promedio y DE.

_ No sorbido Sorbido disponible
T'?‘;f;po (mg g* de suelo) (mg g* de suelo)
HXD PHE PYR HXD PHE PYR

0 399.74+9.63 . 3.71+£0.07 .3.26+0.04 6.78+0.89 0.21+0.02 0.07£0.01

Mediante la ecuacién 10 se determind la cantidad total cuantificable obtenida mediante las
extracciones realizadas en ambas fases (Tabla 7), se observo que la cantidad total de HXD,

PHE y PYR cuantificable fue 1.03, 1.07 y 1.07 veces menor a la cantidad adicionada
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(p<0.05) (Tabla 8). Lo anterior indic6 un posible secuestro de HXD, PHE y PYR por parte

del suelo desde el tiempo cero.

Cuantificables = HC no sorbido + HC disponible EC. 10

Tabla 7. HCs cuantificables tiempo 0 h. VValor promedio y DE.

- R
Tiempo (h) Cuantificables (mg g™ de suelo)
HXD PHE PYR
0 406.52+9.67 3.92+0.08 3.33 £ 0.04

Tabla 8. Hidrocarburos adicionados para la cinética de sorcion. Valor promedio y DE.

Hidrocarburo | mg g* suelo

HXD 422.71+0.12

PHE 4.2 +0.09
PYR 3.62 +£0.03
Total 430.53 +0.15

Con base en lo anterior se estimé el secuestro con la ecuacion 11. La cantidad secuestrada
para HXD, PHE y PYR fue de 16.19 + 9.67, 0.28 + 0.12 y 0.29 + 0.05 mg g suelo

respectivamente (ver Tabla 9).

Secuestrado = HC adicionado — HC cuantificables EC.11

Tabla 9. HCs secuestrados en el tiempo 0 h. Valor promedio y DE.

Tiempo (h) SECUESTRADO (mg g! de suelo)
HXD PHE PYR
0 16.19 £ 9.67 0.28£0.12 0.29£0.05

Finalmente, se estimo la cantidad total de hidrocarburos sorbidos en el tiempo 0 h de la
cinética mediante la ecuacion 12. La cantidad sorbida de HXD, PHE y PYR fue de 22.97 +
9.67 mg de HXD g de suelo, 0.49+0.12 mg de PHE g* de suelo y 0.36 +0.05 mg de PYR

g! de suelo, a las 0 h de la cinética (ver Tabla 10).
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HC sorbido = HC secuestrado + HC disponible EC.12

Tabla 10. HCs sorbidos en el tiempo 0 h. VValor promedio y DE.

SORBIDO (mg g de suelo)
Tiempo (h)
HXD PHE PYR
0 2297+9.63 0.49+0.12 0.36 £0.05

Con base en lo anterior, el balance de hidrocarburos permitio estimar los fenémenos de
sorcion, permitiendo caracterizar el hidrocarburo adsorbido como disponible y secuestrado.
La sorcién inmediata y la presencia de secuestro en tiempo inicial de la cinética de sorcion
podrian deberse a la manera en que se adicionaron los hidrocarburos, inundando con la
MHC al suelo seco, permitiendo que estos interaccionaran de manera directa con la MO y
las arcillas presentes. Se ha demostrado que la humedad del suelo es un factor importante
en la sorcidn de los compuestos organicos. Kim et al., 2017 demostraron que la saturacion
de agua redujo la capacidad de sorcion del suelo seco aproximadamente un orden de
magnitud para HAPs (PHE y PYR). Lo anterior puede deberse a que el proceso de
saturacion de agua puede disminuir la hidrofobicidad de la materia orgénica del suelo al
modificar la conformacion molecular, exponiendo los grupos funcionales hidrofilicos,
ademas de reducir drasticamente la capacidad de sorcion de las superficies minerales ya
que el agua supera a los compuestos hidréfobos en las superficies minerales debido a la
fuerte polaridad de los minerales y el agua (Liu y Lee 2006).

7.4 Estimacion del secuestro de una MHC en suelo natural.

La cantidad de hidrocarburos secuestrados (hidrocarburo no cuantificable mediante
métodos fisicoquimicos), estimados mediante el balance de hidrocarburos (seccién 7.3.3),
en el tiempo 0 h y 12 h de la cinética de sorcion se muestra en la Figura 11.

Se observé que de la cantidad sorbida de HXD, PHE y PYR, la cantidad secuestrada en el
tempo 0 h aumento significativamente al tiempo 12 h, de 16.19 +9.67 mg g* de suelo a
58.06 +1.71 mg g* de suelo para HXD, de 0.29+0.12 mg g de suelo a 0.59 + 0.1mg g™* de
suelo para PHE y de 0.3 +0.051 a 1.10+0.05 mg g de suelo para PYR. Por lo anterior, el
secuestro de los tres hidrocarburos evaluados aumentd con el tiempo comportamiento que

podria deberse al mayor contacto de los hidrocarburos con el suelo permitiendo la adsorcion
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en microporos Yy la interaccién de MO vy arcillas presentes en estos. (Alexander, 2001; An
etal., 2017).

El secuestro observado en este estudio puede deberse a diversas hipotesis que se han
planteado sobre el secuestro de los compuestos organicos en el suelo (ver seccién 1.4). La
primera afirma que el contenido de MO esta estrechamente relacionado con el secuestro de
los hidrocarburos, debido a que la MO contiene diferentes grupos funcionales que pueden
interactuar con los contaminantes formando enlaces quimicos relativamente estables (An
etal., 2017).

La MO presente en el suelo suele contener componentes altamente aromaticos que pueden
formar enlaces tipo m —m, causando la sorcion irreversible (Zhu et al., 2004). Wang y
Zhang (2014), afirman que la presencia de compuesto aromaticos en la MO del suelo esta
estrechamente relacionada con la union de PHE debido a interacciones w-m entre los anillos
de PHE vy los restos aromaticos presentes en la MO. Con base en lo anterior y tomando en
cuenta que el suelo evaluado es rico en materia organica, podrian estar sucediendo
interacciones de este tipo entre la MO presente en el suelo y el PHE y PYR.

La segunda hipotesis planteada es el secuestro debido a la sorcion en arcillas presentes en
el suelo; Li y Gupta (1994), evaluaron la sorcion y desorcién de hidrocarburos (benceno,
tolueno y xileno) en tres tipos de arcillas caolinita, illitas y motmorillonita encontrando una
mayor sorcion en motmorillonita.

Comportamiento similar obtuvo Contreras en 2003, quien evalud la sorcién de PHE en
caolinta y motmorillonita. Una explicacién es que la montmorillonita es una arcilla
expandible 2: 1 con una gran area superficial (aproximadamente 800,000 m 2 kg™) mientras
que la illita es una arcilla no expandible 2:1 con un area superficial de 100 000 m 2 kg y
la caolinita es una arcilla 1: 1 no expandible y con areas superficial de 30 000 m? kg™

La tercera hipotesis es la sorcion en microporos (Cheng, Hu y Hu, 2012), el suelo evaluado
en este estudio contiene 23.4 % de arcillas que contienen microporos (<0.002 mm) y 50.8
de arena que contiene macroporos (>0.05 mm). Cui etal. (2011) observaron que la
desorcion de PYR evaluado en sedimentos es mas lenta en las particulas de arcilla que
arena.

Lo anterior puede deberse a que la difusién en los microporos de la arcilla es menor

comparada a la difusion en los macroporos de la arena posiblemente por impedimento
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estérico que se presentan cuando el didmetro de microporo es comparable con la dimension
de las moléculas difusoras. Ademas, el tamarfio de los microporos en minerales naturales no
es uniformes y presentan forma irregular, lo que puede complicar ain mas la desorcion de

las moléculas de los microporos.

Las hipdtesis antes mencionadas pueden darse de manera conjunta en el secuestro de los

hidrocarburos por lo cual se identifica como un fenémeno complejo.

Con base en lo anterior, el secuestro estimado en este estudio podria deberse a presencia de
MO con grupos aromaticos, arcillas como la motmorillonita y secuestro en microporos

resultando en una desorcidn irreversible de los hidrocarburos.
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Figura 11. Estimacion de secuestro y disponibilidad en tiempo Oh y 12 h de la cinética de sorcion. HXD (A), PHE
(B) y PYR (C). Secuestro (H), disponible () Los puntos representan el valor promedio de tres repeticiones
independientes y las barras la DE.
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Para determinar si la cantidad secuestrada es mayor o menor a la cantidad disponible se
realiz6 una comparacién mediante una prueba t con a igual a 0.05 (n=3) obteniendo lo
siguiente: En el tiempo de equilibrio de 12 h, la cantidad secuestrada de HXD y PYR es
significativamente mayor a la disponible (p<0.05), para HXD el secuestro fue de 58.06
+1.71 mg g* de suelo mientras que el disponible fue de 5.44+0.69 mg g de suelo, en el
caso del PYR la cantidad secuestrada y disponible fue de 1.10+0.05 mg g de suelo y
0.03+0.01 mg g de suelo respectivamente, en contraste con PHE, en donde la cantidad
secuestrada es igual a la disponible (p<0.05), 0.59 + 0.12 mg g™ de suelo y 0.68+0.021 mg
g de suelo respectivamente.

El secuestro de los hidrocarburos también se observo durante la isoterma de sorcion, en la
Tabla 11 se muestra la cantidad sorbida, disponible y secuestrada en el punto de saturacién
del suelo.

Se obtuvieron resultados similares a los de la cinética de sorcion en donde la cantidad
secuestrada de HXD y PYR es significativamente mayor (p<0.05) a la disponible. EI HXD
secuestrado y disponible fue de 52.84+10 mg g* de suelo y 5.14+2.17 mg g* de suelo
respectivamente, para el PYR el secuestro fue de 1.02+0.05 mg g de suelo y disponible
0.02+0.008 mg g de suelo. En contraste con el PHE en el que la cantidad disponible (0.73
+0.13 mg g™* de suelo) es igual (p<0.05) a la secuestrada (0.38 + 0.14 mg g* de suelo).
Con base en los resultados anteriores el hidrocarburo que mas se secuestra es el PYR debido

a que de la cantidad total sorbida el 98.07% se encuentra secuestrado

Tabla 11. Estimacion de secuestro y disponibilidad en la saturacion.

Sorbido Disponible Secuestrado

Hidrocarburo

mg g™ de suelo

HXD 57.98 +0.66 514 +2.17 52.84 +10
PHE 1.11 +0.07 0.73+0.19 0.38+0.17
PYR 1.04 +0.07 0.02 + 0.008 1.02 £ 0.05

Nuestras observaciones toman relevancia debido a que la cantidad secuestrada para los tres
hidrocarburos evaluados en la saturacion del suelo se encuentra por encima de los limites
méaximos permisibles en la NOM-138-SEMARNAT_SSA1-2012 para HAPs, siendo de
52,840, 380 y 1,020 mg kg™ de suelo para HXD, PHE y PYR respectivamente.
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Considerando que los hidrocarburos que conforman la mezcla HXD, PHE y PYR tienen 16,
14 y 20 &tomos de carbono la mezcla entra en la clasificacion de fraccién media, por lo
anterior, la cantidad total de los hidrocarburos secuestrados en el suelo (54,240 mg kg* de
suelo) se encuentra por encima de los limites maximos permisible para mezcla de
hidrocarburos establecidos en la NOM-138-SEMARNAT_SSA1-2012. Resultados

similares se obtuvieron en la cinética de sorcion.

Con base en lo anterior, suelos que ya han sido biorremediados y diagnosticados como sitios
libres de contaminacion bajo lo establecido por la NOM-138-SEMARNAT_SSA1-2012
resultan en un diagnostico erréneo debido a que no se considera el secuestro y su posible

liberacion al medio ambiente.

En algunos reportes recientes (An et al., 2017) se menciona que el secuestro pudiera ser
temporal por cambios en el entorno que podrian provocar que los hidrocarburos sean
liberados al medio ambiente, provocando dafios a los organismos, incluyendo a los seres
humanos. La temperatura ambiente puede cambiar el estado de los contaminantes
(Lamichhane, Bal Krishna y Sarukkalige, 2016); por ejemplo, se ha demostrado que las
tasas de desorcién de PHE y PYR aumentaron significativamente al incrementar la
temperatura de 7°C a 23°C (Enell et al., 2005), trabajos similares (Hiller, Jurkovi¢ y Bartal,
2008) observaron una disminucion en la sorcion de PHE y PYR en un 20.9 y 32.4%
respectivamente, al incrementar la temperatura de 4 a 27 °C, debido a que la solubilidad de

ambos HAPs incrementa favoreciendo la desorcién.

El cambio de pH en el suelo es otro factor que podria provocar la liberacion de los
contaminantes. Tian et al. (2015) demostraron que la disminucién en el pH favorece la
desorcion de PHE, evaluaron pH de 2.3 a 6.6 encontrando desorciones de 2.79 mg y 0.68
mg respectivamente. EI pH afecta el grado de capacidad de adsorcién debido a la
distribucion de la carga superficial del adsorbente, variando el grado de adsorcion de

acuerdo con los grupos funcionales de adsorbato.

7.5 Biodisponibilidad de una MHC en suelo natural.

Diversas investigaciones han demostrado que la adicién de moléculas con actividad
surfactante favorece la biodisponibilidad de hidrocarburos en suelos y que el uso de

biosurfactantes tiene ventajas sobre los surfactantes quimicos.
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Las perspectivas para el uso de biosurfactantes en la remediacion del suelo dependen de la
capacidad de estos compuestos para mejorar la desorcion y la disolucion de los
contaminantes. Estos factores pueden estar relacionados dado que la desorcion, la
disolucidn o el transporte mejorado pueden aumentar la biodisponibilidad del contaminante.
Por lo anterior en este trabajo se utilizd un surfactante quimico Tween 80 y un
biosurfactante producido por Acinetobacter bouvetii UAM25 con la finalidad de lograr la
desorcion de los hidrocarburos secuestrados y de esta manera favorecer la disponibilidad
resultado en el aumento de la biodisponibilidad.

En la Tabla 12 se muestra la cantidad sorbida de HXD, PHE y PYR en la saturacién, del
suelo, asi como la cantidad disponible y secuestrada. A partir de la cantidad sorbida de HXD
en la saturacion se logré desorber 4.32 + 0.85% y 46.43 + 1.88% con la concentracion de
150 y 225 mg L™! de Tween 80, 4.4 y 47.37 veces mas que el testigo (ver Tabla 12). Para el
PHE se logr6 desorber 10.48 +0.79 'y 12.75 + 3.73 % con 150 y 225 mg L™* de Tween 80,
1.9 y 2.3 veces mas en comparacion con el testigo, por altimo, en el caso de PYR la
desorcion fue 1.8 y 4.8 veces mas que el testigo, alcanzando 4.38 £ 1.7 y 11.53+ 0.05% de
desorcion con 150 y 225 mg L™ de Tween 80.

Con base en lo anterior, el Tween 80 con la concentracion de 225 mg L fue capaz de
aumentar la disponibilidad del HXD debido a que no sélo desorbi6 el 100% de la cantidad
disponible si no también 36.59 % del HXD secuestrado; no asi con 150 mg L de tween 80
que desorbid sélo 37.69 % de la cantidad disponible.

En el caso de PHE con ninguna de las dos concentraciones evaluadas se favorece la
disponibilidad, ya que la desorcion en ambas concentraciones no fue significativamente
diferente (p<0.05) y s6lo se desorbi6 7.72 y 11.17% de la cantidad disponible.

Para el PYR se logré aumentar la disponibilidad con ambas concentraciones de Tween 80,
desorbiendo 1.26% y 8.41% de la cantidad secuestrada con 150 y 225 mg L™ de Tween 80.
Los resultados antes mencionados concuerdan con las constantes de equilibrio obtenidas
mediante el modelo multicomponente de Langmuir (seccion 7.3.3.1) debido a que el
hidrocarburo que se desorbio con mayor facilidad en presencia de surfactante fue el HXD
en contraste con los HAPs evaluados.

Con base en lo anterior, el Tween 80 es capaz de liberar HXD y PYR del suelo, sin embargo,

la cantidad de secuestro presente después del tratamiento con Tween 80, 19,277.2 mg Kg*
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para HXD y 934.2 mg Kg* de PYR con 225 mg L™ de Tween 80, sigue estando por encima
de los limites maximos permisibles por la NOM-138-SEMARNAT/SSAI-2012 (Ver

seccion 1.3).

Tabla 12. Evaluacion del aumento en la biodisponibilidad de la MHC en suelo natural, cada valor representa el
promedio de tres repeticiones y DE.

HXD PHE PYR
Tratamiento DESORBIDO %
BLANCO 0.98 + 0.23 5.4+2.2 1.2+0.2
150 mg L™* 4.32 +0.85 10.48 +0.79 438+17
TWEEN 80

225 mg Lt 46.43 + 1.88 12.75+3.73  11.53+0.05
BS 150 mg L* 0.64 + 0.06 4.05 + 0.37 1.89 + 0.84

225 mg L™ 0.76 £ 0.18 3.92+0.08 1.65+0.6

Se ha demostrado que Tween 80 libera de manera eficiente hidrocarburos ligados al suelo;
sin embargo, diversos autores mencionan que se necesitan cantidades por arriba de la CMC
para lograr la desorcion (Makkar y Rockne, 2003).

Pinto y Moore (2000), evaluaron la liberacion de HAPs en cuatro suelos mediante Tween
80 encontrando que s6lo concentraciones altas (1,000 x CMC) lograron liberar 69% del
PHE enlazado al suelo envejecido, en contraste con este estudio en el cual solo se logr6
12.75% de desorcion lo anterior podria deberse a la concentracion de Tween 80 evaluada
fue 67 veces mas baja.

En contraste, con los resultados obtenidos para el surfactante sintético, el biosurfactante
producido por Acinetobacter bouvetii UAM25 logréd desorber 7.2%, 8.5% del HXD
disponible con 150 mg L y 225 mg L™ respectivamente, en el caso de PHE logro desorber
6.15 y 5.96% de la cantidad disponible, por ultimo para el PYR resorbi6 98.4 y 85.9% de
la cantidad disponible, los resultados antes mencionados no son significativamente
diferentes a lo obtenido en el testigo (p<0.05).

Por lo anterior bajo las condiciones evaluadas, el biosurfactante producido por
Acinetobacter bouvetii UAM25 no fue capaz de aumentar la disponibilidad por lo tanto la
biodisponibilidad no se vera favorecida para estudios de biorremediacion. Van Dyke et al.
(1993) evaluaron la recuperacion de contaminantes hidrofobicos de suelo mediante el
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biosurfactante producido por Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 obteniendo 41.9 % de
desorcién de la cantidad total agregada al suelo. Sin embargo, este estudio no tomé en
cuenta la cantidad disponible y secuestrada por lo tanto queda incertidumbre si la

recuperacion del suelo puedo deberse a la cantidad disponible o secuestrada.
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8 Conclusiones.

Los hidrocarburos aromaéticos policiclicos (PHE y PYR) presentaron una mayor
tendencia a la sorcion en el suelo estudiado con respecto al hidrocarburo alifatico

(HXD).

Los hidrocarburos secuestrados durante la cinética de sorcién y la isoterma de
sorcion rebasan los limites maximos permisibles por la NOM-138-

SEMARNAT_SSA1-2012 para los tres hidrocarburos evaluados y en mezcla.

Se demostré que la cantidad total sorbida de hidrocarburos en el suelo se encuentra

en dos formas: disponible y secuestrada

El secuestro es un fenémeno que se debe tomar en cuenta en la limpieza de los sitios
contaminados con hidrocarburos de lo contrario se puede llegar a diagnosticos

erréneos sobre la limpieza de estos.

El biosurfactante sintético evaluado fue capaz de aumentar la biodisponibilidad de

HXDy PYR.

Bajo las condiciones evaluadas el biosurfactante producido por A.bouvetii UAM25

no fue capaz de aumentar la biodisponibilidad de los hidrocarburos evaluados.
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9 Perspectivas.

Se demostro el secuestro de los tres hidrocarburos que conforman la mezcla; sin embargo,
para demostrar que las hipotesis planteadas son responsables de este fendmeno es necesaria
la caracterizacion de la MO, la arcilla y el tamafio de poro, que permitiran indagar sobre las
interacciones que se puedan estar dando entre éstas y los hidrocarburos.

Una vez conocidas las propiedades del suelo se plantea eliminar la MO del suelo y evaluar
la sorcion, eliminar las arcillas y evaluar sorcién, separar las arcillas y evaluar la sorcién en
arcillas con la finalidad de determinar qué factor es el que influye més en secuestro de los
hidrocarburos.

En el caso de la biodisponibilidad se debe investigar sobre las posibles interacciones que se
den entre el surfactante y el suelo ya que se podria estar dando una sorcion impidiendo la
desorcion de los hidrocarburos.

También se plantea evaluar la posible desorcion de la cantidad secuestrada a cambios de
pH, temperatura y determinar si una vez liberados del suelo éste conserva su vocacion
original y sus propiedades como la fertilidad. Lo anterior podria evaluarse mediante el
crecimiento de plantas de uso comestible antes y después de la liberacion de los

hidrocarburos secuestrados y con esto demostrar el efecto del secuestro sobre la fertilidad.
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ANEXO A

Biosurfactante producido por Acinetobacter bouvetii UAM25

Se obtuvieron dos lotes del biosurfactante producido por Acinetobacter bouvetii UAM25
(Figura 12), ambos lotes se centrifugaron y el sobrenadante libre se células se esterilizd y
se le determino la actividad emulsificante como medida indirecta de la produccion, en la
tabla 13 se observa la actividad obtenida para el sobrenadante antes de esterilizar y
esterilizado, el lote B aumento significativamente la actividad emulsificante por lo tanto se
eligié para el aumento de la biodisponibilidad (seccién 7.5).

Tabla 13. Actividad emulsificante del biosurfactante producido por Acinetobacter bouvetii UAM25 no esterilizado
y esterilizado y DE.

AE (UE mL™)
REACTOR
No esterilizado|Esterilizado
A 1475+48 (16.21+4.9
B 24.82 +0.77 |32.24 +0.22

Figura 12. Lotes obtenidos del biosurfactante producido por Acinetobacter bouvetii UAM25.
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