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Resumen

RESUMEN

La degradacién de hidrocarburos por microorganismos nativos representa uno de los
principales mecanismos por los cuales estos contaminantes son eliminados del ambiente. Sin
embargo, debido a su baja biodisponibilidad, las tasas de degradacién de hidrocarburos en
suelos suelen ser bajas. La baja biodisponibilidad de los hidrocarburos se atribuye
principalmente a su baja solubilidad y su adsorcién irreversible en la materia organica del
suelo.

En este trabajo se estudié la estimulacion de la poblacién microbiana mediante la
adicién de tolueno en fase gaseosa como una fuente de carbono complementaria mas
facilmente asimilable en el tratamiento de suelo contaminado con hidrocarburos. Las
poblaciones probadas fueron un consorcio bacteriano y el hongo T. versicolor ambas fueron
preadaptadas al consumo de tolueno y fenantreno. Para el tratamiento de hidrocarburos de
petréleo se utilizé la poblacién nativa de los suelos.

Dos tipos de suelos contaminados fueron estudiados. Un sistema modelo de suelo
contaminado artificialmente con 1000 mg de fenantreno por kg de suelo seco. Muestras de
suelo contaminado con 40,000 mg/kgss de hidrocarburos totales de petréleo (HTP)
provenientes de una refineria en el estado de Tamaulipas. Los suelos fueron tratados en
columnas de vidrio de 0.5 L. Ambos suelos se utilizaron en mezcla con vermiculita como
agente abultante inerte en una relacién de peso humedo de 80:20. Las columnas fueron
alimentadas con corrientes de aire hiUmedo que contenian cargas de tolueno de 1 g/m3reactor/h
y 2.3 g/M3reactor/h para el tratamiento de fenantreno y de HTP, respectivamente.

La solubilidad del tolueno es un orden de magnitud mayor que la del fenantreno, por
lo que puede aportar carbono para el crecimiento y mantenimiento de las poblaciones
microbianas. Por otro lado, dada su estructura quimica de ambos compuestos, algunas
enzimas producidas en la degradacion de tolueno podrian estar involucradas en la

degradacién del fenantreno y de algunos de los intermediarios.




Resumen

En el tratamiento de suelo contaminado con fenantreno, en 190 h, se obtuvieron
eficiencias de eliminacién de 100% para tolueno y mas de 95% para fenantreno. Mientras que
la mineralizacién de fenantreno se vio incrementada de 39% a 86% con la adicion de tolueno
como cosubstrato gaseoso. En el tratamiento sin tolueno se observé la acumulacién (40% del
carbono inicial) de &cido ftalico, un metabolito soluble producto de la degradaciéon de
fenantreno. Experimentos en microcosmos, mostraron que la mineralizaciéon de &cido ftalico
se incrementé de 20% a 80% en 45 h debido al consumo de tolueno. Experimentos en
microcosmos con 14C-fenantreno confirmaron los resultados observados en las columnas. Se
encontré una mineralizacidon de 4C-fenantreno de 81% y 42% en 385 h en el suelo tratado
con y sin tolueno, respectivamente. También se observé un incremento de 14C en la fase
liguida, confirmando la acumulacién de intermediarios altamente solubles.

En el caso del suelo contaminado con HTP, se obtuvo una eliminacion total de 99% del
tolueno alimentado durante 98 dias. En este periodo, la degradacion total de HTP fue de 35%
y 38% Yy su mineralizacion de 20% y 40% para las columnas control (sin tolueno) y tratados
con tolueno, respectivamente.

En experimentos realizados con muestras finales de suelo tratado con y sin tolueno
que consistieron en medir la respiracion enddgena, se observé una mayor produccion de CO2
de la poblacién establecida en el tratamiento con tolueno. Estos resultados sugieren que las
tasas de consumo mas rapidas y la mineralizacién incrementada con el consumo simultaneo
de tolueno pueden ser atribuidas a una mayor concentracion de biomasa o al establecimiento
de una biomasa mas activa. La acumulacion &cido ftalico, en el tratamiento de fenantreno sin
la adicién de tolueno, indica que el incremento en la mineralizacion puede deberse también a
la activacion de enzimas capaces de degradar los intermediarios cuando se adicion6 tolueno.

Los resultados indican que la adicion de un cosubstrato gaseoso adecuado puede ser
una estrategia para mejorar la mineralizacién de hidrocarburos en suelo. La adicién de
cosubstratos gaseosos a suelos contaminados, a través de un sistema de venteo, tiene las
ventajas de permitir la alimentacién de muy bajas concentraciones de manera homogénea en
la matriz del suelo y de asegurar la eliminacion completa del cosusbtrato.

Se plantea un modelo matematico que permite describir el efecto del tolueno como
cosubstrato gaseoso sobre la biodegradacion de fenantreno y acido ftalico (intermediario

acumulado).




Introduccién

INTRODUCCION

Uno de los principales problemas que enfrenta la sociedad moderna es el
deterioro y agotamiento de los recursos naturales. Los ecosistemas se ven alterados
por una gran cantidad de sustancias quimicas toxicas generadas por diversas
actividades industriales, de servicios, domésticas, urbanas y agricolas.

En México, el deterioro en los recursos naturales y los problemas de salud que
conllevan, han obligado a las autoridades a tomar algunas politicas al respecto. Estas
incluyen, medidas preventivas para el cuidado de los ecosistemas y normas para
regular que la emisidon de contaminantes y su incorporaciéon al medio natural se rija
por la capacidad de éste uUltimo para absorberlos y neutralizarlos. Sin embargo,
durante décadas enteras la ausencia de politicas ambientales permitieron la
produccion y utilizacién de sustancias cuyas consecuencias adversas potenciales no
fueron comprendidas hasta mucho tiempo después, tal es el caso de muchos
pesticidas que actualmente se encuentran en desuso. Por lo que, muchas de esas
sustancias aun permanecen y permaneceran por largo tiempo en el ambiente
constituyendo un riesgo para las poblaciones en contacto con ellas.

Es dificil precisar una definicion de contaminante, se considera gque son
aquellos que causan abatimiento o la muerte de flora y fauna, impiden el uso del
agua en industrias o ciudades y deterioran el medio ambiente, incluyendo el paisaje
(Jiménez Cisneros, 2001). Los contaminantes por su origen, pueden ser clasificados
en naturales y antropogénicos, es decir, los que son generados sin la intervencion del
hombre y los que se derivan de las actividades humanas.

Los hidrocarburos son compuestos ubicuos por lo que son considerados
contaminantes naturales. Sin embargo, debido al creciente uso de combustibles
fosiles en las actividades productivas, se vierten grandes cantidades de estos
compuestos en agua, tierra y aire. Debido a sus caracteristicas de explosividad y
toxicidad los hidrocarburos aromaticos son clasificados como residuos peligrosos.

A pesar de gue actualmente los procesos con conciencia ambiental estan
siendo impulsados, los tratamientos de restauraciéon alin son necesarios y su estudio

y mejoramiento son de amplio interés cientifico y ecoldgico.
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Dentro de los tratamientos de restauracién, los biolégicos han demostrado ser
efectivos y viables para la eliminacién y control de contaminantes organicos. En este
trabajo se estudié el efecto de un cosubstrato gaseoso en el tratamiento de suelos

contaminados con hidrocarburos.
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I. ANTECEDENTES

1.1. Contaminacion ambiental

En México, la Ley General para el Equilibrio Ecoldgico y Proteccion al
Ambiente, LGEEPA, (DOF, 1988) dice que: "Se entiende por contaminacion la
presencia en el ambiente de uno o mas contaminantes (materia o energia) o de
cualquier combinacion de ellos que cause desequilibrio ecoldgico".

En el caso del agua se consideran contaminantes a los metales, cloruros,
silicio, flaor, cianuros, sulfuros, sulfitos, sulfatos, materia organica y presencia de
bacterias. Otro tipo de contaminantes son los detergentes, moléculas radioactivas,
hidrocarburos, bifenilos policlorados, plaguicidas, fenoles, etc. Dependiendo del uso
al que sea destinada, las concentraciones permisibles en agua de estos compuestos
pueden variar. Por ejemplo, algunos de estos compuestos son necesarios para la vida
acuatica, sin embargo por arriba de ciertas concentraciones resultan téxicas.

Para el aire, una definicién de contaminacién, es la que da la Norma francesa
AFX43-001 (Jiménez-Cisneros, 2001) que dice: "Es la presencia de impurezas en el
aire que pueden provocar perjuicio notable en la salud, la comodidad o los bienes
humanos. Esta contaminacién puede deberse a gases, vapores, particulas sélidas o
liguidas e incluso radiaciones". Entre los principales contaminantes del aire se
encuentran las particulas, especialmente las particulas menores a 10 pm, que
afectan seriamente las vias respiratorias (Amador-Mufioz y col., 2001); gases Yy
vapores de compuestos organicos e inorganicos volatiles que incluyen gases de
combustién (excluyendo el COy) y otros como el H2S, CSz, NOx, NH3, etc.

En México, y especialmente en la zona metropolitana del valle de México
(ZMVM) algunos de los contaminantes mas abundantes emitidos al aire son propano,
n- butano, tolueno, i-butano, i-pentano, acetileno, etileno, xileno, 2- metil pentano, n-
hexano, terbutil-metil-éter (MTBE) y benceno (Arriaga y col., 1994).

Otro problema importante de contaminacién es la generacion de residuos
solidos industriales y municipales, la LGEEPA define residuo como "cualquier

material generado en los procesos de extraccidon, beneficio, transformacion,
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produccion, consumo, utilizacion, control o tratamiento cuya calidad no permita
usarlo nuevamente en el proceso que lo generd". Algunos de estos residuos por sus
caracteristicas corrosivas, reactivas, explosivas, téxicas, inflamables o biolégico-
infecciosas son clasificados como residuos peligrosos ya que representan un peligro
para la salud y el equilibrio ecolégico, por lo tanto estos residuos deben ser
manejados y dispuestos de manera especial.

Entre los principales residuos peligrosos generados en México se encuentran
los solventes, aceites, grasas, pinturas, lacas, soldaduras (Pb-Sn), resinas, residuos
acidos y alcalinos, productos petroleros, metales pesados, adhesivos, fredn, lodos,
tintas, plasticos, etc. (Jiménez Cisneros, 2001).

En la ZMVM se estima que las emisiones anuales de contaminantes al aire son
mayores a 3 millones de toneladas, el 85% proviene de los vehiculos, el 10% de las
industrias y los servicios y el 5% de contaminacién natural por suelos y vegetacion
(INE-CENICA-JICA, 1997). Segun el anuario estadistico de la SEMARNAT
(SEMARNAT, 2001) del total de la superficie continental del pais (1,959,248 km?2) el
64% esta afectada por algun tipo de contaminacién y el 1.5% por contaminacion

quimica.

1.1.1. Contaminacion con hidrocarburos

Debido a que el petréleo se ha encontrado en los océanos y la atmdsfera desde
largos periodos de tiempo geoldgico, los hidrocarburos son contaminantes naturales
del ambiente (Connell, 1997). Por otro lado, las actividades relacionadas con los
combustibles derivados del petroleo, tales como, la extracciéon, el refinamiento, el
transporte y su consumo, contribuyen de manera importante a la contaminacién por
hidrocarburos, tanto por la cantidad de contaminantes vertidos como por su
toxicidad.

En México, en la segunda parte de la década de los 70’'s, la petroquimica
basica se convirtié en la actividad con mayor contribucién a la contaminacién. La
produccion de fibras sintéticas, resinas, fertilizantes, plasticos, pinturas, pigmentos y
gases industriales pasaron a ser las actividades mas relevantes por su impacto

potencial al ambiente (Jiménez Cisneros, 2001). México es el noveno pais con mas
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reservas probadas de petréleo crudo en el mundo, con 25,425 millones de barriles.
PEMEX produce diariamente un total de 3,583,000 de barriles de petréleo crudo
(promedio hasta agosto 2002) (PEMEX, 2001b). Segun el informe 2002 de las
auditorias ambientales de la Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente
(PROFEPA, 2002), en las instalaciones de PEMEX ocurrieron el 57% de las
emergencias ambientales que se presentaron a nivel nacional con materiales
peligrosos durante el periodo de 1997 al 2001. Segun el mismo informe, los
principales eventos de emergencia ambiental presentados durante dicho periodo
fueron los derrames y fugas de compuestos como petroleo crudo, combustdleo, diesel,
gasolina, turbosina, gas natural y amoniaco. En las instalaciones de PEMEX de los
estados de Veracruz, Tabasco y Campeche ocurrieron el 88% de dichas emergencias
ambientales. El informe de seguridad, salud y medio ambiente de PEMEX 2001,
reporta que PEMEX generé un total de 1,250,507 toneladas de emisiones y descargas
de los cuales 76.75% fueron emitidas al aire, 0.34% fueron descargadas en agua,
22.27% generaron residuos peligrosos y 0.64% fueron generadas en fugas y derrames
de hidrocarburos (PEMEX, 2001a). La Tabla 1.1 presenta un desglose de las fugas y

derrames reportados en dicho periodo.

Tabla 1.1. Distribuciéon de derrames y fugas de hidrocarburos 2

Derrames de hidrocarburos Fugas de hidrocarburos
Mar Tierra Aire
NGmero Volur_nen NGmero Volur_nen NGmero Cantidade
(barriles) (barriles) (toneladas
56 381 470 57653 723 90

3(PEMEX, 2001a).

Aunque PEMEX ha obtenido 50 certificados de industria limpia, estas medidas
son de reciente aplicacidon, después de 1988 afio en que se aprobd la LGEEPA.
Especificamente para la generacion de sustancias tdxicas existe la Norma Oficial
Mexicana NOM-052-ECOL-1993 (DOF, 1993) que establece las caracteristicas de
dichos residuos peligrosos asi como los criterios de toxicidad para clasificar a un
residuo como peligroso. Mientras que, la norma oficial mexicana NOM-117-ECOL-

1998 (DOF, 1998), establece las especificaciones de proteccion ambiental para la
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instalacién y mantenimiento mayor de los sistemas para el transporte y distribucion
de hidrocarburos y petroquimicos en estado liquido y gaseoso, que se realicen en
derechos de via terrestres existentes, ubicados en zonas agricolas, ganaderas y

eriales.

1.1.2. Contaminacion con hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP)

La familia de los HAP consiste en moléculas que contienen carbono e hidrégeno
Unicamente, generalmente son soélidos. Estan formados por 2 o mas anillos
aromaticos. Los HAP son particularmente considerados como contaminantes
comunes de sedimentos y suelos.

La formaciéon de HAP se lleva a cabo en atmodsferas donde prevalecen las
condiciones de oxigeno insuficientes para la combustién, la cantidad de HAP formada
depende de la temperatura y de la naturaleza del material organico quemado. Sin
embargo, sin importar el tipo de material, a temperaturas definidas se forma
proporciones similares de HAP. También provienen de la formacion geolégica de los
combustibles fosiles. En la combustion del petroleo y carbon algunos HAP son
liberados sin cambios en emisiones y algunos son transformados en otros HAP. Los
mecanismos de formaciéon durante la combustién incompleta de materia organica han
sido ampliamente estudiados. Dos reacciones estan involucradas, la pirdlisis y la
pirosintesis. A altas temperaturas, los compuestos organicos son parcialmente
fragmentados a moléculas mas pequefias e inestables liberando energia (pirdlisis).
Estos fragmentos, principalmente radicales, se recombinan para formar
hidrocarburos aromaticos que son moléculas mas grandes y relativamente estables
(pirosintesis) (Kanaly y Harayama, 2000).

La presencia de HAP en aguas superficiales indica la presencia de una fuente
de contaminacién (generalmente puntual) ya que, dada su baja solubilidad y su
afinidad a quedarse adsorbidas en las particulas suspendidas, las concentraciones de
HAP en agua no son altas. El nivel de HAP en aguas no contaminadas esta en un
rango de O a 5 ng/L. En agua potable, los HAP mas comuUnmente detectados son
fluorantreno, fenantreno, pireno y antraceno, siendo el mas persistente el

fluorantreno (OMS, 1998). La principal fuente de contaminacion del agua potable con
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HAP son los recubrimientos utilizados contra la corrosion en las tuberias de
distribucién. Sin embargo, en algunos rios localizados lejos de puntos altamente
industrializados se han detectado concentraciones de hasta 50 ng/L. Estas
concentraciones han sido atribuidas a la abrasién y lixiviado de la capa de alquitran
que es utilizada periédicamente para prevenir la corrosion de embarcaciones. El
lixiviado de los HAP de suelos contaminados a aguas subterrAneas no es
considerable, debido a que los compuestos permanecen preferentemente adsorbidos
en la materia organica del suelo. Sin embargo, en suelos altamente contaminados, los
HAP pueden alcanzar las aguas superficiales, encontrandose concentraciones de
hasta 10 ug/L.

Los HAP también se encuentran asociados a las particulas suspendidas
menores a 10 nmm que son de los principales indicadores de la contaminacion
atmosférica. Los HAP se encuentran en los aerosoles atmosféricos en fase vapor (HAP
con dos anillos), en fase vapor-particula (tres y cuatro anillos) y en la fase particulada
(HAP con cinco o mas anillos) (Amador-Mufioz y col., 2001). En ausencia de industria
u otras fuentes de contaminacion, los HAP en la atmésfera son emitidos por la
calefaccion residencial y el trafico vehicular. Concentraciones elevadas de HAP
(flourantreno, benzo[b]fluorantreno, pireno, indeno[1,2,3-cd]pireno y fenantreno) han
sido observadas en agua de lluvia y especialmente en nieve y niebla (OMS, 1998).
Esto es resultado probablemente de la adsorcion de los compuestos en las particulas
suspendidas en el aire, que son finamente depositadas durante las precipitaciones
pluviales.

La industrializacién creciente de la sociedad y el amplio uso de los
combustibles derivados del petroleo han provocado un incremento en la presencia
ambiental de los HAP. Algunas fuentes antropogénicas de HAP son la combustién de
carboén, las centrales eléctricas, quemadores abiertos, los gases de combustion de los
automoviles, algunos procesos industriales y las actividades de extraccion,
transformacién, transporte y combustibn de combustibles fésiles. En paises
desarrollados, la calefaccion residencial y el trafico de vehiculos son las principales

fuentes emisoras de HAP al aire ambiental. Mientras que, para el aire en interiores, el
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humo del cigarro es la principal fuente de HAP. La Tabla 1.2 muestra las principales
fuentes y mecanismos de transporte de HAP en el ambiente.

En general, los HAP son lipofilicos y poseen muy bajas solubilidades en agua.
La Tabla 1.3 presenta algunos de los HAP con interés ambiental mas comunes y
algunas de sus caracteristicas. Como es de esperarse con el aumento del peso
molecular y del tamafio de la molécula, la solubilidad y la presién de vapor
disminuyen. El coeficiente de particion octanol-agua (Kow) mide la tendencia de un
compuesto a disolverse en la grasa de la biota y otras sustancias lipidas tales como

acidos humicos en suelos y sedimentos.

Tabla 1.2. Principales fuentes y mecanismos de transporte de HAP en el ambiente 2

- Filtraciéon natural de petréleo. - Emisiones de automoviles.

- Desechos de refinerias y almacenaje de - Desechos del procesamiento del carbon y
petréleo. alquitran de hulla.

- Desechos de cresota y otros conservadores - Combustién de combustibles fésiles
madera. (gasolina, queroseno, carbén, diesel)

- Derrames accidentales en tanques y - Lluvia de cenizas y particulas atmosférics
contenedores de transporte de petroleo.

- Descargas de aguas municipales. - Alimentos ahumados, al carbén o fritos.

- Humo de cigarros y tabaco. - Incendios forestales.

- Actividades de recreacién y comerciales en - Procesos de gasificacion y licuefaccién de
botes. hulla.

- Desechos de incineradores. - Lodos del drenaje urbano y rural.

- Efluentes de la industria petroquimica.

#(Cerniglia, 1992).

Como regla general, se puede decir que la persistencia de HAP incrementa con
el aumento del tamafio de la molécula, por ejemplo, el benzopireno en un sistema
acuoso se degrada mucho mas lento que el naftaleno (Connell, 1997). Los HAP,
guimicamente, son relativamente estables, pero son solubles en lipidos y la
exposicidn constante o intermitente a estas sustancias lipofilicas puede resultar en su
acumulacion en algunos organismos. Para ser eliminados los HAP deben ser
convertidos en sustancias mas polares, ya sea por la oxigenacion directa o
combinacion con otros ligandos organicos.

Muchos de los HAP han demostrado ser fuertes agentes cancerigenos, la
primera evidencia directa de su relacién con el cancer fue documentada en los afios

30's. El benzo[a]pireno esta clasificado como uno de los compuestos cancerigenos

10
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mas potentes conocidos. Dada su peligrosidad, es de interés primordial el estudio del
tratamiento de los HAP cuando se encuentran contaminando los suelos (Connell,

1997).

Tabla 1.3. HAP con interés ambiental y algunas de sus propiedades fisicoquimicas

Concentraci6

HAP Estructur Peso Log Kow Solubilidad Ambiental b
Molecule (mg/Luz0)2
(ng/m?)
Naftaleno ‘O 128.2 3.36 31.794 0.05-0-35
CioHs
Acenafteno ' 154.2 3.92 39.321 0.1-6
Ci2H10
P
Fenantreno - 178.2 4.57 1.292 0.04-25
C14H10
=
Antraceno @e ) 178.2 4.54 7.306 x 102 0.07-6.15
Ci14H10 z
Fluorantreno O 202.3 4.90 2 610 x 101 0.1-41
CieH1o0 O‘
X
- (¢
Pireno % 202.3 5.18 1.351 x 10-1 0.1-35
CieH1o0 O‘
4
Benzoantracer S 2983 561 1.402 x 102 0.5-22
CisHiz OO
Z
Benzopireno 252 3 6.04 3.810 x 10-3 0.1-75

C2oH12

.
<

11
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Perileno

253.3 6.04 4.027 x 104 0.1-5
C2oH12

Coroneno “ N 2004 6.90 1.403 x 104 0.2-48

C24H 12 O‘

&(Connell, 1997).
P (US-National Research Council, 1983)

1.1.2.1. Exposicion a los HAP y efectos en la salud

Dos tipos de riesgos fundamentales pueden asociarse a la existencia de sitios
contaminados por HAP:
Agquellos que resultan de la exposicion de la poblacibn humana a los
contaminantes, y

Aguellos que resultan de la exposicion de los ecosistemas naturales.

Debido a que los HAP en la naturaleza se encuentran en mezclas, en general,
no se habla de exposicion ambiental o laboral a un compuesto en particular sino de
exposicién a un grupo de HAP. Se considera que las principales rutas de exposicion a
HAP para una poblacion son via su inhalacién del ambiente y su ingesta via los
alimentos.

Un reporte de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1998) relaciona un
aumento en la tasa de mortalidad por cancer de pulmén con la exposicion a HAP
debido a la quema de carbdn sin ventilacién. Mientras que para una serie de
actividades tales como, gasificacion de carbdén, cocina con carbdén, plantas de
produccion de aluminio, actividades relacionadas con asfalto, hornos de carbén, y
emisiones de diesel, la OMS concluye gue si bien no fue posible establecer su relacion
directa con aumento en el desarrollo de cancer de pulmoén, existe un riesgo
incrementado debido, por lo menos en parte, a los HAP.

Los HAP han sido detectados en vegetales frescos, frutas y cereales como

resultado del arrastre de HAP en el aire, particularmente en las zonas industriales o
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en areas con mucho trafico. Los HAP también han sido encontrados en mejillones,
caracoles y pescados de aguas contaminadas. También se encuentran en niveles
elevados en aceites vegetales y margarinas, formados probablemente durante el
procesamiento. Los HAP se forman también durante algunos métodos de preparacion
de alimentos, tales como, asados, hervidos, rostizados, fritos o cocidos al carbén. Los
niveles mas altos son detectados en carnes y pescados ahumados o asados, alrededor
de 200 pg/kg. En paises en vias de desarrollo, donde el uso de hornos de carbdén
abiertos es mas frecuente para calentamiento y coccion de alimentos, se puede
incrementar la exposicién a los HAP.

Dependiendo de la cultura, la variedad de las dietas y métodos de preparacion,
la ingesta de HAP puede variar en cada pais. Se considera que los principales
alimentos que contribuyen a la ingesta de HAP son los cereales, aceites y grasas. Los
aceites y grasas tienen niveles individuales mas altos de HAP, mientras que los
cereales, aunque nunca contienen altos niveles de un solo HAP, es el principal
contribuyente en peso, de la ingesta total en la dieta. Las carnes y pescados
ahumados, aungque contienen niveles mas altos de HAP, contribuyen en menor
proporcion ya que son componentes menores de la dieta normal. Se estima que la
cantidad de HAP ingerida por beber agua corresponde al 1% del total de HAP en la

ingesta diaria, asumiendo 2 litros de agua por dia (OMS, 1998).

1.2. Técnicas de tratamiento de suelos contaminados con
hidrocarburos

Dependiendo de sus propiedades fisicas y quimicas (i.e. la solubilidad y la
presion de vapor) los hidrocarburos son liberados en todas las fases ambientales aire,
agua y suelo. Una vez que son descargados al ambiente, existen varios mecanismos
que pueden ocurrir. La Figura 1.1 muestra una representacién esquematica del ciclo
ambiental de los HAP. Los principales mecanismos de degradacién de los HAP
involucran procesos quimicos, fotoquimicos o metabdlicos asociados a
microorganismos, en muchas situaciones, todos estos procesos pueden ocurrir
juntos. La degradacién microbiana es el principal proceso para la eliminaciéon de los

HAP en el ambiente (Weissenfels y col., 1992). Estos procesos estan fuertemente
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influenciados por factores ambientales tales como la temperatura, disponibilidad de
oxigeno, poblaciones de microorganismos, etc.

El ciclo ambiental de HAP es tomado en cuenta en los tratamientos de suelos
contaminados con HAP. La Tabla 1.4 enumera algunas de las técnicas existentes. En
los tratamientos quimicos la aplicacién de un agente quimico promueve la extraccion
de la sustancia peligrosa. Los tratamientos fisicos utilizan algln proceso fisico para
transferir de fase al contaminante. Los métodos bioldgicos, en cambio, implican la
degradacion del contaminante por organismos vivos. Los compuestos tratados por
métodos biolégicos generalmente son de tipo organico, aunque algunos compuestos

inorganicos también pueden ser biotransformados o bioacumulados.

VolatlllzaC|on — m —> Biodegradacion

FotOX|daC|on :

- e v
Sedimentacion Degradacion inicial
(Biotransformacion)

Oxidacién quimica Eventual destoxificacion

I
Bioacumulacion I
I
v

/ Mineralizacién completa

EI|m|naC|on

Figura 1.1. Representacion esquemaética del ciclo ambiental de los HAP. Adaptado de
Cerniglia, 1992.

Otra clasificacidon importante de los tratamientos de remediacién los agrupa en
dos grandes grupos, in situ, aguellas que involucran la descontaminacién del material
sin ser removido del lugar donde es generado y, ex situ, aquellas que involucran el

transporte del material contaminado al area donde seré tratado.

Tabla 1.4. Técnicas de remediacién de suelos
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Tratamientos

Bioldgicos Quimicos Fisicos
Atenuacién natural Inmovilizacién quimica Cubiertas
Bioaumentacion Extraccion liguida Electro-remediacién
Bioventeo Oxidacién Incineracién
Labranza Vitrificacion in situ
Bio-reactores Lavado de suelo
Composteo Extraccién con vapor
Fito-remediacion Desorcidn térmica

Bioestimulacion

1.2.1. Métodos fisicoquimicos

Basados en principios fisicos y quimicos, estos métodos estan limitados por las
condiciones hidrogeolégicas del suelo. Especialmente, la heterogeneidad geolégica que
puede interferir con la circulacion de los agentes quimicos que se utilizan para
extraer los contaminantes. A continuacién se describen brevemente algunas de las

caracteristicas de estos métodos.

1.2.1.1. Inmovilizacién quimica

Consiste en la adicion al suelo de compuestos, tanto solubles como insolubles
que interactian con los contaminantes inmovilizandolos. Dichos compuestos son
agregados por métodos como la saturacién, la solucién quimica, por aspersién, por
inyeccion forzada, o labranza. Este método ha sido exitoso en la reducciéon de
movilidad de metales disminuyéndola hasta en un 95%. El costo de la inmovilizacion

in situ esta en un rango de 14 hasta 39 USD/ton (Hamby, 1996).

1.2.1.2. Técnicas de cubiertas y barreras

Los sistemas de cubiertas in situ permiten un mecanismo de estabilizacion
mediante la reduccion de la cantidad de agua que esta en contacto con el material
contaminante. La cubierta generalmente estd compuesta por 3 capas, una capa
superficial que soporta la vegetacion, una capa de drenaje y una capa de venteo de
gases (Hamby, 1996). Los costos de las cubiertas pueden variar entre 43 y 55
USD/m2 (FRTR, 2004).

Las barreras reactivas son un método promisorio para el tratamiento de

plumas de contaminacién. Aunque no eliminan directamente los contaminantes
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limitan la migracién de plumas que emanan de la zona contaminada. Una de sus
limitaciones es la vida util de las barreras.

Otro tipo de barreras con las llamadas barreras reactivas permeables que
ademas de interceptar la pluma de contaminantes en su superficie tiene materiales
reactivos para el tratamiento de los contaminantes. Diversos materiales reactivos
estan siendo probados, incluyendo material biolégico. Los costos de la
implementacién de una barrera pueden variar de 540 a 750 USD/m?2 dependiendo del
tipo de suelo a tratar y del tipo de material de la barrera (FRTR, 2004). Los costos de

operacién y mantenimiento de estas tecnologias son relativamente bajos.

1.2.1.3. Vitrificacion in situ

Es el proceso para convertir suelo en material fundido no peligroso. Este
proceso consiste en calentar eléctricamente el suelo hasta temperaturas de 1600 a
2000 °C, a dichas temperaturas los contaminantes organicos son destruidos por
pirélisis. El volumen de reduccién del suelo es de entre el 20 y el 40%. Aunque este
proceso permite el tratamiento simultdneo de diversos tipos de contaminantes y
reduce la toxicidad, movilidad y volumen del material es un método muy caro debido
al alto costo energético para alcanzar las altas temperaturas. Los costos del
tratamiento pueden ir desde 375 a 425 USD/ton de suelo tratado dependiendo de los
costos de la electricidad, la cantidad de agua utilizada y la profundidad requerida en

el tratamiento (FRTR, 2004).

1.2.1.4. Extraccién de vapor

Este método consiste en la perforacion de la zona contaminada y en la
aplicacién de vacio para extraer el aire. El aire extraido es deshumidificado y filtrado
para eliminar los compuestos volatiles que posteriormente son liberados a la
atmoésfera. Es efectivo en el tratamiento de zonas que contienen compuestos volatiles
en suelos homogéneos y permeables. Complementado con procesos térmicos, esta
tecnologia se puede extender a compuestos semi-volatiles. Debido a las bajas
solubilidades en agua de algunos contaminantes, éstos tienden a permanecer como
liquidos organicos en la superficie, lo que se conoce como una fase liquida no acuosa

(FLNA). Una parte de la FLNA permanecera atrapada en los poros del suelo. La
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efectividad de la extraccion de vapor para eliminar contaminantes de una FLNA
depende de una permeabilidad que permita la succion del aire a través de toda la
zona, lo cual puede ser dificil de lograr (US-National Research Council, 1999). Los
costos estimados de este tratamiento in situ varian entre 10 y 50 USD/m3 (FRTR,

2004).

1.2.1.5. Extraccioén liquida

Este método ex situ utiliza como agente extractor un gas licuado a su
temperatura critica. Tipicamente se utiliza diéxido de carbono, propano, butano y
algunas veces etanol. Los compuestos organicos, principalmente bifenilos
policlorados (PCBs) y HAP, son los mas apropiados para ser extraidos de suelos y
lodos mediante esta técnica. La eficiencia de esta tecnologia con compuestos volatiles
y semi-volatiles es de 99.9%. Una desventaja es que el liquido de extraccién requiere
de algun procesamiento subsiguiente o confinamiento. El costo de instalacion varia

entre 100,000 y 1,000,000 USD. (Hamby, 1996).

1.2.1.6. Oxidacion

Consiste en llevar las moléculas contaminantes a un estado mas oxidado,
generalmente menos téxico. Existen varios procesos de oxidacidon que pueden reducir
el volumen y toxicidad de los contaminantes, tales como la adicién de peréxido de
hidrégeno, diéxido de cloro y ozono, la fotopirdlisis y la declorinizacién reactiva. Los
agentes quimicos utilizados pueden oxidar los contaminantes a compuestos organicos
e inorganicos. Sin embargo, a menudo no pueden degradar completamente los
contaminantes, por lo que se requiere de algin otro método de tratamiento para
degradar los productos oxidados.

El peréxido de hidrégeno facilmente oxida las moléculas organicas vy
aromaticas. La fotoxidacién aprovecha que la mayoria de los compuestos absorben la
energia luminosa y que dicha energia puede promover la descomposicién quimica de
las moléculas contaminantes. Por ejemplo, la luz ultravioleta puede romper muchos
tipos de enlaces covalentes. Asi, la fotodegradacion de PCBs, dioxinas, HAP y muchos
constituyentes aromaticos de las gasolinas ha sido reportada. (Hamby, 1996). Los

costos de las tecnologias dependen del agente oxidante utilizado, del tipo de
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contaminante y del volumen a tratar, sin embargo, los costos tipicos varian entre 130

y 390 USD/m3 de suelo (Hamby, 1996).

1.2.1.7. Electro-remediacién

Este método consiste en implantar electrodos en el suelo y aplicar una
corriente directa. Las especies i6nicas y las particulas cargadas en el agua del suelo
se movilizan hacia los electrodos. En los electrodos, los contaminantes son tratados
con algun método como precipitacion o complejacion (Hamby, 1996). Los costos
estimados para un tratamiento de escala completa son de 117 USD/m3 (FRTR, 2004).
Sin embargo, son poco practicos para compuestos organicos, debido a la naturaleza
no iénica de dichas moléculas. Para llevarla a cabo se debe adicionar algin solvente
como fase moévil y las eliminaciones logradas son bajas, alrededor de 20% (Li y col.,

2000).

1.2.1.8. Incineracion

Existen varios tipos de incineradores, en ellos los contaminantes son
volatilizados y quemados a temperaturas entre 870 y 1200 °C. A dichas temperaturas
las substancias peligrosas son destruidas de manera efectiva, reduciendo tanto su
toxicidad como su volumen. En general, las mezclas de desechos producen
complicaciones técnicas e incrementan el costo del proceso. Otra desventaja es la
generacion de emisiones gaseosas. Dependiendo del tipo de incinerador, la eficiencia
requerida, los contaminantes y el volumen a tratar, los costos de estos procesos
pueden variar, sin embargo, por lo general son métodos muy caros. El tratamiento de
una tonelada de suelo en un incinerador puede variar entre 220 y 1,100 USD (FRTR,

2004). Los incineradores moviles pueden reducir los costos de transporte.

1.2.1.9. Lavado

Este método consiste en un proceso de reduccion de volumen de un suelo
contaminado. En general, este proceso esta compuesto de varios pasos, el primer
paso consiste en un lavado fisico para remover el suelo grueso (>2 mm).
Posteriormente multiples pasos de procesos de extraccién quimica con el fin de lavar

el suelo mas fino. Estos procesos pueden consistir en calentamiento y lavados con
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agua, surfactantes o aditivos. Cuando las particulas mayores a 2 mm estan limpias
entonces se separan, quedando Unicamente las particulas mas finas, reduciendo
notablemente el volumen de suelo contaminado. El costo promedio de esta tecnologia,

incluyendo excavacion, es de alrededor de 170 USD/ton (FRTR, 2004).

1.2.1.10. Desorcién térmica

La desorcion térmica consiste en volatilizar los contaminantes organicos del
suelo mediante el uso de temperaturas hasta de 400 °C. Los contaminantes extraidos
pueden ser destruidos o condensados. Su eficiencia es alta, por ejemplo a 300 °C y
un tiempo de residencia de 30 minutos se remueven mas de 99% de los HAP y de los
compuestos organicos. Sin embargo, los costos energéticos son altos. El costo
estimado para tratar una tonelada de suelo contaminado con hidrocarburos de

petréleo varia entre 40 a 300 USD (FRTR, 2004).

1.2.2. Métodos de biorremediacion

Los tratamientos biolégicos para problemas de contaminacion han demostrado
ser procesos eficientes y viables. La biorremediacion es la utilizacion de
microorganismos o procesos microbianos para detoxificar y degradar contaminantes
ambientales (Baker y Herson, 1994). Las técnicas de biorremediacién aprovechan la
capacidad de la naturaleza para transformar contaminantes, modificando las
condiciones para favorecer los procesos de biodegradacién.

Aunque la biorremediacién es vista como una tecnologia nueva, el uso de
microorganismos es una practica muy antigua en la transformacion de efluentes
solidos, liguidos y gaseosos. En los tratamientos bioldgicos los contaminantes,
generalmente, son transformados en bidéxido de carbono, agua y biomasa. Los costos
de operacién en general son bajos, debido a que operan a condiciones ambientales.
Dependiendo del volumen de suelo pueden variar entre 50 y 90 USD/m3 de suelo.
Otra de sus principales ventajas con respecto a los tratamientos fisicoquimicos es que
estos procesos no generan desechos.

Independientemente de si el tratamiento se realiza in situ o ex situ, la eficiencia
de todas las tecnologias de biorremediacién depende de combinar las poblaciones

microbianas con las condiciones ambientales correctas. Es decir, tener los
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microorganismos con las capacidades fisiolégicas y metabdlicas para llevar a cabo la
degradacién de los contaminantes y ademas, controlar o modificar los factores
ambientales para optimizar el crecimiento y actividad metabdlica de los
microorganismos. Entre ellos, se encuentran la temperatura, los nutrientes
inorganicos (nitrégeno y fésforo principalmente), los aceptores de electrones (oxigeno,
nitrato y sulfatos) y el pH (Baker y Herson, 1994).

El mecanismo mas comun para la degradacion metabdlica de HAP mediante
microorganismos es el cometabolismo del HAP con algin material organico
degradable. El proceso usualmente involucra la oxidaciéon de los HAP para producir
materiales oxidados que son subsecuentemente degradados a productos mas simples,
aunque no necesariamente menos téxicos (Alexander, 1994).

Para seleccionar la estrategia de biorremediacién adecuada para tratar un sitio
especifico se deben tomar en cuenta varios factores tales como, la caracterizaciéon del
sitio, que incluye la identificacion y cuantificacion de los contaminantes, la
determinacion de los requerimientos organicos e inorganicos, la identificacion de los
factores de seguridad; asi como pruebas para determinar las tasas de degradacién
potenciales, limites de concentracién y la degradacion de posibles subproductos
toxicos.

Las rutas bioquimicas de transformacién en ambientes complejos, no siempre
llevan a los contaminantes a sustancias menos téxicas que las originales. Las
conversiones deben ser evaluadas en términos del alcance de la reaccién y de la
toxicidad de los intermediarios producidos. La biodisponibilidad de los contaminantes
para los microorganismos es una caracteristica del sistema que depende de las
propiedades fisicas, quimicas y estructurales del contaminante y del suelo, asi como
de los principales mecanismos de transporte que se llevan a cabo. La bioactividad se
emplea para indicar el estado de operacion de los procesos microbiolégicos. La
biodisponibilidad y la bioactividad pueden ser utilizadas para determinar la viabilidad
de una estrategia de biorremediacion para un sitio especifico (Blackburn y Hafker,

1993).
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Entre las principales tecnologias de biorremediacion de hidrocarburos se
encuentran: la atenuacién natural, la bioaumentacion, la biofiltracion, la
bioestimulacion, los bio-reactores, el bioventeo y el composteo.

El principal criterio en la aplicacion de los procesos de biorremediacién es el
nivel residual de los contaminantes que deben ser alcanzadas mas que el porcentaje
de contaminantes que pueden ser degradados. A continuacion se presentan las
definiciones y caracteristicas importantes de las técnicas de biorremediacion mas

comunes.

1.2.2.1. Atenuacioén natural.

La definicion de atenuacion natural mas aceptada es la que provee la Agencia
de Proteccion Ambiental de Estados Unidos US-EPA (por sus siglas en inglés) que
define la atenuacién natural monitoreada como la confianza en los procesos (en el
contexto de un enfoque de control cuidadoso y monitoreo del sitio) para lograr los
objetivos de remediacion del sitio especifico en un tiempo acotado que sea razonable
comparado con aquellos ofrecidos por otros métodos mas activos. En dicha definicion
se entiende por monitoreo que los sitios deben ser observados hasta que sea evidente
gque los contaminantes han sido completamente tratados.

Los procesos de atenuacién natural que actuan en dicho enfoque incluyen una
variedad de procesos quimicos, fisicos o biolégicos que actdan sin la intervencién
humana, bajo condiciones favorables, para reducir la masa, toxicidad, movilidad,
volumen, o concentracién de contaminantes en suelo o agua subterrdnea. Este
proceso in-situ incluye biodegradacion, dispersién, dilucién, volatilizacién,
decaimiento de radioactividad y estabilizacién quimica o bioldgica, transformacién o
destruccién de contaminantes.

Debido a que muchos procesos se involucran en la atenuacién natural, la
desaparicion de los contaminantes no es el Unico criterio que tiene que ser evaluado,
sino que la evaluacion de los mecanismos por los cuales ocurre es también
importante para la viabilidad de la atenuacion natural como una estrategia.

Esta opcidn es aplicada cuando los riesgos que representa la contaminacion no
son altos y se tiene suficiente tiempo para dejar que la degradacién se lleve de

manera natural, cuando estas condiciones se dan, la atenuacién natural puede ser el
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método mas barato y apropiado. En México, algunos estudios han sefalado la
posibilidad de usar atenuacion natural en sitios contaminados con petréleo en el pais
(Fernandez-Linares y col., 2003).

En el caso de HAP los mecanismos predominantes que afectan la atenuacion
natural son la biotransformacién y la inmovilizacién, la probabilidad de éxito para
esta técnica es baja debido a que dichos procesos no han sido del todo estudiados
(US-National Research Council, 2000).

Los costos mas importantes de esta tecnologia son los debidos a los
requerimientos de monitoreo que incluyen la caracterizacién previa del sitio y el

monitoreo, aunque también existen los costos para el modelado matematico.

1.2.2.2. Bioaumentacion

Consiste en la adicidon de cultivos microbianos cuya efectividad en metabolizar
los contaminantes a eliminar ha sido probada previamente en el laboratorio. Esta
tecnologia es utilizada en el tratamiento de suelos y agua cuando en el medio no
existen los microorganismos adecuados o las condiciones para que la degradacion se
lleve a cabo.

La efectividad de la bioaumentacién, también llamada inoculacién, ha sido mas
ampliamente probada en tratamientos ex situ, en donde a diferencia de las
inoculaciones in situ, las condiciones de estrés bidtico pueden ser mejor controladas.
Para garantizar la viabilidad de la bioaumentacion se recomienda que el tamafo del
indculo debe ser mayor o al menos igual que la poblacién nativa (Macnaughton y col.,
1999). Algunas de las causas por las que la bioaumentacion puede no resultar
exitosa son: la limitacién por nutrientes, la presencia de depredadores y parasitos, la
inmovilidad de los microorganismos, el uso de otras fuentes de carbono,
concentraciones del sustrato que no sostienen el crecimiento y actividad de la
poblacion (Alexander, 1994). Un estudio sobre la degradacion de pireno con
Mycobacterium sp. indicé que en la mineralizacion del contaminante la competencia
con los microorganismos nativos es un factor importante (Cheung y Kinkle, 2001).

Esta técnica ha sido utilizada para el tratamiento de desechos de la industria

del petréleo y para el tratamiento de derrames de hidrocarburos (Alexander, 1994).
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Los costos tipicos para este tratamiento varian entre los 30 y 100 UDS/m3 de suelo

(FRTR, 2004).

1.2.2.3. Bioventeo

Es un método in situ de tratamiento de suelos contaminados que consiste en la
oxigenacion del suelo para estimular el crecimiento y actividad microbiana. Para la
adicibn de oxigeno existen varias estrategias, la inyeccion, tubos perforados,
recirculacion de agua enriquecida en oxigeno entre otras. Cuando el oxigeno es
agregado a través de aire, la humedad del flujo es importante para permitir las
reacciones de biodegradacion. Esta técnica es especialmente atractiva para suelos no
saturados contaminados con hidrocarburos. Los costos de operacién de un sistema

tipico de bioventeo varian entre los 10 y 70 USD/m3 de suelo (FRTR, 2004).

1.2.2.4. Labranza

Es un tratamiento en donde una capa de suelo contaminado es aplicada en un
suelo no contaminado y son arados continuamente para asegurar el mezclado y la
aireacion, con las técnicas comunes de agricultura (Baker y Herson, 1994). Las
poblaciones microbianas del suelo realizan la degradacion de los contaminantes. El
suelo esta contenido en barreras impermeables y cuenta con un sistema de coleccion
de biolixiviados. La principal desventaja de esta técnica es la utilizaciéon de suelo no
contaminado. Este método es complementado con algunas otras técnicas como la
bioaumentacioén, el bioventeo o la adicibn de agentes abultantes. El costo de este

tratamiento ex situ es de alrededor de 100 USD/m:3 de suelo (FRTR, 2004).

1.2.2.5. Bio-reactores

Este tratamiento ex situ, consiste en el tratamiento de liquidos, suelos o lodos
contaminados en contenedores o reactores. Las escalas de estos reactores pueden
variar. El material tratado en estos reactores requiere de un tratamiento previo para
una homogeneizacion macroscépica mediante mezclado mecanico. Algunos de los
factores fisico-quimicos que se toman en cuenta en el disefio y operacién de los
reactores de lodos son: las propiedades hidrodinamicas de la biomasa suspendida,

propiedades cinéticas de los microorganismos, fendmenos de superficie e
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interfaciales, efectos de produccidon de espuma, flotaciéon y sedimentacién (Baker y
Herson, 1994).

En los reactores de fase sélida el principal objetivo es acelerar los procesos y la
homogeneizacién mediante la agitacion o mezclado. El principal reto de los bio-
reactores es favorecer las condiciones para el crecimiento y mantenimiento
microbiano a pesar de las perturbaciones externas. Los costos para instalar una
unidad de tratamiento de un area entre 9,300 y 13,900 m2 varian entre 80,000 y

85,000 USD (FRTR, 2004).

1.2.2.6. Composteo

Existen varias técnicas de biorremediacién ex situ en fase sélida, tales como las
pilas de composteo, los tratamientos de fase sélida y las biopilas. El tratamiento con
pilas de composteo es una tecnologia de escala completa, en la cual, suelos
excavados son mezclados con materiales solidos degradables usados como agentes
abultantes, y puestos en una area de tratamiento que incluye un sistema de coleccién
de lixiviados y alguna forma de aireacién. Es utilizado para reducir las
concentraciones de constituyentes del petroleo en suelos (US-EPA, 1993). Debido a
que se agrega materia organica degradable a este tratamiento también se le conoce
como composteo. En el caso de suelos contaminados con petréleo algunas
propuestas incluyen la adicion de desechos agroindustriales como cascaras de frutas
(Roldan-Carrillo y col., 2003).

Una biopila es una pila de suelo contaminado a la que se le adicionan
nutrientes y algunas veces también es microorganismos. Algunas biopilas contienen
tuberias para proveer aire y agua. La adicion de sélidos abultantes en estos sistemas
sirve para facilitar la distribucion del aire y para estimular el proceso de
biodegradacion. La humedad, la temperatura, los nutrientes, el suplemento de
oxigeno y el pH pueden ser controlados también con el mismo fin. En general, las
biopilas son cubiertas para controlar la evaporacion y volatilizaciéon y para promover
el calentamiento.

La biopila es un tratamiento rapido respecto a los tratamientos in situ. La
duracion de operacion y mantenimiento pueden ir desde unas cuantas semanas

hasta meses. Esta tecnologia es apropiada para el tratamiento de suelos
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contaminados con compuestos organicos volatiles (COV) no-halogenados e
hidrocarburos de combustibles cuyas concentraciones finales requeridas varien entre
250 y 1000 mg de HTP/kg de suelo (von Fahnestock y col., 1998). Su utilizacién para
tratamiento de COVs halogenados, semi-COVs y pesticidas es factible con algunos de
los compuestos de estos grupos pero su efectividad puede variar. Los compuestos
clorados deben estar en cantidades bajas y la concentracién de metales toxicos debe
de estar por debajo de 2500 mg/kg suelo. El volumen total de suelo contaminado a
tratar, al menos debe ser de 200 m3. Los costos estimados para una pila de
composteo estatica y con agitacion mecanica son de 236 USD y 290 USD,
respectivamente mientras que el costo estimado del tratamiento varia entre 130 a 260
USD/m3 (FRTR, 2004).
Algunas de las ventajas de las biopilas son (von Fahnestock y col., 1998):

Destruccion definitiva de los contaminantes,

Disefio y construccién relativamente faciles,

Tiempos de biorremediacién relativamente cortos,

No requiere de confinamiento futuro del suelo tratado,

Costo competitivo de tratamiento comparado con la desorcion térmica y

la labranza que son tratamientos comUnmente utilizados,

Es una tecnologia efectiva para contaminantes organicos que son

dificiles para la desorcion térmica,

Por otro lado las limitantes del tratamiento con biopilas son: (von Fahnestock y
col., 1998)

Resistencia a la degradacién de HAP de 5y 6 anillos
Puede no ser efectivo en el tratamiento de suelos con concentraciones
mayores a 50000 mg de HTP/kg. Sin embargo, durante la excavacion,
las concentraciones pico son reducidas, debido a que el suelo altamente
contaminado es mezclado con suelo de alrededor menos contaminado.
Inhibiciéon del desarrollo microbiano por la presencia de concentraciones

altas de metales pesados (> 2500 mg/kg).
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1.2.2.7. Fito-remediacion

La fito-remediacion es una tecnologia emergente que utiliza plantas para
degradar, extraer, estabilizar o inmovilizar contaminantes (US-EPA, 2000). Puede ser
aplicada in situ o ex situ, para tratamiento de suelos, sedimentos y aguas. Las
plantas pueden ser usadas en remediacién de suelos tanto para la mineralizacién de
compuestos organicos toxicos como para la acumulacion y concentracion de metales
pesados y otros compuestos inorganicos. En muchos casos la fito-remediacién sirve
como tratamiento final de sitios donde ya se han utilizado otras tecnologias de
remediacién.

Los mecanismos de la fito-remediacion incluyen: a) biorremediaciéon en la
rizosfera, ésta se lleva a cabo en el suelo o en el agua que rodea las raices de las
plantas, también es conocida como fitoestimulacién; b) la fitoextracciéon, también
conocida como fitoacumulacién, consiste en la captacion de los contaminantes por las
raices de las plantas y la translocacién/acumulaciéon de los contaminantes en las
hojas y tallos de las plantas; c) la fitodegradacién consiste en el metabolismo de los
contaminantes en los tejidos de las plantas y; d) la fitoestabilizacién es la produccion
de compuestos por las plantas para inmovilizar los contaminantes en la interfase de
las raices y el suelo (US-EPA, 2000).

Esta tecnologia ha sido aplicada en estudios a nivel piloto y escala completa
para el tratamiento de compuestos tales como hidrocarburos de petréleo, incluyendo
BTEX y HAP; bifenilos policlorados; metales tales como plomo, cadmio, zinc; arsénico
y pesticidas. Algunas de las ventajas de esta tecnologia son sus costos, la estética y
su aplicabilidad a largo término (US-EPA, 2000). El costo estimado para el
tratamiento de un acre de suelo contaminado con plomo hasta una profundidad de
50 cm es de entre 60,000 a 100,000 USD es decir entre 30 y 50 USD/m3 de suelo
(FRTR, 2004).

Por otro lado, algunas de las limitaciones de la fito-remediacién son que solo
son eficaces para tratar contaminantes que se encuentren en los primeros 3 metros
de profundidad del suelo, los tiempos de tratamiento para alcanzar los limites

permisibles pueden ser largos, la potencial contaminaciéon de la vegetacion y de la
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cadena alimenticia y la dificultad de establecer y mantener la vegetacion (GWRTAC,

1998).

1.2.2.8. Bioestimulaciéon

Es el método de tratamiento de suelo y/o agua que puede realizarse tanto in
situ como ex situ. Consiste en la estimulacion de las poblaciones nativas con la
adicion de nutrientes. En el caso de derrames de hidrocarburos, las fuentes de
carbono son altas. Sin embargo, los suelos pueden tener bajos contenidos de
nitrégeno y fésforo. Es en estos casos cuando la adicion de fertilizantes ha sido
exitosa. Sin embargo, no todos los casos de adicion de nutrientes resultan exitosos,
en algunos casos la biodegradacion se ve inhibida por la presencia de nitrégeno. Las
causas de este fendbmeno no estan completamente entendidas. Una de las
explicaciones posibles es que una mayor cantidad de carbono es incorporado a la
biomasa en presencia de altos niveles de N, por lo que, se reduce la produccion de
monoxido de carbono (Alexander, 1994). Por lo tanto, lo que en realidad varia es el
rendimiento de células producidas por cantidad de sustrato consumido y la tasa de
produccion de CO.,. Los costos estimados para este tratamiento varian entre los 30 y
100 UDS/ms de suelo dependiendo de los compuestos adicionados (FRTR, 2004).

La bioestimulacion no se restringe Unicamente a la adiciéon de nutrientes, sino
a cualquier componente ajeno al sistema cuya adicion al sistema produzca
alteraciones capaces de mejorar la degradacién de los contaminantes. Por ejemplo, la
adicién de surfactantes altera la solubilidad de los compuestos. La adicién de un
compuesto que pueda ser utilizado en un proceso de cometabolismo o como
cosubstrato, altera la conformacion de la poblacion microbiana (Acuna-Askar y col.,

2003). En la siguiente seccion se ahonda en la adicion de cosubstratos.

1.2.2.9. Cosubstratos

Se ha reportado que la adicibn de fuentes de carbono mas facilmente
asimilables altera substancialmente la cinética de degradacién de contaminantes
organicos (Scow y col., 1989). La degradacién y la mineralizacion de compuestos
organicos cuando se encuentran en bajas concentraciones pueden estar controladas

por la presencia de otros compuestos organicos. La estimulaciéon y la inhibicion
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debidas a la presencia de un segundo substrato depende de los microorganismos,
factores ambientales, la concentracién y naturaleza del cosubstrato y del
contaminante que se quiere eliminar (Schmidt y Alexander, 1985). El efecto de la
adicién de fenol, glucosa y glutamato sobre la biodegradacién de p-nitrofenol en
suelos fue estudiada por Scow y col., 1989. La adicién de fenol en una concentracion
de 10 mg/Kkgsuelc Mmejord la mineralizacion del p-nitrofenol. Otras concentraciones de
fenol y de otros compuestos probados no tuvieron efecto sobre la biodegradacién del
p-nitrofenol. La adicion de glucosa favorece la degradacion de 2,4, diclorofenoxi-
acetato y del metil-paratién mientras que la anilina favorecié la mineralizacién de
dicloroanilina (Scow y col., 1989). Para la degradacién cometabdlica de compuestos
policlorados, como el tricloroetileno, el tolueno ha sido utilizado como cosubstrato
favoreciendo una degradacién mas rapida y completa (Fan y Scow, 1993). Inclusive se
ha reportado un tratamiento de escala completa para la degradacion de tricloroetileno
mediante la inyeccion de pulsos de tolueno, este proceso se llevaba a cabo mediante
cometabolismo (McCarty y col., 1998). Para favorecer la degradacién de tricloroeteno,
se estudiaron varios cosubstratos, tales como, pentanol, oleato de calcio y aceite de
oliva, la adiciéon de los dos primeros resultaron en un incremento de degradacién del
tricloroeteno (Yang y McCarty, 2002). Para pesticidas como el malation, se reporta
que es biodegradado en suelo a tasas mayores cuando el n-hexadecano esta presente
como cosubstrato (Merkel y Perry, 1977). También se ha reportado que la degradacion
de terbutil-metil-éter (MTBE) se ve afectada por la presencia de fuentes de carbono
facilmente asimilables (Acuna-Askar y col., 2000).

El uso de cosubstratos en biorremediaciéon in situ también se ha aplicado en la
formacion de zonas reactivas para evitar la migraciéon de mezclas de benceno, tolueno
y xileno hacia las aguas subterraneas (Alvarez y col., 1998).

Por otro lado, se ha observado que la adiciéon de residuos de plantas puede
estimular o retrasar la tasa descomposicion del humus nativo en suelos no
contaminados. Se ha reportado el incremento en la mineralizacién de carbono y de
fosforo debido a la presencia de un sustrato externo. Este cambio en la tasa de
descomposicién es llamado "priming" y es generalmente positivo (Stevenson, 1982). El

efecto "priming" ha sido medido tanto en experimentos de campo como en laboratorio,
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sin embargo, poco se ha estudiado sobre los mecanismos que intervienen (Kuzyakov y

col., 2000).

1.2.2.10. Escalamiento de los procesos de biorremediacion

Uno de los principales

biorremediacion es el escalamiento. La Tabla 1.5 presenta una comparacién de varios

reportes de degradacion de diversos compuestos, para estudios de laboratorio y de

problemas que

degradacion in situ, (Blackburn, 1998).

enfrentan los

procesos

Tabla 1.5. Comparaciones entre las tasas de biotransformacién o mineralizacién en

laboratorio y campo

Aplicacion de biorremediacion

Contaminantes

Porcentaje de error relat
entre escala laboratorio

escala completa (%)

Biorremediacion in situ activa

Biorremediacion intrinseca in situ,
cinética de ler. Orden

Biorremediacion intrinseca in situ, cinél
de orden cero.

Labranza
Labranza

Labranza y tratamiento in situ activo

Labranza

Labranza

Labranza

Tratamiento con reactor de escurrimien

Biorremediacion de derrames de petroéle
playas

Gasolina y diesel
Benceno
Tolueno
Etilbenceno

m, p-xileno
m-xileno
o-xileno

Tolueno
m-xileno
o-xileno
Hidrocarburos de
petréleo

Combustible No.6

Hidrocarburos de
petréleo
Hidrocarburos de
petréleo

Diesel

HAP de 2 anillos
HAP de 3 anillos
HAP de 4 a 5 anillos
HAP totales
Benceno

Desechos de
preservacion de
madera

Petréleo crudo
prom. de 15 HAP

-159

-384 a -11900
80 a -2043
-33a-73
-1400 a -1438

-43

-1650 a -2567

-89
-64
-6

-390

-192

-82

-144

5a22

Concordancia entre la cin

y en punto final.

-626

(Blackburn, 1998)
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Como se puede apreciar el porcentaje de error relativo entre las tasas de
biodegradaciéon en laboratorio e in situ es muy grande. Estas diferencias llevan a
disefios de estrategias de biorremediacion con errores en el tiempo estimado para la
remediacion del 50 al 200%. Las causas de estas grandes diferencias no son claras,
sin embargo, existen varios posibles factores. Los estudios de laboratorio permiten
identificar a los microorganismos responsables de la degradaciéon y los mecanismos
metabdlicos de la misma. Sin embargo, las condiciones en el laboratorio y el campo
no son similares ya que existen factores limitantes adicionales. El transporte de
materia en un medio heterogéneo de alta complejidad, se ve afectado por la presencia
de multifases, mezcla de contaminantes. Ademas la competencia con las poblaciones
nativas, las heterogeneidades espaciales y las condiciones microambientales que
pueden limitar o inhibir el desarrollo microbiano. De aqui la importancia de estudios
basicos que permitan entender los procesos que ocurren en los tratamientos de
biorremediacion y su modelado matematico para un escalamiento exitoso de estos

procesos.

1.3. Biodegradacion de hidrocarburos

1.3.1. Biodegradacion, biodisponibilidad y limitaciones

En el ambiente, los hidrocarburos muestran una biodegradacién moderada.
Sin embargo, la oxidacion biolégica es uno de los principales mecanismos por los
cuales estos compuestos son eliminados del ambiente. Esto se debe a algunas
caracteristicas de los microorganismos tales como la produccién de emulsificantes
naturales que favorecen la solubilidad de los contaminantes y a la hidrofobicidad de
su pared celular (Stucki y Alexander, 1987). Inclusive esta documentada la actividad
microbiana para la degradacion de petréleo crudo (Bosecker y col., 1991; Phelps y
col., 1994; de Jonge y col., 1997).

Ciertos hidrocarburos son recalcitrantes en condiciones ambientales, debido
probablemente a la inexistencia de algunas enzimas capaces de modificar la
molécula, la impermeabilidad de la célula, la inaccesibilidad de la molécula al sitio

donde se encuentra la enzima que puede degradarla, que la concentracién del
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sustrato sea muy pequefia para inducir la activacion de la enzima requerida, que la
degradacién deba llevarse a cabo bajo condiciones de cometabolismo o debido a
factores ambientales como nutrientes, humedad, O», inhibidores del crecimiento,
entre otros.

La biodegradacién de hidrocarburos en suelos comprende una mezcla de
procesos complejos que involucran la difusién de los contaminantes en la matriz
porosa del suelo, adsorcion en la superficie del suelo, la desorcion del contaminante y
la biodegradaciéon en la biopelicula existente en la superficie de la particula de suelo,
en los macroporos asi como en el agua libre y ligada.

Existen varias condiciones que se tienen que satisfacer para que se lleve a cabo
exitosamente la biodegradacién de un compuesto contaminante. Alexander, en 1994,
menciona que se deben tener los microorganismos degradadores en las condiciones
ambientales adecuadas para la proliferacion de las poblaciones y la accesibilidad de
los compuestos contaminantes.

Bosma y col., en 1997, citan que dos de los factores criticos que afectan la tasa
de conversién durante la biodegradacién son:

La actividad intrinseca de la célula, es decir, la actividad bioquimica de los
microorganismos y

La tasa de transferencia de masa del contaminante a la célula.

La biodisponibilidad relaciona la tasa de transferencia de masa y la actividad
intrinseca de las células, esta cantidad es el inverso del nimero de Damkohler'. La
biodisponibilidad estad controlada por procesos fisicos, quimicos y bioldgicos tales
como la adsorcion-desorcion, la difusion, la disolucion y la reaccién bioldgica. La
literatura reporta que en la mayor parte de los casos el factor critico para la
degradacion es la transferencia de masa. Las limitaciones en la transferencia de
masa, pueden deberse a diversos factores tales como: las caracteristicas de la pared

de los microorganismos, la distribucion espacial de contaminantes vy

1 Numero de Damkéhler. Da, :t_R = Tasadlf:nifeerrzi?;oge —

a
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microorganismos, las propiedades fisicoquimicas del contaminante vy las
caracteristicas del medio poroso.

Los microorganismos activos reducen las concentraciones locales del
contaminante, de los nutrientes y de los aceptores de electrones en la superficie de
las células. La degradacion es mas eficiente cuando esta reduccion en la superficie se
lleva a cabo a bajas concentraciones del contaminante.

La distribucion espacial de los contaminantes y los microorganismos es
importante, ya que, para que la degradacion se lleve a cabo, éstos deben estar en
contacto. La baja movilidad de los microorganismos en los suelos hace que las
distancias medias entre las microcolonias y los contaminantes sean relativamente
grandes. Ademas, los contaminantes se difunden lentamente hacia poros
extremadamente pequefios de menos de 1 mm, especialmente en los suelos
contaminados durante mucho tiempo (Bosma y col., 1997). En la mayoria de los
suelos del 30 al 50% del volumen total de poros esta compuesto por poros de
diametros menores a 0.2 nm. La mayoria de las bacterias de los suelos tienen un
tamafo entre 0.5 y 0.8 mm y ocupan poros con un diametro promedio de 2 nm, es
decir, que del 30 al 50% de los poros son inaccesibles para los microorganismos
(Harms y Bosma, 1997).

Las propiedades del contaminante determinan su capacidad de sorcién y
desorciéon del suelo y por tanto su disponibilidad para los microorganismos. Algunos
estudios muestran que estas interacciones pueden ser muy fuertes provocando una
desorcién muy lenta del contaminante (Bosma y col., 1997). La baja solubilidad del
fenantreno es una de las causas de su baja biodisponibilidad. En algunos casos el
fenantreno tiene respuestas inhibitorias con la membrana celular debido a su
naturaleza fuertemente hidrofébica (Stucki y Alexander, 1987).

En suelos, frecuentemente es observado que la tasa de asimilacién de
contaminantes organicos que son degradados lentamente decrece con el tiempo hasta
que eventualmente el consumo es nulo después de un periodo muy largo (White y
col., 1997; Chung y Alexander, 1999). Dado que los microorganismos degradadores
de los contaminantes estan presentes entonces se asume que es el contaminante el

que se vuelve menos biodisponible. Este proceso se conoce como "secuestro" o
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"envejecimiento” de los compuestos organicos. Estudios han mostraron que el
secuestro de fenantreno ocurre tanto a concentraciones elevadas como a bajas
concentraciones. Sin embargo, ésto puede variar de acuerdo a las propiedades del
suelo (Chung y Alexander, 1998). Otros autores han encontrado evidencia de que la
limitacion de la tasa de degradacion de HAP puede deberse a factores microbioldgicos
mas que a problemas de biodisponibilidad a altas concentraciones de los
contaminantes (Huesemann y col., 2002).

En estudios con suelos contaminados con hidrocarburos se encontré que el
mecanismo que controla la biodisponibilidad de los hidrocarburos a altas
concentraciones es la solubilidad de la fase liquida no acuosa (FLNA) en el suelo (de
Jonge y col., 1997). Mientras que los mecanismos limitantes a bajas concentraciones

son la desorcion y la difusién.

1.3.2. Fenantreno como modelo de los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP)

1.3.2.1. Caracteristicas del fenantreno

El fenantreno es un HAP de 3 anillos bencénicos, que como ya se menciond, es
producto de la combustién de materia organica en condiciones de limitaciéon de
oxigeno, de la formacion geolégica de los combustibles fosiles. También es generado
por fuentes antropogénicas ligadas principalmente a la industria petrolera. La vida
media del fenantreno en sedimentos es de 4 a 18 semanas (Connell, 1997). Parte del
fenantreno liberado al ambiente es absorbido por las particulas en suspensiéon en la
atmoésfera; Sin embargo, dado que la volatilidad y solubilidad son muy bajas, su
principal destino es el suelo. Algunas de las propiedades fisicoquimicas mas

importantes del fenantreno se muestran en la Tabla 1.6.

Tabla 1.6. Propiedades fisicoquimicas del fenantreno

Formula molecular C1aH10
Peso Molecular (g/gmol) 178.2
=
Estructura = |
=
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1.0a
Solubilidad 1.1
(mg/Lnz0) 1.3¢c
1.6d
Coef. Part. octanol-agua Log Kow 4.57
Peso especifico 1.025
Densidad 1.179 g/ml, a 25 °C
Punto de fusién: 100 °C
Punto de ebullicion: 339 °C, a 760 mmHg
- ) Presion de vapor: 0.5 mmHg, a 20 °C
Volatilidad: Densidad del vapor: 6 (Aire=1)
Hexano, benceno, tolueno, Tetraclorurg
Soluble en 3 -
carbono, éter, bisulfuro de carbono.

&(Nam y Kukor, 2000).

® (Alexander, 1994; Connell, 1997).

¢ (Cerniglia, 1992; Connell, 1997; Zhangy col., 1997; Ressler y col., 1999; Guieyssey cal., 2000).
9 (Stucki y Alexander, 1987).

El fenantreno es el mas simple de los HAP que tiene las regiones K y bahia y
por eso es empleado como modelo para estudiar los HAP. La region de bahia se forma
entre los carbonos 4 y 5, mientras que la region K se forma entre los carbones 9y 10
(Figura 1.2). La importancia de estas regiones estriba en el hecho de que el ataque
microbioldgico es especifico en alguna de ellas dependiendo del microorganismo y la

enzima producida.

Region bahia 3

4 7 Tz
g
E'J,.,-*" 1
7 S 10
B 9
Eegion K

Figura 1.2. Regiones Ky bahia del fenantreno.
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1.3.2.2. Toxicidad

Aungue el fenantreno no ha sido clasificado como cancerigeno o mutagénico, si
se ha demostrado que es téxico para algunas especies marinas. La concentracion letal
de fenantreno reportada para una microcrustacea es de 0.245 mg/L (Traczewska,
2000). La principal fuente de contacto del hombre con el fenantreno es a través de su
ingestion en alimentos contaminados. En general, se considera que la
biotransformacion de los HAP resulta en una detoxificacibn de las sustancias
consideradas como potencialmente peligrosas. Sin embargo, ha sido demostrado que
para ciertas moléculas exdgenas, incluyendo HAP, algunos metabolitos resultantes
son mas toxicos que su molécula generadora. Es decir, que la biotransformaciéon que
deberia generar compuestos hidrofilicos relativamente inocuos, por el contrario
genera radicales libres o electrofilicos altamente reactivos. Algunos estudios proveen
evidencia de incrementos en la toxicidad de suelos contaminados con HAP después de
un tratamiento de bioaumentacion (Cheung y Kinkle, 2001). La acumulacién de

metabolitos y su toxicidad seréa discutida en la seccién 1.3.2.5.

1.3.2.3. Degradacion no biolégica

Como ya se mencion6é entre los mecanismos de degradacién del fenantreno
estan los quimicos, fotoqguimicos y biolégicos. La transformacion no biolégica, incluye
algunos tratamientos de oxidacién de fenantreno con ozono (Nam y Kukor, 2000;
Choi y col., 2001; Zeng y Hong, 2002). Sin embargo, estos tratamientos tienen
mejores resultados en sistemas homogéneos que en heterogéneos. Por otro lado, es
importante tener en cuenta que durante la ozonificacion numerosos intermediarios se
forman, por lo que se requiere de un tratamiento bioldgico posterior. También se han
aplicado tratamientos de electro-remediacién lograndose eliminaciones de 43% en
suelo contaminado con 26 mg/kg en 150 dias usando solventes como fase continua
movil (Li y col., 2000). El uso de tratamientos combinados incluye pretratamientos
con solventes como acetona, etanol y tolueno (Lee y col., 2001; Garcia-Rivero y col.,
2002). Un estudio con pretratamiento con acetona reporta una mejora en la tasa de
transformacién de fenantreno en un 30% con un tipo de suelo, mientras que con otro

suelo se observé una disminucién de 11%. Mientras que para el etanol, el mismo
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estudio, no reportd efectos sobre la tasa de transformaciéon de fenantreno (Lee y col.,

2001).

1.3.2.4. Degradacién microbiana

La degradacion biolégica de fenantreno puede ser realizada por
microorganismos autoctonos pero la velocidad de degradacion depende fuertemente
de las condiciones ambientales tales como la humedad, el pH, la temperatura, la
disponibilidad de oxigeno y los tipos de microorganismos presentes.

En 1928, Tausson, reportd por primera vez el aislamiento de 3 bacterias
degradadoras de fenantreno (Bacillus phenanthrenicus bakiensis, Bacillus
phenanthrenicus guricus y Bacterium phenanthrenicum) provenientes de suelos
contaminados con petréleo (Evans y col., 1965). Actualmente, una gran variedad de
bacterias y hongos han sido reportados como microorganismos degradadores de
fenantreno (Tabla 1.7).

Dos rutas metabdlicas completas para fenantreno han sido publicadas. Una
implica el metabolismo del fenantreno a través de la ruta llamada del naftaleno y la
otra a través de la formacién de acido ftalico como intermediario. La ruta completa de
degradacién del fenantreno fue descrita por Evans y col., en 1965, para una especie
de Pseudomonas aeruginosa extraida de suelo. La ruta completa es presentada en la
Figura 1.3. En esta ruta el &cido 1-hidroxi-2-naftalato es oxidado a 1,2-
didroxinaftaleno que es degradado via la ruta del naftaleno a salicilato y
sucesivamente metabolizado.

En 1976, Kiyohara y col., propusieron una ruta alternativa a la de Evans y col.,
a través de la formaciéon de o-ftalato, utilizando una cepa de Areomonas sp. aislada
también de suelos. La Figura 1.3 presenta la ruta completa propuesta. En esta ruta,
el &cido 1-hidroxi-2-naftélico es metabolizado via la ruta del ftalato.

En ambas rutas el ataque inicial es debido a la acciéon de una dioxigenasa que
actua entre el carbono que forma la region de la bahia (Figura 1.4) y el carbono
aledano. La degradacion del fenantreno por hongos involucra el ataque de la regiéon K

mediante la utilizacién de una monoxigenasa y una hidrolasa epé6xida.
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Tabla 1.7. Microorganismos degradadores de fenantreno

ORGANISMOS

REFERENCIAS

Bacterias

Acidovorax delafieldii

(Shuttleworth y Cerniglia, 1996; Samanta y col., 1999)

Acinetobacter

(Cerniglia, 1992)

Aeromonas sp.

(Kiyohara y col., 1976; Ghosh y Mishra, 1983)

Alcaligenes denitrificans
Alcaligenes faecalis

(Ghosh y Mishra, 1983; Weissenfels y col., 1990; Cerniglia, 199:
Rehmann y col., 2001)

Artherobacter sp.
Artherobacter polychromogenes
Artherobacter sulphureus

(Keuth y Hans-Jiurgen, 1991; Samantay col., 1999; Traczewska
2000; Schwartz y Scow, 2001)

Bacillus alvei

(Traczewska, 2000)

Bacillus sp.

(Doddamani y Ninnekar, 2000)

Beijerinckia sp.

(Stucki y Alexander, 1987; Cerniglia, 1992)

Brevibacterium sp.

(Samantay col., 1999)

Burkholderia sp.

(Bogan y col., 2001; Rehmann y col., 2001)

Coryneform SAntMU3

(Rehmann y col., 2001)

Flavobacterium sp.

(Stucki y Alexander, 1987; Cerniglia, 1992)

Gordona sp. BP9

(Rehmann y col., 2001)

Micrococcus sp.

(Ghosh y Mishra, 1983)

Mycobacterium sp.
Mycobacterium austroafricanum
Mycobacterium flavescens
Mycobacterium gilvum

(Guerin y Jones, 1988; Cerniglia, 1992; Tiehm, 1994; Rehmann
col., 2001)

Nocardia sp.

(Cerniglia, 1992)

Vibrio sp.

(Ghosh y Mishra, 1983)

Pseudomonas sp.
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas flurescens
Pseudomonas paucimobilis
Pseudomonas putida
Pseudomonas saccharophilia
Pseudomonas stutzeri

(Evans y col., 1965; Ghosh y Mishra, 1983; Weissenfels y col., 1
Volkering y col., 1992; Bouchez y col., 1995; Providenti y col., 1
Bogan y col., 1996; Deschénes y col., 1996; Grimberg y col., 19¢
Dagher y col., 1997; White y col., 1997; Ortega-Calvo y Saiz-
Jimenez, 1998; Chen y Aitken, 1999; Samanta y col., 1999; Smi
col., 1999; Bramwell, 2000; Dean y col., 2001; Rehmann y col.,
2001)

Rhodococcus sp.

(Cerniglia, 1992; Rehmann y col., 2001)

Sphingomonas sp.
Sphingomonas paucimobilis

(Shuttleworth y Cerniglia, 1996; Dagher y col., 1997; Cuny y col
1999; Bogan y col., 2001; Rehmann y col., 2001)

Streptomyces sp.
Streptomyces griseus

(Cerniglia, 1992)

Hongos

Trametes versicolor

(Bumpus, 1989; Cerniglia, 1992; Ramay col., 2000)

Phanerochaete chrysosporium

(Bumpus, 1989; Brodkorb y Legge, 1992; Qiu y col., 1992; Barc!
col., 1995; Bogan y col., 1996; May y col., 1997)

Pleurotus ostreatus

(Bezalel y col., 1996; Marquez-Rocha y col., 2000)

Cunnighamella elegans

(Cerniglia, 1992)

Cianobacterias y algas

Oscilliatoria sp.

(Cerniglia, 1992)

Agmenellum quadruplicatum

(Cerniglia, 1992)
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Figura 1.3. Ruta metabdlica de degradacion de fenantreno via naftaleno. Tomado de la
base de datos de biocatélisis/biodegradacién de la Universidad de
Minnesota. http://umbbd.ahc.umn.edu pha/pha_map.html.
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Figura 1.4. Ruta metabdlica de degradacién del fenantreno, via ftalato. Tomado de la
base de datos de biocatélisis/biodegradacién de la Universidad de
Minnesota. http://umbbd.ahc.umn.edu pha/pha_map.html.
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1.3.2.5. Mineralizacién y acumulacién de metabolitos

La sorcion de fenantreno en materia organica comUnmente limita su
biodisponibilidad afectando también las tasas de biodegradacion. Este proceso de
sorcién esta caracterizado por una fase inicial rapida de interacciéon débil con la
superficie de la particula, seguida por una fase lenta controlada por la difusion
intraparticular en la matriz del suelo (Grosser y col.,, 2000). La difusion
intraparticular retardada de las moléculas adsorbidas resulta en un proceso de
desorcién con histéresis. La baja biodisponibilidad del fenantreno también ha sido
atribuida a su localizacién en puntos inaccesibles para los microorganismos dentro
de la matriz del suelo (White y col., 1997; Nam y Alexander, 1998). Otros estudios
sugieren que la tasa de degradacion puede estar limitada por la reaccién bioldgica
(Bramwell, 2000; Huesemann y col., 2002).

La biodegradacion es definida como la reduccién catalizada biol6gicamente en
la complejidad de compuestos (Alexander, 1994). En el caso de compuestos
organicos, la biodegradacién frecuentemente, lleva a productos inorganicos. Este
proceso es conocido como mineralizacién, en el caso de los HAP los productos son
H,O, CO., agua y biomasa. La reaccion de mineralizacion del fenantreno esta dada

por la siguiente relacién estequiométrica:

C14H10 +3—2302 3/5/4@ 14C02 + 5H2 (

La acumulacién de productos intermediarios puede presentarse cuando la
biodegradacion no es completa. En algunas ocasiones, los productos intermediarios
de la degradacién biolégica pueden llegar a ser mas téxicos que la molécula
contaminante original. Las propiedades toxicolégicas de los metabolitos son diferentes
de las de los substratos. Un estudio de las propiedades de los intermediarios de la
biodegradacion de fenantreno, incluyendo anhidrido ftalico, ésteres del acido 1,2-
bencen-dicarboxil, ésteres del &acido ftalico mostr6 un aumento en la tasa de
mortalidad de peces (Lebistes reticulatus) con los metabolitos comparado con la tasa

encontrada con fenantreno (Traczewska, 2000). Ha sido sugerido que la
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mineralizacién de compuestos con una baja solubilidad, tal es el caso del fenantreno,
requiere algun tipo de adaptacion fisiolégica de los microorganismos (Stucki y
Alexander, 1987). La lenta mineralizacién de fenantreno en concentraciones muy
bajas también ha sido asociada a la presencia de fases liquidas no acuosas como el
heptametilnonano y el di-2-etil-hexil ftalato, donde el contaminante es secuestrado
(Efroymson y Alexander, 1995). También la presencia de altas concentraciones de
cobre han sido reportadas como inhibidoras de la mineralizacion de fenantreno y
precursoras de la acumulacion de metabolitos (Sokhn y col., 2001).

En la Tabla 1.8 se pueden ver algunas de las técnicas aplicadas en la
biodegradacion de fenantreno, se puede observar también que la degradacion
completa de fenantreno ha sido obtenida utilizando una gran variedad de
microorganismos y tratamientos. Sin embargo, los porcentajes de mineralizacion
obtenidos varian en el rango de 25% a 50% o incluso menores al 5%. Es importante
notar que la acumulacion de metabolitos solubles es comUinmente reportada en la
degradacion de fenantreno.

La solubilizacién de los HAP es atribuida a la incorporacién de las moléculas
hidrofébicas en la pared celular de los microorganismos (que también son
hidrofébicas) y puede incrementarse por la adiciéon de surfactantes (Bramwell, 2000).
Sin embargo, una mayor solubilizacién no siempre se ve reflejada en un incremento
de la biodegradacion. Una posible explicacion para la variabilidad y contradiccién en
los resultados de la adicion de surfactantes es que los HAP solubilizados en la pared
celular pueden no estar realmente disponibles para los microorganismos (Zhang y
col., 1997; Bramwell, 2000). Algunos estudios encontraron mejoras en la
biodegradacion de fenantreno con la adicion de surfactantes ya sea sintéticos o
biosurfactantes (Guerin y Jones, 1988; Providenti y col., 1995; Grimberg y col., 1996;
Cuny y col., 1999; Schippers y col., 2000). Sin embargo, también se ha reportado
efectos nulos e inclusive inhibicién sobre la degradacion (Zhang y col., 1997;
Bramwell, 2000; Chen y col., 2001; Dean y col., 2001) o problemas de toxicidad con
la adicién de surfactantes (Tiehm, 1994; Deschénes y col., 1996; Guha y Jaffé, 1996;
Bramwell, 2000).
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La bicoaumentaciéon ha sido exitosa en algunos casos en el tratamiento de
suelos contaminados con fenantreno (Brodkorb y Legge, 1992; Birman y Alexander,
1996; Schwartz y Scow, 1999; Gray y col.,, 2000). Incluso se han planteado
tratamientos de inoculaciones sucesivas que resultdé en un incremento en la
mineralizacién de altas concentraciones de fenantreno (Schwartz y Scow, 2001). Por
otro lado, la limitacién por nutrientes, la depredacidn por parasitos y el uso de otras
fuentes de carbono han limitado su utilizacion in situ (Smith y col., 1999).

La mayoria de los estudios que se han realizado sobre el efecto de una segunda
fuente de carbono en la degradacion de fenantreno se enfocan a la degradaciéon
cometabdlica en presencia de otros HAP (Guerin y Jones, 1988; Heitkamp y Cerniglia,
1988; Bouchez y col., 1996; Guha y col., 1999; Samanta y col., 1999; Smith y col.,
1999; Gray y col., 2000). Sin embargo, la adicién de otros compuestos ha sido poco
explorada. Guerin y Jones, 1988, estudiaron en cultivos liquidos, el efecto de la
adicion de algunos intermediarios de la degradacion de fenantreno, tales como el
piruvato y succinato, encontrando que en relaciones de carbono 1:1 la presencia de
piruvato favorecid la degradacion del fenantreno, mientras que la presencia del
succinato inhibié completamente su degradacién. Por otro lado, la adicién de glucosa
después de 30 dias de incubacién mejord la mineralizacion de fenantreno de 7.7% a
12.5%, en cultivos con limitacién de nitrégeno con Phanerochaete chrysosporium

(Bumpus, 1989).
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Tabla 1.8. Biodegradacién y mineralizacién de fenantreno

Referencia  Microorganismo Fe(r;?g/tlljr % Mineralizacit Condiciones/ Aportacion
(Stucki y Flavobacterium sp. 1,500 40, 30 Cultivos liquidos. 7 dias.
Alexander, 19 Beijerinckia sp. 2,350 40, 33 Estudio del efecto de la tasa de disolucién del fenantreno en su mineralizaci
Cultivos liquidos. 17 dias. 100-50% degradacion.
Bajos niveles de produccidon de metabolitos.
(Guerin y Jonl Mycobacterium 100-200 50 Mineralizacién més r4pida con un surfactante con un balance hidrofilico-
1988) (cepa BG1) lipofilico medio; y con la adicion de piruvato (producto de la ruptura meta).
Completa represién de la degradacion con succinato (un producto de la rupt
orto).
. Cultivos liquidos de mezclas de HAP. 14 dias. 100% degradacion.
(Heitkamp y . . L < . -
Cerniglia, 194 Bacterium 0.5 50 Niveles significantes de produ<_:C|on de metabolitos.
' Solo degradado por cometabolismo con otros HAP
Cultivos liguidos. 26h. 100% degradacion.
Acumulaciéon de metabolitos (24% del carbono)
(Keuth y Han| Arthrobacter A bajas concentraciones la adicion de glucosa estimulé la degradacion. No
N 150 47.8 g
Jurgen, 1991| polychromogenes observaron efecto de la temperatura sobre la degradaciéon. A mayor
concentracién de fenantreno las tasas de degradacion y de crecimiento fuerg
mayores.
(Brodkorb Flora nativa 20 Lodos. 21 dias. 36-55% degradacion.
Leqae 199)5 Phanerochaete 34 21y 24% produccién de metabolitos con las 2 poblaciones.
gge, Chrysosporium 38 La bioaumentacién increment6 la degradacion y su extension hasta COs..
Cultivos en fase liquida no acuosa (di-2 etilhexil ftalato (DEHP)). 16 dias.
No hubo mineralizacién a concentraciones bajas en DEHP. A altas
(Efroymson y| Cultivo enriquecido 6-1,000 3-45 concentraciones en DEHP, las tasas de mineralizacidon fueron mas altas que
Alexander, 19 Pseudomonas sp. 3-50 el caso de agua como solvente, pero la mineralizacién fue més lenta que en ¢
caso de bajas concentraciones en DEHP, debido al secuestro del fenantreno
DEHP.
(Barclay y col| Phanerochaete Cultivo liquido. 16 dias. 100% degradacidn.
vy - 0.6 3 Una significante cantidad de carbono (40%) fue cuantificado como absorbidg
1995) chrysosporium :
biomasa.
. . . Cultivos en fase liquida no acuosa (dibutil ftalato (DP)). 110h.
Cultivo enriquecido - L -
- 42-38 Los valores de mineralizacién para cada unos de las poblaciones en DP y en
. Flora nativa :
(Birman y Bacterium (cepa P3) 50 44-31 agua, respectivamente.
Alexander, 19 Bacterium P 40-41 La agitacion de los cultivos incremento la degradacion y la mineralizacion.
42-20 Mejores degradaciones a 22 °C que a 28 °C.

(cepa P5-2)

No hubo efecto con los surfactantes probados.




Fenantrer

Referencia | Microorganismo (mg/L) % Mineralizaci Condiciones/ Aportacion
Microcosmos de suelo contaminado con creosota. 10 dias. 100% degradaciol
(Deschénes y| Pseudomonas aerugil 700 mg/kg 45. 45 35. 25 Mineralizacion para las diferentes concentraciones de surfactante dodecil su
1996) (Cepa UG2) s ’ ’ de sodio (SDS), 0, 10, 100, 500 ng/ml, adicionadas. Se observo un efecto
inhibitorio.
(Bezalel y col| Pleurotus ostreatus Cultivo liquido. 11 dias. 94% de_gradacién.
1996) 20 3 60% se recupero como metabolitos solubles y fenantreno restante. El 87% d
los metabolitos solubles fue identificado como 2-2’- acido difénico.
Suelo con diferentes tamafios de agregados. 14 dias. 96% degradacion.
(White y col., | Pseudomonas Estud_io de Ips_ efectos de tamafo de agregadp, intgmpgrizacién, con,te_nido de
1997) ’ (cepa R) 1.1 mg/kgsy 27-0 materia organica y de regado y secado. La mineralizacion fue mas rapida y m
en el caso de agregados con tamarfio de particula mas grande, tanto en suelo
intemperizados como no intemperizados.
Phanerochaete 388 Reactores por lote. 21 dias. 40% degradacién.
(May y col., 1 Chrysosporium 1,150 mg/kg ’ Tratamiento ex situ para suelo contaminado con 16 HAP. 2.5% de mineralizg
de la mezcla.
Microcosmos. 250 dias. 30% degradacion.
Pseudomonas 2 tipos de suelo contaminado con: a. fenantreno, pireno y benzopireno, b.
Smith y col.,| (cepa PD2 fenantreno, pireno, benzopireno y petréleo crudo.
(1999) g E:or?sorcio)(4 especie 2.76 my/kgs 12-17 25% de minsralizacién depla mez)élg.
gram-negativas) La inoculacién con las dos poblaciones a 244 dias no incremento la
mineralizacién en ambos suelos.
Johnsony S . Microcosmos. 600h.
(1999) Y| Fiora nativa 0.05 mg/kg; 2-35 Adicién de nutrientes a 4 tipos de suelos. No observaron ningan efecto.
30 Cultivo liquidos. Mezcla con HAP. 18h. 100% degradacion.
Artherobacter sulphu Con la mezcla de las 4 poblaciones la mineralizacidon del fenantreno fue de 2
(Samanta y c( Acidovorax delafieldi 100 35 y de la mezcla de HAP del 68% . Con Artherobacter sulphureus y Pseudomona
1999) Brevibacterium sp. los niveles de produccién de metabolitos fue importante hasta 90%. EL acid
Pseudomonas sp. 25 ftalico fue identificado entre los intermediarios.
2
Microcosmos de suelo. 650h.
(15909h9v)vartz Y3 égggoggcie?r) 0.067 ny/kg 27-45 Difergntes _tierr_1pos dg intemperizacion dgl suelo, 6-2_47h. En ambos caso la 1
de mineralizacién se increment6 con la bioaumentacién.
Pseudomonas aerugil 50 Cultivos liguidos y lodos. 7-15 semanas. [\Io se obs_ervaron efectos por la adig
(Bramwell, 2¢ _ de surfactantes. Las tasas de mineralizacidon obtenidas fueron de 0.04 mg/d
70 0.006 mg/d para 7 y 15 semanas respectivamente.

Tabla 1.8. Continuaci
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1.3.3. Modelos mateméaticos de biodegradacion en suelos

Para disefiar y optimizar las técnicas de biorremediaciébn son necesarios
modelos matematicos para describir los procesos fisicos y quimicos que controlan la
disponibilidad, asi como la biodegradacién de los contaminantes.

Los modelos matematicos utilizados para representar la biorremediacion de
suelos, toman en cuenta las ecuaciones generales de transporte macroscépico para
los componentes en un medio poroso, es decir, balances de masa. Dichas ecuaciones
representan el equilibrio y la transferencia entre las fases, mediante los mecanismos
de conveccioén, dispersion, biodegradacién y produccién de biomasa.

En general, se han propuesto tres tipos de modelos, de crecimiento
suspendido, de biopeliculas y de microagregados.

El modelo de crecimiento suspendido, considera la degradaciébn como una
funcion de los donadores/aceptores de electrones, es decir funcion del
sustrato/oxigeno. En general, se supone una cinética de doble limitacion por
nutrientes.

En los modelos de biopelicula se asume que todos los microorganismos se
encuentran formando una capa en donde ocurre la biodegradacion, el contaminante
que se encuentra adsorbido en la fase sdélida se difunde por gradientes de
concentracion hacia la superficie de la biopelicula y se disuelve en ésta para ser
degradado.

Los modelos de microagregados consideran que los contaminantes estan
uniformemente depositados en agregados del suelo y que los microorganismos estan
presentes en formas suspendidas y adheridos como microcolonias a las superficies
sélidas. El analisis es desarrollado en coordenadas esféricas para los agregados en
donde se considera equilibrio local de adsorcién/desorcion. En general se consideran
cinéticas de Monod para la reaccién biolégica.

Un modelo matematico propuesto por (Chungy col., 1993) describe:

El equilibrio de sorcion-desorciéon local y la difusién del contaminante en los

agregados porosos,
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La transferencia de masa del contaminante desde la superficie externa de los
agregados esféricos al medio de reacciéony
La degradacion del contaminante en el medio externo.

En dicho trabajo también se propone un criterio para determinar cuando la
difusién y adsorcién intraparticula son importantes, mediante un grupo adimensional
similar al médulo de Thiele. La generalizacion de las condiciones iniciales y del
coeficiente de transferencia de masa externa son también incluidos.

Otro modelo matematico para la prediccibn de biodegradacion vy
biotransformacion de hidrocarburos en suelos y agua subterranea considera la
degradacion aerobia y anaerobia. En ese estudio, para el caso aerobio, el crecimiento
microbiano y el consumo de oxigeno estdn acoplados en un término de
biodegradacion (Corapcioglu y Hossain, 1990). Otro desarrollo matematico para
reactores de lodos, determina la cinética de degradacion de varios HAP tomando en
cuenta el consumo de oxigeno y la produccién de diéxido de carbono (Tabak y col.,
1994).

Por otro lado, un modelo predictivo del consumo de hidrocarburos en sistemas
de lodos y de suelos propone un analisis estadistico para los hidrocarburos de
petréleo, agrupados en diferentes clases basados en sus pesos moleculares. Dicho
estudio reporta que la biodegradacion de los hidrocarburos de petréleo depende
fuertemente del tipo de hidrocarburo y de manera significativa de las otras variables
estudiadas como el tipo de suelo, las concentraciones del fertilizante, la concentracion
de la poblacion microbiana y el tipo de tratamiento en lodo o suelo (Huesemann,
1995).

Relativamente pocos modelos matematicos se han realizado y los que se han
desarrollado en general son inadecuados para propésitos practicos (Blackburn,
1998). En general, se modela la desaparicién del contaminante sin tomar en cuenta la

produccién y acumulacién de metabolitos.

1.3.3.1 Analisis de las tasas maximas de consumo de contaminante y de
produccién de CO2 mediante el modelo Gompertz

El modelo sigmoidal Gompertz es utilizado en biologia, botanica, zoologia y

ecologia para describir el crecimiento de plantas, arboles, microorganismos, animales
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y seres humanos cuyo comportamiento se caracteriza por curvas en forma en "S", es
decir, que incrementan su tasa de cambio mon6tonamente a partir de un punto fijo
hasta alcanzar un punto de inflexién después del cual la tasa de cambio decrece
hasta aproximarse asintéticamente a un valor final. Otra caracteristica es que no son
simétricas con respecto a su punto de inflexiéon. (Ratkowsky, 1983). Una
representacion grafica del modelo Gompertz se muestra en la Figura B.7 del Anexo
B.8.

El modelo Gompertz esta dado por la siguiente ecuacion:
sc=A s Be ) (1.2)

Donde, Sc y t son las variables y A, B y K son los parametros del modelo. Derivando

la Ecuacién 1.2 se obtiene la tasa de cambio de la variable Sc.

dd—st’_cz|<>6c><13>e‘Kt (1.3)

t

El término B>e K puede escribirse en términos de Sc mediante la siguiente

igualdad:
Bxe ' = Iogegeig
eScg

(1.4)

Por lo tanto la Ecuacidn 1.3 puede escribirse de la siguiente manera:

dSc oA O
— =K >x&c+qog.c—=+ 1.5
m gegng (1.5)

La segunda derivada de la Ecuacion 1.2 permite identificar la velocidad de

cambio de la tasa de cambio de Sc:

2
O:j_SZC:K><A>e('B*’--""‘)>t(B>e'Kt)2- K>9A\>e('B*9'Kt)><B><e'Kt (1.6)
t

La Ecuacién 1.6 se puede escribir en términos de la siguiente manera:
0gg—- 1—— (1.7)
S g

En el punto de inflexién de la curva dSC/dt es maxima y la Ecuacién 1.7 es

cero, por tanto:
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A
Ioge§=1 P Sc=A/e (1.8)

La tasa maxima se obtiene evaluando la Ecuacion 1.5 para Sc=A/e.

_ g = Kg&i%ogegi%: K2 =0.3684 % (1.9)
dt |secase  €€o  8A/eg e

max
Si tc es el tiempo al que se alcanza el punto de inflexién y la tasa maxima de
consumo (produccion) entonces, el punto de inflexion tiene las coordenadas (tc, AZe).
La siguiente relacién de los parametros B y K permite calcular tc
(In B)
K

(1.10)

t. =

Al ser un modelo empirico, el modelo no considera la reduccién en la tasa por
la reduccion de la concentracién de sustrato. En este sentido es considerado como
una relacion de orden cero. Ademas, el valor de K (h-1) es independiente de la
cantidad de muestra utilizada. El ajuste de datos experimentales de consumo de
sustratos con éste modelo reduce el error al tratar de ajustar con una linea. A pesar
de que el modelo Gompertz no tiene un enfoque fenomenolégico, es posible asociar los
valores de las constantes a tasas de consumo observadas experimentalmente.

En este trabajo, el modelo Gompertz es utilizado como una herramienta
matematica para ajustar los datos experimentales de la produccion de CO; y el
consumo de hidrocarburos a fin de obtener los parametros A y K que permitan
predecir un valor de tasas de produccién o consumo maximas.

Asi, para la ecuacion 1.2, t: es el tiempo. Sc: es la concentraciéon de
hidrocarburo (mg/kgss) y esta dada por la diferencia de concentraciones entre el t=0y
la del tiempo t. Cuando se utiliz6 para el ajuste de producciéon de CO,, Sc es la
concentracion de CO; (g/m3). El parametro A es la maxima concentracién consumida
o producida, cuando t® ¥ el valor de A es igual a la concentracién inicial de
hidrocarburo (mg/kgss) o la concentracion final de CO.. B: es un parametro asociado

a las condiciones iniciales (adimensional). El parametro K (h-1) es la tasa de consumo
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de hidrocarburo o la tasa de produccion de CO,. V__ es la tasa maxima de consumo

max
de sustrato o de produccién de CO..

Los parametros cinéticos obtenidos del modelo Gompertz han utilizados en
diversos campos. En estudios de demografia para describir la tasa de envejecimiento,
la tasa mortalidad independiente de la edad, para predecir la longevidad media y el
tiempo estimado para alcanzar un determinado porcentaje de mortalidad (Mueller y
col., 1995; Ricklefs y Scheuerlein, 2002). En biologia se utiliza para la estimacion del
maximo tiempo de vida de una célula (Piantanelli, 1986). ElI modelo Gompertz
también ha sido usado para describir el crecimiento microbiano en procesos de
fermentacion asociando a los tres parametros del modelo a las tres fases del
crecimiento microbiano: la de aclimatacién, la logaritmica y la estacionaria (Simon y
Karim, 2001). Algunas aplicaciones puntuales de los parametros del modelo
Gompertz en la industria alimentaria son la determinacién y monitoreo de la tasa
maxima de crecimiento de Salmonella enteriditis (Koutsoumanis y col., 1998) y el
establecimiento de ecuaciones que relacionen el crecimiento de Aereomona hydrophila
con variables ambientales para evitar su proliferaciéon en ensaladas de vegetales listas
para consumirse (Vescovo y col., 1997). También se utiliz6 exitosamente en el
modelamiento del crecimiento de lactobacilos probidticos, en donde se exploré el uso
del los parametros para predecir las tasas maximas de produccién y la menor fase de
aclimatacion con vistas a aplicaciones industriales del proceso (Juarez Tomas y col.,
2002). Un estudio comparativo de modelos de crecimiento del pez Tribolodon
nakamurai concluyé que el modelo Gompertz fue el mas adecuado para representar la
edad de los peces en funcion de su longitud (Imai y col., 2002).

En biotecnologia ambiental, el modelo Gompertz ha sido utilizado para
describir el establecimiento de bacterias inoculadas en suelos en procesos de
bioaumentacion (Vandepitte y col., 1995); para describir el consumo de
contaminantes y para predecir la tasa maxima de consumo en un biofiltro a partir de
parametros obtenidos en cinéticas liguidas en microcosmos (Acufia y col., 1999); y
para modelar la produccion de metano en un bio-reactor donde se tratan los

desechos municipales sélidos (Lay y col., 1998).
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1.4. Antecedentes directos

En la siguiente seccion se discutira en detalle la bioestimulacién por adicién de
cosubstratos y se presentan algunos resultados preliminares de este trabajo.

La adicién de cosubstratos gaseosos en la biorremediacion de suelos, esta poco
documentada, generalmente las sustancias que se utilizan como bioestimulantes son
sustancias facilmente asimilables adicionadas en solucién. La adiciobn de un
substrato en forma gaseosa mediante un sistema de venteo tiene la ventaja de poder
alimentar muy bajas concentraciones del substrato de manera mas homogénea en la
matriz del suelo. Este tipo de sistemas trifasicos son similares a los biofiltros, en
donde los microorganismos crecen sobre un soporte y desarrollan una biopelicula con
el agua contenida en el sistema, los contaminantes se transportan desde la fase gas a
la fase liquida donde se llevan a cabo las reacciones. El tipo de soporte es critico para
proporcionar y mantener las condiciones adecuadas para el desarrollo de las
poblaciones microbianas y la eliminacién de las sustancias contaminantes (Ortiz y
col., 2003b). Basados en experiencias previas de biofiltracibn como medio de control
de la contaminacién de aire contaminado con compuestos organicos volatiles, entre
otros, tolueno, xilenos, e incluso benceno utilizando diversos materiales de soporte
incluyendo turba, se pensdé en estudiar un sistema similar a un biofiltro en donde el
soporte fuera suelo contaminado y se estimulara la poblacién microbiana con la
presencia de un substrato gaseoso adicional.

Las primeras pruebas que se realizaron para evaluar la viabilidad del
tratamiento consistieron en pruebas de biodegradacién de hidrocarburos en suelos, a
escala de microcosmos, adicionando diferentes fuentes de carbono como cosubstratos
(Ortiz y col., 2003a). Los experimentos se realizaron en frascos de 125 ml sellados con
valvulas de tefléon (Mininert, VICI Precision Sampling, Inc., EU) donde se colocaron 10
g de suelo seco (ss), 10 ml de medio mineral y el cosubstrato. El suelo utilizado
provenia de una zona petrolera en Minatitlan, Ver., y contenia 180 g de HTP por K(ss.
Se evalub el efecto de la adicién de glucosa, hexadecano, etanol, pentano y tolueno.
Dichos cosubstratos fueron adicionados en una concentracién de 1.5 g C/kgss. En el
caso de etanol y tolueno se realizaron adiciones sucesivas cuando se media en fase

gas la desaparicién completa del compuesto. La glucosa y el hexadecano solo fueron

50




Antecedentes

agregados al inicio del experimento, por tanto la cantidad total adicionada fue menor
comparada con los sustratos volatiles. Un resumen de los resultados obtenidos se
presenta en la Tabla 1.9. La adicion de glucosa, hexadecano y etanol no tuvieron
efecto sobre la remocién total de los HTP. Por otra parte, la adicién de tolueno y
pentano incrementaron la eliminacion de hidrocarburos de 20.6% a 30.9% y a 26.1%
respectivamente.

Mas del 90% del tolueno y etanol fueron consumidos en las primeras horas
después de cada adicién. El etanol es una molécula altamente soluble vy
biodegradable. Sin embargo, su consumo no incrementd la degradacién de los HTP,
debido probablemente a que siendo una molécula mas oxidada, no favorecié el
crecimiento de la poblacion microbiana capaz de degradar hidrocarburos o bien se

manifesto represion catabdlica.

Tabla 1.9. Efecto de la adicion de diferentes cosubstratos 2

adigi/(;(r?;'sdq HTP eliminados (¢

Controles (sin cosubstrato)

Agua destilada 18.1
Medio mineral 20.6
Cosubstratos

Glucosa 3.538 21.3
Hexadecano 1.648 21.9
Etanol 39.506 18.6
Pentano 10.179 26.1
Tolueno 18.896 30.9

@(Ortiz y cal., 2003a). Pruebas realizadas en microcosmos (125 ml) durante 286 dias. Concentracion
inicial HTP 180 grrp/kQss:

Aunque estos estudios preliminares fueron realizados con mezclas de
hidrocarburos, el tolueno fue seleccionado también como cosubstrato modelo para la
degradacién de fenantreno debido a su estructura aromatica. Se ha reportado que
una comunidad microbiana aclimatada al consumo de un substrato frecuentemente
resulta en la aclimatacion simultdnea a compuestos con una estructura similar

(Alexander, 1994).
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Algunas de las principales caracteristicas del tolueno se encuentran en la Tabla
1.10. El tolueno es utilizado en la fabricacion de explosivos y colorantes, también es
utilizado como solvente para pinturas, en la industria farmacéutica, en la extraccion
de principios activos de plantas, en la industria de limpieza, en la composiciéon de las
gasolinas etc.

La biodegradacién del tolueno, ha sido ampliamente estudiada, y por tanto,
sirve como modelo para la comprensién de los mecanismos de biodegradaciéon de los
compuestos aromaticos. El tolueno es degradado tanto por bacterias como por hongos
mediante procesos aerobios y anaerodbicos. (Devinny y col., 1999). La base de datos
de biocatalisis/biodegradacion de la Universidad de Minnesota reporta para P.
mendocina, P. alcaligenes y P. putida las rutas metabélicas mostradas en el Anexo A.

La reaccion de mineralizacién del tolueno es la siguiente:

C,Hg +90, %4® 7CO, +4H,0 a

Tabla 1.10. Caracteristicas fisicoquimicas del tolueno 2

Formula molecular C7He
Peso Molecular (g/gmol) 92.1
CH3
Estructura @
Solubilidad
(mg/Lh20) °15
Densidad (g/ml) 0.866
LOg Kow 2.69
Punto de ebullicion: 110.6 °C, a 760 mmHg
Presion de vapor:
10 mmHg, a 6.4 °C
- . 20 mmHg, a 18.4 °C
Volatilidad: 40 mmHg. a 31.8 °C
Densidad del vapor: 3.14
(Aire=1)

&(Connell, 1997).
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Il. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general

Determinar el efecto de la adicién de un cosubstrato en fase gaseosa sobre la
biorremediacién de suelos contaminados con hidrocarburos utilizando un sistema

modelo de columnas empacadas.

Objetivos particulares

- Evaluar el efecto de la adicién de tolueno en fase gas como cosubstrato en la
biodegradaciéon y mineralizacion de fenantreno.

- Evaluar el efecto de la adicién de tolueno gaseoso como cosubstrato en la
biodegradaciéon y mineralizacion de hidrocarburos de petréleo.

- Desarrollar un modelo matematico que permita describir los fenémenos que

se llevan a cabo durante la biodegradacion.

Para alcanzar los objetivos planteados se desarrollaron actividades en 3

grandes rubros:

1. Sistemas experimentales y metodologias:

a) Definir el sistema de estudio modelo: suelo, agente abultante, contaminante,
sistema experimental y condiciones de operacion 6ptimas.

b) Caracterizacion del suelo contaminado con hidrocarburos de petroéleo.

c) Aclimatacion de los microorganismos para degradar los contaminantes
seleccionados.

d) Implementar y validar las metodologias de impregnacion del suelo, de
extracciéon y cuantificacién de hidrocarburos, identificacién y cuantificacion
de metabolitos.

2. Estudios de degradacion:

a) Estudiar la biodegradacién de los compuestos a nivel de microcosmos en

cultivos liquidos y sistemas trifasicos (suelo, liquido y aire).
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b) Estudiar dos poblaciones microbianas. Un consorcio bacteriano aclimatado
previamente al consumo de fenantreno y tolueno. Una cepa del hongo
Trametes versicolor aclimatada al consumo de fenantreno.

b) Estudiar el efecto de la adicidon de otro sustrato en la fase gaseosa sobre la
degradacién, la mineralizacién y la poblacién microbiana.

3. Modelado matematico

Desarrollo de un modelo matematico para describir la biodegradacién de

fenantreno y el efecto de la adicién de tolueno en el sistema de columnas empacadas.
Hipotesis
Las hipotesis de este trabajo sobre el efecto de la adicién de bajas
concentraciones de tolueno en fase gaseosa sobre la biodegradacion y la
mineralizacién de hidrocarburos son las siguientes:
a) El consumo simultaneo de mezclas de substratos alin cuando se encuentren
a bajas concentraciones.
b) El mayor crecimiento microbiano debido a la utilizacién del tolueno.
c) La activacibn de enzimas que intervienen en la degradacién de los
hidrocarburos o0 intermediarios con una estructura similar a la del

cosubstrato.

d) Una combinacion de las anteriores.

Las poblaciones microbianas requieren de una concentracion minima de
contaminante en la fase liquida que proporcione la energia para el crecimiento y las
actividades de mantenimiento. Una de las limitantes de la degradacion se ocasiona
cuando el flux difusivo del contaminante no cubre esos requerimientos minimos
(Efroymson y Alexander, 1995). Sin embargo, estd documentado la asimilaciéon de
mezclas de fuentes de carbono, tanto naturales como xenobiéticas, que son utilizadas
y asimiladas por microorganismos aun cuando los compuestos se encuentren debajo
de la concentracion minima (Egli, 1995). Se sugiere que esta habilidad de los
microorganismos resulta de la utilizacién simultanea de otras fuentes de carbono que

pueden soportar el crecimiento y proveer la energia necesaria para el mantenimiento.
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También esta reportado que los microorganismos una vez que se han aclimatado al
consumo de un substrato, rapidamente son capaces de actuar sobre moléculas
analogas. (Alexander, 1994).

Por otro lado, el sistema de alimentacion del cosubstrato mediante un sistema
de venteo permite la distribucién homogénea de concentraciones muy bajas en la

matriz del suelo garantizando su completa eliminacién.
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I11. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos quimicos

Se utilizaron los siguientes reactivos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EU):
cristales de fenantreno (pureza >98%), tolueno, acetato de etilo, metanol y glicerol
(grado reactivo). Acetonitrilo grado HPLC. Acido ftalico sal de monopotasio (pureza
>99%). Fenantreno [9-14C14H10] con una actividad especifica de 10.6 mCi/mmol y una

concentracion de 0.95 mCi/Mlmetanol-

3.2. Suelos

3.2.1. Suelo UAM-I

El suelo UAM-I fue colectado de un jardin de la universidad. Se tamiz6 el suelo
hasta tener un tamafo de particula (Tp) 0.177mm<Ty,<lmm y se secé a 100 °C
durante 48 h. La maxima capacidad de retencion de agua del suelo fue 20% en peso.

La caracterizacion del suelo se realizé en el Laboratorio central de andlisis de

suelos de la Universidad Auténoma de Chapingo (Tabla 3.1).

3.2.1.1. Contaminacion del suelo

El suelo seco se puso en capas de aproximadamente 0.5 cm de altura y se
contaminé agregando por gotas una solucién de fenantreno en acetona, mezclando
manualmente el suelo. Se dejé 24 horas en la campana de extraccidon a temperatura
ambiente para evaporar completamente el solvente. Una vez seco el suelo, la
concentracion de fenantreno fue de 1000 mg/kg de suelo seco (ss).

El suelo seco impregnado de fenantreno se colocé en frascos ambar sellados y
se dejé estabilizar por 12 meses a temperatura ambiente. Extracciones del suelo
después de este periodo, permitieron recuperar 98% del fenantreno adicionado (ver
seccion 3.5.1).

Este suelo fue utilizado para los estudios de degradacién de fenantreno en

columnas empacadas.
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Tabla 3.1. Caracterizacion del suelo UAM-I 2

Parametros

Valore;

Metodologia

pH

Potenciométrico relacién agua suelol:2

Materia Orgénica (%)

Walkley y Black

Niquel (mg/kg)

Extraido con cloruro de potasio 2N y determin

por arrastre de vapor.

Fésforo (mg/kg)

Olsen

Potasio (mg/kg)

Extraido con acetato de amonio 1.0N pH 7.0
relacién 1:20 y determinado por

espectrofotometria de emisién de flama

Calcio (mg/kg)

Mg (mg/kg)

Extraido en acetato de amonio 1.0N pH 7.0
relacién 1:20 y determinado por

espectrofotometria de absorciéon atémica

Fierro (mg/kg)

Cobre (mg/kg)

Zinc (mg/kg)

Manganeso (mg/kg)

Extraido con DPTA relacion 1:4 y determinadqg

espectrofotometria de absorcién atomica

TEXTURA

ARENA (%) 52.1 | Dap. Método de la parafina.
LIMO (%) 7.4
ARCILLA (%) 32.4
CLASIFICACION- ] ]
Arcilla-are| Hidrémetro de Bouyoucos

& Laboratorio central de andlisis de sudlos. Universidad Auténoma de Chapingo.

3.2.1.2. Esterilizacion del suelo

Los suelos, sin contaminar y contaminado, fueron esterilizados mediante

irradiacion gamma (g 2.5 mrad en el departamento del irradiador Gamma del

Instituto Nacional de

inhibidores microbianos en la experimentacién y en base a resultados previos y no se

Investigacion Nuclear (ININ).

realizd ningudn tipo de verificacion de la esterilizacion (Acufia y col., 1999).

Debido a que se utilizaron
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3.2.2. Suelo INRA

Este suelo fue donado por el Instituto Francés de Investigacién Agricola (INRA,
por sus siglas en francés). Este tipo de suelo, es una arena gruesa no porosa, con un
tamafo de particula entre 3 y 5 mm. El suelo fue lavado con agua destilada, secado
en estufa a 150 °C y posteriormente esterilizado por 15 min a 2 atm. La impregnacién
de este suelo fue realizada de manera similar a la descrita para el suelo UAM-I
utilizando un is6topo de fenantreno 9-14C. El fenantreno marcado, disuelto en
metanol, fue diluido con fenantreno grado reactivo para tener una concentracion de
50 mg/Kgss ¥ una actividad total de 28 nCi. Los calculos detallados de la dilucién de
fenantreno radioactivo con fenantreno en cristales (no radioactivo) para obtener
dichas condiciones se muestran en el Anexo. B.5.

Este suelo se utilizé como un suelo modelo, dada su estructura no porosa, se
asume que la distribucion del contaminante es superficial. Esto permite despreciar
los problemas de transferencia de masa que se presentan en suelos porosos debido a
la difusion intraparticular de los contaminantes y en aquellos con altos contenidos de
materia organica donde la adsorciéon de los contaminantes es irreversible. Se utilizo
en los experimentos de solubilidad de fenantreno y en las cinéticas de consumo en

microcosmos.

3.2.3. Suelo Tamaulipas

Este suelo fue colectado en los alrededores de la refineria "Francisco |I. Madero”
en Cd. Madero, Tamaulipas y fue proporcionado para este estudio por el Centro
Nacional de Investigacion y Capacitacion Ambiental (CENICA). Después del secado a
temperatura ambiente, el suelo fue tamizado para utilizar la fraccién de tamafo de
particula menor a 2 mm. La composicion del suelo fue 87.1% arena, 1.8% limo, 4.0%
arcilla y 6.9% materia organica con un pH de 7.62 (Laboratorio central de la
Universidad Auténoma de Chapingo). Las muestras iniciales del suelo contenian 40 g
de HTP por kg de suelo seco determinados segln la metodologia descrita en la seccién

3.5.7. La maxima capacidad de retencion del agua fue de 25% en peso.
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3.2.4. Agente abultante

Las caracteristicas de los materiales en los que se desarrollan los
microorganismos han sido reportadas como uno de los aspectos fundamentales para
la efectividad de los sistemas de biorremediacién (Alexander, 1994; Ortiz y col.,
2003b). Entre otras caracteristicas, deben proporcionar un area grande para la
formaciéon de la biopelicula y deben permitir una correcta aireacién. Dadas las
caracteristicas del suelo la adicibn de un agente abultante era necesaria para
garantizar una aeracion eficiente para el crecimiento microbiano.

Vermiculita seca, de tamafio de particula entre 1.9 y 3.36 mm se utiliz6 como
agente abultante inerte. La vermiculita fue seleccionada por ser inerte, por sus
caracteristicas de composicién y capacidad de retencion de agua y de soportar el
crecimiento microbiano (Ortiz y col., 2003b).

La vermiculita (AYASA, México) es de origen mineral. El analisis quimico del
proveedor es (%): SiO2 46.63; Al.O3z 10.70; Fe2O3; 5.73; FeO 0.12; MnO 0.03; TIO:2
1.13; Cr03 0.62; MgO 34.28; KO 0.06; F 0.70; H>O huella. Las particulas de
vermiculita presentan estructura con cierta regularidad geométrica y una
composicibn homogénea, su area maxima de transferencia de es de 675 m2/ms3,
(Pineda y col., 2000). Su precio es de 0.08 pesos/L. La maxima capacidad de
retencién de agua sin presentar drenaje es de 65% de su peso humedo (Ortiz y col.,
2003b) lo que le permite actuar también como reservorio de agua en el lecho evitando
la pérdida de humedad y favoreciendo la actividad microbiana. La densidad de

empaqgue de la vermiculita himeda (65%) es de 215 gvermicutita M3reactor

3.3. Microorganismos

3.3.1. Consorcio bacteriano

Se prepar6 a partir de muestras de suelo de varios puntos alrededor de un sitio
que ha recibido descargas de una refineria en el estado de Veracruz, México. Se hizo
una mezcla de estas muestras de suelo y se suspendié en medio de cultivo mineral.

La solucion nutritiva se prepardé con un fertilizante comercial (Triple 17, Nutrientes
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Minerales de Hidalgo, México). Se utilizaron 3.74 (rerilizante/L para tener una

concentracion de 0.63 g N/L y se ajusto el pH a 7 con una solucién NaOH 1N.

3.3.1.1. Aclimatacién del inéculo

Después de 30 dias en agitacion y a temperatura ambiente, el cultivo se
decanté y filtré para eliminar la tierra y se transfirié el inéculo (10% v/v) en solucién
nutritiva fresca. Como fuente de carbono se afiadieron 100 m de una solucidon
fenantreno disuelto en dimetilformamida y 100 nml tolueno liquido para tener una
concentracion en el cultivo de 1000 mg/L y 344 mg/L, respectivamente. Los
microorganismos se cultivaron en frascos de 1L, a 150 rpm y 30 °C. Cada 20 dias el
indculo fue transferido en medio nutritivo nuevo (10% v/v) y se agregaron las mismas
concentraciones de fenantreno y tolueno como fuentes de carbono. Este proceso se

llevd a cabo durante 7 meses.

3.3.1.2. Cinéticas de crecimiento microbiano

Para medir la tasa de crecimiento del cultivo se hicieron cinéticas de
crecimiento utilizando un medio mineral 3X, pH 7, cuya composicién se muestra en

la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Composicion del medio mineral 3Xa

o/l
KH2PO4 0.60
KoHPO4 2.40

MgSO4xH20 1.50
CaS042H20 0.15
FeSO4H20 0.03
(NH4)2SO04 3.00

a (Acufia 'y col., 1999).

Se usaron matraces nefelométricos de cultivo de 500 ml, con 200 ml de medio
mineral, 50 ml de iné6culo, 1000 mg/L y 344 mg/L de fenantreno y tolueno,
respectivamente. Las cinéticas se llevaron a cabo a 150 rpm y 30 °C. Se midio
diariamente la absorbancia del medio en un espectrofotémetro a 450 nm (Spectronic

20D, Milton Roy Co., EU). Se sacrificaron matraces para filtrar 25 ml de medio de
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cultivo usando un filtro de 0.2 nm, (Whatman, EU), lavando abundantemente para
asegurar no retener cristales de fenantreno o sales minerales del medio. La muestra
fue secada a 100 °C hasta peso constante. La cantidad de biomasa seca se relacioné
con la absorbancia medida en la muestra. La curva de concentracidon de biomasa en

funcion de la absorbancia se muestra en el Anexo B.1.

3.3.2. Cultivo de Trametes versicolor

La cepa del hongo Trametes versicolor ATCC 32745, fue donada por el Instituto
Francés de Investigacion Agricola en Marsella, Francia. Esta cepa ha probado su
capacidad de degradar fenantreno, y otros HAP (Rama-Mercier y col., 1998). La
biomasa fue cultivada en matraces Roux, donde se colocaron 200 ml de medio de
cultivo (Tabla 3.3) y 5 discos de 5mm de micelio precrecido en agar MYA2. La
biomasa se desarroll6 a 30 °C a la oscuridad durante 7 dias. ElI micelio fue
recolectado por filtracion en gasa estéril y homogeneizado mediante ultraturrax

(Janke & kunkel, IKA-WERK, EU) en 50 ml de agua destilada estéril.

Tabla 3.3. Composicion del medios de cultivo para Trametes versicolor 2

Composicion g/l Vitaminas o/|
Glucosa Tiamina
Bactopectona Riboflavina

Extracto de levadura Piridoxina

(NHa)2 SO4 Pantotenato de calcio
CaH406Naz2H-0 Acido p-aminobenzoico
Sales minerales: Nicotinamida

KH2PO4 Colina

CaCl2H»0 Acido folico
MgSO47H20 Inositol

Vitaminas:

a (Rama-Mercier y col., 1998).

61




Materiales y Métodos

3.4. Experimentos

Los experimentos realizados y el objetivo de cada uno de ellos se muestran en

la Figura 3.1. En las siguientes secciones se detallan las metodologias utilizadas.

——{Epemens)

A A
Microcosmos | Columnas empacadas ’—

«Consorcio — Sueld UAMI Suelo Tgmaulipas
«T. versicolor (1000 mg fepantreno/kg,,) (40 g HT|P//kgss)
v

A
Suelo|/INRA Suelo|INRA Suelo|UAMI ~| Consorcio Poblacién nativa If
y y

Lecho Lecho v
inundado inundado «Cinéticas de consumo y
mineralizacién de hidrocarburos
«Efecto de tolueno sobre la
degradacién y mineralizacién
de hidrocarburos
«Identificacién de Intermediarios

1

Cultivos
liquidos

| Maxima solubilidad 14C-fenantreno |

—

Muestras
El suelo INRA permite eliminar problemas de transferencia de masa para finales de ¢
estudiar:
« La mineralizacién de 14C-fenantreno suelo
« El efecto de tolueno sobre la degradacion y mineralizacién de fenantreno

Producciér| de CO,

l;'
«Cinéticas de consumo y mlnerallzamgp de fe.nantr‘eno‘ytolueno Actividad microbiana
Efecto de tolueno sobre la degradacién y mineralizacién de fenantreno

« Relacion éptima de fenantreno/tolueno

Cinética de consumo de
intermediarios

Figura 3.1. Diagrama de flujo de experimentos realizados

3.4.1 Microcosmos

3.4.1.1. Disolucién de fenantreno

Un diagrama de la metodologia utilizada en estos experimentos se muestra en
la Figura C.1 del Anexo C. Estos experimentos se llevaron a cabo usando el is6topo
irradiado de fenantreno (9-14CisHio). Se utilizaron 15 g de suelo INRA a una
concentracién de 50 mg/kgss de fenantreno en frascos herméticos de 125 ml,
impregnados con 24 horas de anticipacién, y se adicion6 cantidad de agua destilada
necesaria para inundar el lecho de suelo (5 ml) y se colocé en agitaciéon (150 rpm). Se
tomaron muestras de 100 nl para realizar conteo de centelleo (seccién 3.5.3.) cada 30

min durante las siguientes 3 horas y posteriormente mediciones diarias hasta 300 h.
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Los experimentos se realizaron por triplicado. Siguiendo la misma metodologia, se
realizaron experimentos con el suelo UAM-I estéril y utilizando medio mineral 3X
como disolvente. Ademas en estos experimentos se agregdé tolueno liquido para
obtener concentraciones en fase gas de 25 y 60 g/m3 correspondientes a
concentraciones de 92.59 y 222.22 mg/L en el liquido. Considerando un coeficiente
de particion adimensional de

0.271.

3.4.1.2. Cinéticas de consumo de fenantreno y tolueno en cultivos liquidos

Un diagrama de la metodologia utilizada en estos experimentos se muestra en
la Figura C.2 del Anexo C. Estos experimentos se llevaron a cabo en frascos de 125
ml sellados herméticamente con valvulas de Teflon (Mininert, VICI Precision
Sampling, Inc., EU) en los que se pusieron 10 ml de medio mineral 3X y una
concentracion de biomasa de 0.12 mg/ml del consorcio y T. versicolor. Se realizaron
cultivos por duplicado de 55 h de incubacién y con concentraciones de fenantreno de
150 mg/L y 475 mg/L, adicionando diferentes cantidades de tolueno para tener
concentraciones de 0, 15, 25, 30 y 40 g/m3 en la fase gas. En estos experimentos se
evaluo la produccién de CO; (seccién 3.5.2) como medida indirecta del consumo de
los contaminantes. La concentracion de tolueno en fase gas fue medida de acuerdo a
la metodologia descrita en la seccion 3.5.4. Se midié fenantreno residual al final de
los experimentos de acuerdo a la metodologia descrita en la seccion 3.5.1. Se
realizaron controles sin contaminantes para medir la respiracion endégena de las

poblaciones.

1 Para tolueno, € coeficiente de particion gas-liquido, m, a condiciones estandar de
presion y temperatura, se calcula mediante la siguiente relacién:

C - 3 3 -1
= s _H _ 6770782110 “atmxm” >mol — 02765

Donde, H es la constante de Henry, R €l la constante de los gases y T es la temperatura
(Perry’ s chemical engineers handbook).
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3.4.1.3. Biodegradacién de fenantreno (9-14Ci4H10) y tolueno

Un diagrama de la metodologia utilizada en estos experimentos se muestra en
la Figura C.1 del Anexo C. En frascos de 60 ml cerrados con valvulas Mininert, se
colocaron 30 g de suelo INRA impregnado previamente con 50 mg/kg de 9-14C-
fenantreno, con una actividad total de 28 nCi, se adicionaron 9 ml de medio mineral
3X y se incubaron a 150 rpm y 30 °C. Los experimentos se realizaron con los dos
tipos de poblaciones microbianas, el consorcio microbiano y el cultivo de Trametes
versicolor, se adicionaron 2.95 mg y 5 mg de biomasa, respectivamente. Se realizaron
triplicados en donde se midié la produccién de 14CO; atrapado en KOH 1N (ver 3.5.3.)
asi como la concentraciéon de 4C en la fase liquida (Seccion 3.5.3). También se
realizaron experimentos bajo las mismas condiciones y con la adicion diaria de
tolueno en una concentraciéon de 32 g/m3 la concentracion de tolueno fue medida de
acuerdo a la seccién 3.5.4.

Se realizaron controles abidticos bajo las mismas condiciones de incubacién,
utilizando concentraciones de fenantreno marcado (9-14Ci4H10) de 50 mg/Kgsueloc CON
una actividad total de 28 nCi en cada frasco. Se realizaron experimentos por
triplicado, de donde se tomaron muestras liquidas de 15m peridédicamente que se

analizaron agregando 250ni de liquido de centelleo (ver analisis 3.5.3).

3.4.1.4. Respiracion de poblaciones microbianas

Estos experimentos (Figura C.3, Anexo C) consistieron en poner 13 g de
muestras de suelo UAM-1 tomadas al final de los experimentos en columnas
empacadas (seccidn 3.4.2). Las poblaciones establecidas en el suelo después del
tratamiento (con y sin la adicién de tolueno) fueron adicionadas con 20 ml de agua
destilada y se cultivaron a 30 °C y 150 rpm. Se utilizaron frascos de 125 ml sellados
con valvulas Mininert, los experimentos se realizaron por triplicado. Como una
medida indirecta de la actividad microbiana se cuantificé la produccion de CO; de

acuerdo a la metodologia mostrada en la Seccién (3.5.2).
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3.4.1.5. Biodegradacién de acido ftalico

Se realizaron experimentos por triplicado en frascos herméticos de 125 ml, con
13 g de mezcla suelo y vermiculita en una proporcién 80:20 en peso humedo (Figura
3.1). La concentracion de acido ftalico fue de 1000 mg/kgss, adicionando 250 mg/kgss

de tolueno. El acido ftalico fue medido de acuerdo a la secciéon 3.5.6.

3.4.2. Columnas empacadas

3.4.2.1. Sistema experimental

El sistema experimental se muestra en la Figura 3.2, dicho dispositivo se
encuentra dentro de una camara de acrilico de dimensiones 1.5x1.0x0.8 m, la
temperatura dentro de la camara fue controlada mediante un termostato y
recirculacion de aire. El aire es provisto por un compresor, y alimenta dos
controladores de flujo masico (Matheson modelo 8141 rango 0-1000 SCCM, EU;
Aalborg GFC17 rango 0-100 SCCM, EU). Las curvas de calibracion de dichos
controladores se muestran en el Anexo B.2. Los flujos de aire se fijaron dependiendo
del nimero de columnas a tratar y de la concentraciéon de tolueno requerida. Un flujo
de aire (6 a 8 ml/min) burbujea en el evaporador de tolueno, mientras que el flujo
principal de aire (150 a 200 ml/min) burbujea en un prehumidificador, que contiene
una solucién diluida de NaOH (0.1N) para eliminar el CO2 de entrada en el aire,
posteriormente pasa a un humidificador donde el aire se satura en agua. El aire
himedo pasa a un distribuidor de flujo provisto de valvulas de aguja, de donde son
alimentadas las columnas sin tolueno, la salida del distribuidor de flujo esta
conectada al segundo distribuidor de flujo, donde es mezclado con la corriente de
tolueno para alimentar las columnas gque seran tratadas con tolueno. Las columnas
de vidrio de 0.5 L cuentan con tapas herméticas de teflén. La alimentacién de tolueno
se realiza por la parte inferior. Los gases de salida pasan a través de tubos de 25 ml
sumergido en un liquido refrigerante comercial mantenido a -10 °C + 2, para ser
condensados y se analizados posteriormente (ver 3.5.5). Las muestras gaseosas
fueron tomadas en puertos provistos en las tapas, desviando la corriente gaseosa

antes de pasar al condensador.

65




Materiales y Métodos

Dos parametros de operacion importantes en este tipo de sistemas
relacionados con la fase gaseosa son el tiempo de residencia de lecho vacio (EBRT,
por sus siglas en inglés) y la carga del contaminante. EI EBRT se calcula como la
relacién del volumen de lecho y el flujo de aire alimentado. Mientras que, la carga de
contaminante en fase gas se define como la masa de contaminante alimentado por

volumen de reactor por unidad de tiempo.
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Figura 3.2. Esquematizacién del sistema experimental de columnas empacadas. 1. Compresor. 2. Controladores de flujo masico. 3.
humidificador y eliminador de CO2. 4. Humidificador. 5. Evaporador de tolueno. 6. Distribuidor de flujo con vapores de tolueno. 7. Distribuidor de
de aire hiimedo. 8. Columnas sin tolueno. 9. Columnas tratadas con tolueno. 10. Condensador. 11. Puertos para muestras gaseosas.
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3.4.2.2. Biodegradacién de fenantreno

Estos experimentos se llevaron a cabo por duplicado en el sistema
experimental mostrado en la Figura 3.2, utilizando el suelo de UAM-I en una mezcla
80:20 (peso humedo) con vermiculita como agente abultante. El contenido inicial de
agua en la mezcla fue de 30% (p/p), basado en las maximas capacidades de retencion
de cada uno. Este contenido de agua se alcanzé adicionando la cantidad apropiada
de medio mineral 3X. El inoculo inicial del consorcio microbiano fue de 38
MQbiomasa’/ Kgss. Las condiciones de operacién fueron, 30 + 2 °C, el tiempo de residencia
de lecho vacio fue de 50 min, la carga de tolueno alimentada los reactores fue de 1
9/ M3eacior/N, la densidad de empaque fue de 650 kg de mezcla humeda por ms3 de
reactor. Un diagrama de la metodologia utilizada en estos experimentos se muestra en
la Figura C.3 del Anexo C.

Se tomaron diariamente muestras gaseosas para determinar la produccién de
CO:2 (Seccion 3.5.2.) y consumo de tolueno (Seccién 3.5.4). También se tomaron
muestras de suelo peridodicamente para determinacién de fenantreno (Seccién 3.5.1.)

Como experimentos control se realizaron 3 tipos de corridas bajo las mismas
condiciones experimentales con y sin la adicion de tolueno por duplicado. 1)
Experimentos para evaluar la degradacién abidtica de fenantreno, éstos se realizaron
con suelo contaminado estéril, sin inocular y adicionados con medio mineral
conteniendo 1.3 g/L de azida de sodio como inhibidor microbiano. 2) Experimentos
para evaluar la degradacion de fenantreno por la microflora nativa. 3) Experimentos
de respiracion endégena. Para la evaluacién de la respiracion endégena de la
poblacién nativa se utilizé suelo sin contaminar y para la respiracién endégena del

consocio microbiano se utilizo suelo estéril sin contaminar e inoculado.

3.4.2.3. Biodegradacién de hidrocarburos

Estos experimentos se llevaron a cabo por duplicado en columnas con el suelo
Tamaulipas utilizando la misma relacién de agente abultante. Las condiciones de
operacién fueron 30 = 2 °C, el tiempo de residencia de lecho vacio fue de 50 min, la
carga de tolueno alimentada los reactores fue de 2.3 g/M3ecacior/h, la densidad de

empaque fue de 605 kg de mezcla himeda por m3 de reactor. Se utiliz6 un volumen
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empacado de 0.275 L. En estos experimentos no se inoculé externamente por lo que,
la actividad microbiana se debi6é a la microflora nativa. El contenido inicial de agua
en la mezcla suelo-vermiculita fue de 33%, dicho valor se alcanzé adicionando medio
mineral 3X. Un diagrama de la metodologia utilizada en estos experimentos se
muestra en la Figura C.4 del Anexo C.

Se tomaron muestras gaseosas diariamente para determinar produccion de
CO:2 (Seccion 3.5.2.) y consumo de tolueno (Seccién 3.5.4). También se tomaron

muestras de suelo peridodicamente para determinacién de HTP (Seccién 3.5.7.)

3.5. Analisis

3.5.1. Concentracion de fenantreno

En los experimentos de columnas se tomaron muestras de 3 g de suelo por
duplicado. Dichas muestras se tomaron desempacando la columna y homogenizando
manualmente su contenido.

Para cuantificar el fenantreno se realizaron extracciones del suelo con acetato
de etilo utilizando una relacién 1:5 (p/v), las muestras eran puestas en frascos
cerrados herméticamente y agitados durante 12 h. El suelo fue separado por
decantacién y el extracto fue centrifugado a 8000 rpm durante 10 min.

La cuantificacién de fenantreno fue realizada en 20 nl en un cromatdgrafo de
liquidos (HPLC) (Thermo Separation Products, Alemania) con detector UV a 254 nm.
Se utilizé una columna 300x3.10 mm (Bondclone 10 nm C18, Phenomenex Inc., EU)
a una temperatura de 40 °C. La fase movil fue una mezcla de acetronitrilo:agua
(60:40, v/v) a una tasa de 1.5 ml/min. La curva de calibracion utilizada se muestra

en el Anexo B.3.

3.5.2. Produccioén de dioéxido de carbono

Se utiliz6 un cromatégrafo de gases (Gow Mac, series 550, EU) con detector de
conductividad térmica (GC-TCD). Dicho equipo esta provisto con una columna CRT-
1(Alltech, EU) a través de la cual la muestra es arrastrada utilizando una corriente de
helio a un flujo de 65 ml/min. Las temperaturas del inyector, detector y columna

fueron 30, 100 y 40 °C, respectivamente.
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La columna permite separar aire, nitrégeno, diéxido de carbono y oxigeno. Las
areas son correlacionadas para calcular las cantidades de cada uno de ellos de
acuerdo a las expresiones mostradas en el Anexo B.4.

En los experimentos de microcosmos, muestras gaseosas de 100 m fueron
tomados con jeringa (Serie A-2, VICI Precision Sampling, Inc., EU) de la fase gaseosa
por duplicado para su analisis. Mientras que en los experimentos de columnas fueron

tomadas muestras por duplicado de 500 nl a la salida de las columnas.

3.5.3. Concentracion de 14C disuelto y 14CO;

En los experimentos con fenantreno marcado, se cuantificé el 14C soluble en
muestras de 100 nl de la fase liquida adicionada con 250 ml de liquido de centelleo.

El CO., producido fue capturado en una trampa que consiste en un tubo de
vidrio de 2 ml en donde se colocaba 0.5 ml de KOH (1N). Para su analisis se
adicionaron 0.5 ml de liquido de centelleo (LSC, Sigma-Flour™, Alemania).

Las mediciones se realizaron diariamente, los frascos eran abiertos para tomar
la muestra liquida y analizar la solucion de KOH. Los frascos se aireaban, la trampa
se rellenaba con solucion KOH fresca y los frascos eran cerrados nuevamente. Las
muestras fueron analizadas en un contador de centelleo (1450 MicroBeta Plus,

Perkin-Elmer, Inc., EU). Los calculos realizados se muestran en el Anexo B.5.

3.5.4. Concentracion de tolueno

La concentracion de tolueno en la fase gaseosa, fue medida con un
cromatégrafo de gases con detector de ionizacion de flama (GC-FID) (Hewlett-Packard
5890, EU) equipado con una columna de 5 m (Megabore HP-1, EU). Las temperaturas
del horno, inyector y detector fueron 120, 180 y 210 °C, respectivamente. Como gas
acarreador fue utilizado nitrégeno (35 ml/min). Se realizaron curvas de calibraciéon de
tolueno en rangos de 0-1.1 g/m3 y de 0-5 g/m3 que se muestran en el Anexo B.6.

En los experimentos de microcosmos se tomaron muestras de 100 m por
duplicado de la fase gaseosa. En los experimentos de columnas las concentraciones
de entrada y salida fueron medidos tomando muestras gaseosas de 500 il en jeringa
(Serie A-2, VICI Precision Sampling, Inc., EU), dichas mediciones fueron realizadas

por duplicado.
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3.5.5. Identificacion de metabolitos

La busqueda de metabolitos de la degradacién de fenantreno se realiz6é en dos
tipos de muestras. Por un lado, los metabolitos volatiles solubles en agua fueron
analizados en los condensados de la salida de aire de las columnas. Las otras
muestras fueron preparadas de una extraccion del suelo en agua 1:1(p/v). A los dos
tipos de muestras se les realiz6 una extraccién en acetato de etilo 1:1 (v/v). Se us6 un
cromatégrafo de gases acoplado a un espectro de masas GC-MS (Hewlett-Packard
5972, EU) se analizaron 5 nl de los extractos en acetato de etilo. La columna utilizada
fue una 30,000x0.53 mm (HP-5 MS, EU). La temperatura del inyector fue de 300 °C y
la del detector de 310 °C. Se utilizé el siguiente programa de temperaturas para el
horno, 10 °C/min de 160 a 260 °C y 5 min a la temperatura final. El gas acarreador
fue helio y el rango de masa analizado fue de 20 a 300 z/m a 70 eV. Los compuestos
fueron identificados mediante la biblioteca nbs75k (HP G1034C MS Chem-Station,
EV).

3.5.6. Concentracion de acido ftalico

El acido ftalico fue cuantificado mediante HPLC en el mismo equipo Yy
condiciones descritas anteriormente (secciéon 3.5.1). Se utilizd6 una fase movil
compuesta por agua:metanol:glicerol (83:12:5 v) a un flujo de 1.3 ml/min. EIl acido
ftalico fue extraido del suelo utilizando una relacion 1:1 en agua. La curva de

calibracion se muestra en el Anexo B.7.

3.5.7. Cuantificacion de HTP

La cuantificacion de hidrocarburos totales de petréleo se realizé de acuerdo al
método EPA-3540C (US-EPA, 1995). Consistié en realizar una extraccién Soxhlet
utilizando diclorometano como solvente. Las muestras de 5 g se secaron en un
desecador a temperatura ambiente y fueron posteriormente adicionadas con 5 g de
NazSO4 (sulfato de sodio anhidro). La extraccién Soxhlet se realiz6 durante 5 h. El
diclorometano se elimina en un rotavapor. La cantidad de hidrocarburos extraidos se

calcula por gravimetria.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION I. Parte experimental

En el presente capitulo se presentan los resultados experimentales de las
cinéticas de degradacion de fenantreno como molécula modelo de HAP, de suelo
contaminado con HTP, asi como el efecto del tolueno como cosubstrato gaseoso en su

degradacion y mineralizacion.

4.1. Biodegradacion de fenantreno

4.1.1. Disolucion de fenantreno

Los primeros experimentos se realizaron en microcosmos abiéticos (ver seccidn
3.4.1.1) para determinar la solubilidad de fenantreno en agua, utilizando fenantreno
marcado (14C) depositado en la superficie del suelo INRA. La concentracién en suelo
utilizada de 50 mg/kgss, corresponderia a una concentracion de fenantreno en liquido
de 150 mg/L.

En la Figura 4.1 se muestra las concentraciones de fenantreno medidas en
agua. Los datos fueron ajustados con un modelo clasico de solubilidad (Perry’'s

Chemical Engineers’ handbook)
c=c,(1- ")
Donde: c, = solubilidad maxima. | es una constante y t es el tiempo. La

solubilidad maxima encontrada con el ajuste fue de 1.053 + 0.106 mg/L, este valor
esta dentro de los valores reportados en la literatura (desde 1.1 hasta 1.6 mg/L,
Tabla 1.6). El fenantreno que no se solubiliza se queda depositado sobre los granulos
de arena o como cristales en la fase liquida. El acercamiento en la Figura 4.1 muestra
que un valor muy cercano a la solubilidad maxima es alcanzado en las primeras 5

horas de contacto.
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Figura 4.1. Solubilidad de fenantreno en agua. (®) Concentracion de fenantreno en la
fase liquida. (---) ajuste. R2=0.945. Concentracién inicial de fenantreno en
suelo de 50 mg/kgss. La barra de error representa la desviacion estandar de
3 réplicas.

En la Figura 4.2 se muestra la solubilidad de fenantreno en medio mineral 3X
y el efecto de la adicién de tolueno. Para estos experimentos se utiliz6 el suelo UAM-I.
En este caso, el equilibrio se alcanz6 hasta las 50 horas y el valor maximo de
solubilidad fue ligeramente superior a la encontrada con agua (Figura 4.1), aunque
sigue estando dentro del rango reportado por la literatura. El ajuste arrojé valores de
solubilidad maxima de 1.239 * 0.0412 mg/L. A las 175 horas se adiciond tolueno
para tener una concentracion de 25 g/ms3 en la fase gas, observandose una ligera
disminucién en la concentracion de fenantreno. A las 275 h se agregé nuevamente
tolueno para tener una concentracion de tolueno en fase gas de 60 g/ms3,
manteniéndose la concentracion del fenantreno en fase liquida dentro del rango del
error experimental.

Los resultados obtenidos en estos experimentos abidticos permitieron
establecer la solubilidad maxima de fenantreno en agua y en medio mineral. Las
concentraciones de tolueno de 25 y 60 g/m3 en fase gas (verificadas por

cromatografia) corresponden a una concentracion al equilibrio con la fase liquida de
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92.6 y 222.2 mg/L, utilizando un coeficiente de particiéon de 0.271. Es decir que, las
concentraciones de tolueno fueron muy superiores a las concentraciones de
fenantreno en el liquido. Los resultados muestran que a pesar de gue el fenantreno es
altamente soluble en tolueno la solubilidad del fenantreno en la fase acuosa no se vio

afectada por la presencia del tolueno a las concentraciones probadas.
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Figura 4.2. Efecto de tolueno en fase gas sobre la solubilidad en medio mineral 3X de
fenantreno adsorbido en suelo UAM-I. (@) Concentracién de fenantreno en la
fase liquida. (i) Adicién de tolueno. (---) ajuste. R2=0.975. Concentracion
inicial de fenantreno 100 mg/kgss. Concentracion de tolueno en fase gas
(g/m3), de 0 a 175h=0; de 175 a 274h=25; de 274-365h=60. La barra de error
representa la desviacion estandar de 3 réplicas.

4.1.2. Efecto de la adicion de tolueno en cinéticas de consumo de
fenantreno en cultivos liquidos

La metodologia seguida en estos experimentos esta descrita en la seccion
3.4.1.2. Dos tipos de poblaciones microbianas fueron usadas. Un consorcio
bacteriano y el hongo T. versicolor. Las cinéticas se llevaron a cabo durante 55 horas.
Se realizaron experimentos utilizando fenantreno y tolueno con relaciones de carbono
entre 0 y 2.0 (p/p). Dichas relaciones estan calculadas en base a las aportaciones

totales de carbono de cada uno de los sustratos. Las relaciones en el liquido, que es

1Ver definicion en seccion 3.4.1.1
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donde se asume ocurren las bio-reacciones, se muestran en la Tabla 4.1. Dicha tabla
presenta los balances de carbono bajo las diferentes condiciones experimentales
probadas con el consorcio bacteriano y con T. versicolor. EI consumo de tolueno fue
completo en todos los casos con el consorcio y la mineralizacion (i.e., conversion a
CO,) fue de alrededor de 90%. En los cultivos con T. versicolor se consumié el 79%
de tolueno y 61% se mineraliz6. Para el fenantreno, en los casos donde se
adicionaron las dos fuentes de carbono, para evitar una sobrestimacion, la
mineralizacién se calculé asumiendo la mineralizacién completa del tolueno. Asi, los
porcentajes en estos casos fueron calculados en base al fenantreno, restando el
carbono proveniente del consumo de tolueno y de la respiracion enddgena.

La respiracion endogena del consorcio fue evaluada en la ausencia de tolueno y
fenantreno, la cantidad de carbono recuperada como CO. fue de alrededor de 13%
mientras que para T. versicolor fue de 9%.

Para los experimentos con fenantreno y/o tolueno, los valores residuales
corresponden a la cantidad de carbono no cuantificada como CO,, y puede ser
atribuido a substratos no consumido, el incorporado a biomasa o a metabolitos.

Se observé que la adicion de tolueno afect6 el consumo y la mineralizacion de
fenantreno. Para el caso del consorcio, dicho consumo se vio favorecido con las
relaciones de carbono de 2.0 y de 1.0 mientras que a relaciones menores se observo
un efecto inhibitorio. EI consumo de fenantreno por T. versicolor también se vio
inhibido por la presencia de tolueno. Con ambas poblaciones, el fenantreno como
Unica fuente de carbono fue mineralizado en alrededor de 50%. Para el consorcio
bacteriano a una relacion de carbono de 1.0 se observé una mineralizacion de
fenantreno de mas de 92% (Tabla 4.1), este valor fue muy superior al obtenido con las
otras relaciones probadas. Para la relacion de 2.0 la mineralizacion disminuyé a 67%.
Para los casos donde la cantidad de tolueno fue mayor (relaciones 0.4 y 0.6) se
observé una inhibicibn en la mineralizacién. La inhibicion del consumo de
compuestos organicos recalcitrantes en presencia de concentraciones altas de

substratos mas facilmente asimilables ha sido reportada (Scow y col., 1989).

Tabla 4.1. Balances de carbono para cinéticas de consumo de fenantreno en cultivos
liguidos con el consorcio bacteriano y Trametes versicolor

76




Resultados y Discusion |

B Entradas Salidas
Relacic¢
Tol
Carbonc c c(): . Felr Mineralizaciéon Fenantrenc Residual b
(Fen/Tc 10 g (%) (%) )
(9/m3) [mg/
Consorcio Bacteriano
30 [111.1 Ya 89.83 + Ya 10.17 +
Tolueno
40 [148.1 Ya 90.98 + Ya 9.02 +
Fenantreno £ 151 54.61 + 13.82 + 31.57 %
2.0 25 [92.59] 475 67.43 + 1 16.15 + 16.42 +
Eenantreno 1.0 15 [55.55] 150 92.53 +. ND 7.47 +
+ Tolueno 0.6 25[92.59] 150 15.36 £+ 3.91 26.89 + 57.75 +
0.4 40 [148.15] 150 11.32 +. 29.71 + 58.97 +
Control Endé Ya Ya 13.87 * Ya 86.13 +
T. versicolor
Tolueno 40 [148.1 Ya 61.86+1 Ya 38.14 £ 1.6
Fenantreno Y4 151 52.21+ 29.55+1.84 18.24 +
Fenantreno
1.0 15 [55.55] 150 22.92+6.04 57.25+3.099.83+4.6
+ Tolueno
Control Endé Ya Ya 9.29 + Ya 90.71 +

CL® es la concentracién a equilibrio en la fase liquida (coef. de particion= 0.27). ND- No detectado.
Calculada en peso de carbono entre fenantreno/tolueno. ® Balance. © Restando |a espiracion endégena.
Porcentajes calculados para d fenantreno asumiendo mineralizacién completa del tolueno y restando la respiracién
endégena. © Calculado con respecto a la mineralizacion de 1.5 mg de carbono. " Incluye & 21.37% de tolueno no
consumido. El error representa la desviacion esandar de 4 réplicas.

Estos experimentos mostraron que efectivamente el consorcio era capaz de
utilizar de manera simultanea las dos fuentes de carbono, tal como se habia
planteado en las hipétesis. De igual manera se observdé que la cantidad de
cosubstrato a adicionar juega un papel importante ya que el efecto positivo sobre la
mineralizacién se dio solo con relaciones de fenantreno/tolueno altas, es decir que las
concentraciones de tolueno a adicionar deben ser bajas.

T. versicolor eliminé el 65% del tolueno y 61% fue mineralizado en 57 h. Este

valor es comparable a la mineralizacion de tolueno reportada con la misma cepa de T.
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versicolor en un sistema de biofiltracion (Garcia y col., 2001). Cuando fue adicionado
tolueno como fuente de carbono adicional en una relacién de carbono 1 a 1, la
mineralizaciéon de fenantreno se vio inhibida y Unicamente el 22% fue recuperado
como CO,. Un estudio en cultivos liquidos con la misma cepa de T. versicolor, reportd
una degradacion de fenantreno del 93% pero Unicamente una mineralizacion de
0.5%, estos autores atribuyeron la baja mineralizacion a la pérdida de metabolitos
volatiles ya que el sistema no era hermético. (Rama-Mercier y col., 1998; Rama y col.,

2000).

4.1.3. Biodegradacion de fenantreno en columnas empacadas.

4.1.3.1. Efecto de la adicion de tolueno en la biodegradacién y la mineralizacién

Se estudio el efecto de la adicién de tolueno en la degradacién del fenantreno
por el consorcio bacteriano, utilizando el sistema de columnas empacadas. Los
experimentos fueron realizados por duplicado en columnas, durante 190 h,
manteniendo una alimentacion de tolueno de 1 g/ m3reacior/h.

La cinética de consumo de fenantreno y su mineralizacién en las columnas
control y en presencia de tolueno son mostradas en la Figura 4.3 a) y b)
respectivamente. La poblacién mostré un periodo corto de aclimatacién, 24 h, para el
consumo de tolueno (Figura 4.3 b), posteriormente se observé un consumo completo
que se mantuvo a lo largo del experimento. Este consumo corresponde a 1
9/ M3eacior/h. De acuerdo a los resultados de solubilidad de fenantreno, a estas
concentraciones de tolueno no existe efecto sobre la solubilidad del fenantreno. En las
columnas sin tolueno, la mineralizacion de fenantreno, evaluada a partir de la
producciéon de CO., fue detectada hasta después de 80 h. Por otro lado, en las
columnas adicionadas con tolueno, después de 50 horas, el 80% del fenantreno habia
sido transformado y el 10% mineralizado. En ambos casos, la determinacién de

fenantreno en el suelo tratado después de 190h, mostraron consumo completo.

78




Resultados y Discusion |

- 100

oo

o

o

' Il

I—D—I/
&

SS]
N B (o2]
o o o
o o o
Il ' Il ' Il ' Il
| \
1]
[ ]
T
HH
LALLM L L)
o N B (o2} oo
o o o o

A—A—2— A x4} 100

AN
\.
L
1
T

Concentraciéon de fenantreno

O

~

T
(o2}
o

[96] OUBN|O1 Bp UOIDRUIWIS 3P BIdUBIDYT
[06] OuBaURUS) 8P UOIDRZI[RIBUIN

400 - - 40
200 4 - 20
T R

I I I I
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo [h]

Figura 4.3. Consumo y mineralizacion de fenantreno y eficiencia de eliminacién de
tolueno en experimentos de columnas. a) Sin tolueno. b) Con Tolueno. (O)
Concentracion de fenantreno. (®) Mineralizacion de fenantreno. (A)
Eficiencia de eliminacién de tolueno. Fenantreno inicial 1000 mg/kgss.
Tolueno total adicionado 375 mg/kgss. La barra de error representa la
desviacion estdndar de 4 réplicas.

Respecto a la cantidad de tolueno adicionada a las columnas hay que tomar en
cuenta que debido a su consumo la concentracién del tolueno a lo largo del reactor es
variable. La concentraciéon maxima de tolueno es en la entrada al reactor, en este
punto, la fase gas contenia una concentracién de tolueno de 0.42 g/m3 que equivale
a una concentracion de tolueno en el liquido al equilibrio de 1.55 mg/L (utilizando un
coeficiente de particion de 0.27), es decir, que en la entrada al reactor la
concentracion de tolueno en fase liquida era del mismo orden de magnitud que la
maxima solubilidad de fenantreno en agua. Al final del experimento la relacién en

peso de carbono fenantreno-tolueno fue de 2.5.
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4.1.3.2. Productos intermediarios

La Figura 4.4 muestra el cromatograma y el espectro de masas de una muestra
tomada a las 100 h de la columna de control, es decir, sin la adicion de tolueno como

cosubstrato.
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Figura 4.4. Cromatograma y espectros de masas para la extraccion de una muestra de
suelo tratado en una columna sin tolueno. a) Cromatograma. b) Espectro de
masa. c) Espectro de masa de la biblioteca NBS75k.L. Porcentaje de
identificacién de 90%.

Un pico a los 10.046 min. fue observado y mediante el espectro de masas de la
muestra y la comparaciéon con la biblioteca se identific6 al compuesto como acido
ftalico con un porcentaje de certidumbre del 90%. Para comprobar la identificacién
del intermediario, se prepar6 y analiz6 un estandar de acido ftalico. EI cromatograma
y espectro de masas se muestran en el Anexo D.1.

Ademas del acido ftalico, en las diferentes muestras, se observo la presencia de
otros picos en bajas concentraciones, por lo que no fue posible identificarlos. La Tabla
4.2 muestra los tiempos de residencia a los que se observaron algunos picos y los
compuestos a los cuales se les asoci6, en la biblioteca de espectros de masas con la

que cuenta el equipo. Como se puede ver el porcentaje de certidumbre de la
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identificacion del compuesto es muy baja, a excepcion del acido ftalico. Los otros
posibles compuestos no estan implicados en las rutas metabdlicas ni via ftalato ni via

naftaleno (Figuras 1.3y 1.4).

Tabla 4.2. Posibles compuestos asociados a picos presentes en anélisis de GC-MS de
muestras de suelo tratado sin adicidon de tolueno

Tiempo ifi i5
de residenc Compuesto % ldentificacior
(min)
6.136 Propinadiamina 27
6.218 (Tetrahidroxyciclopentadienona) 32
tricarbono

8.273 Hexatriacotano 43

9.183 2-Hexyl-1-decanol 2

9.252 Acido dodecanodioico =3
10.032 Dibutil-ftalato 4
10.046 Acido ftalico 88
10.047 Bis(2-metoxi etil) ftalato 38
10.239 Hexadecano 50
11.239 Dotriacontano 33

2 Biblioteca GC-MS, NBS75k.L (HP)

La Figura 4.5 muestra los resultados obtenidos en el cromatdgrafo acoplado a
espectro de masas (GC-MS) de extractos de muestras de suelo. Se realizaron
extracciones a las 48, 100 y 190 horas. Se observé la aparicion del acido ftalico y su
acumulacion en las columnas control.

A las 48 horas, el fenantreno no habia sido completamente consumido,
mientras que el acido ftalico era 3 veces mas abundante en las columnas sin tolueno;
después de 100 horas, el acido ftalico continué acumulandose y a este tiempo ya era
10 veces mas abundante comparado con las columnas con tolueno. El fenantreno ya
no fue detectado, confirmando el 90% de consumo detectado mediante HPLC (Figura
4.3). El cromatograma y espectro de masas de un estandar de fenantreno se muestra
en el Anexo D.2. A las 190 horas, el acido ftalico se mantuvo constante, en las

columnas con tolueno. En el caso del control sin tolueno, la abundancia de éste
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disminuyé un 20%, sin embargo este valor era constante desde las 120 horas

(cromatograma no mostrado) y se mantuvo constante hasta las 190 horas.

Abundance Abundance
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Figura 4.5. Cromatogramas de GC-MS para extractos de suelo a 48,100 y 190 horas de
degradacién de fenantreno en columnas empacadas. a) Sin adicion de
tolueno. b) Adicionando tolueno. Fen = area de fenantreno (Tiempo de
residencia = 8.57 min). Ac.Fta= 4rea de &cido ftalico (Tiempo de residencia =
10.047 min).

Otros estudios han reportado la acumulacién de otros intermediarios en la
degradacién de fenantreno, por ejemplo el acido 2-2'-difénico (Bezalel y col., 1996).
Para otros HAP, como el naftaleno, se ha reportado que la acumulacion de
naftoquinona, como producto intermediario de la biodegradacién, se incrementd

cuando la disponibilidad del naftaleno aumenté (Kazunga y Aiken, 2000).
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4.1.3.3. Balances de carbono

La produccién de CO: en las columnas empacadas fue integrada, para calcular
el porcentaje de fenantreno mineralizado. La grafica que muestra la produccién de
CO:2 en funcidén del tiempo se muestra en el Anexo D.3. El CO:2 producido por la
respiraciéon enddégena fue restado para realizar los calculos de mineralizacion del
fenantreno. De igual manera la produccién de CO: debida al consumo de tolueno fue
tomada en cuenta. En las columnas donde solo se adicion6 tolueno se cuantific6 una
mineralizacién del 79%. En trabajos de biofiltracién de tolueno los balances de
carbono muestran un porcentaje de mineralizacién de 44.5% y 80% utilizando turba
y vermiculita como soporte respectivamente, (Morales y col., 1998; Pineda y col.,
2000). En biofiltracién de mezclas de benceno, tolueno y xileno, se encontré una
mineralizacién entre 51% y 88% para varios soportes (Ortiz y col., 2003b). En otro
estudio, (Zhang y Bouwer, 1997) de biodegradacion de mezclas de tolueno, benceno, y
naftaleno en microcosmos con lodos, reporta una mineralizacion del tolueno de
58.4%. Sin embargo, en el presente trabajo, en el calculo de la mineralizacién de
fenantreno se asumid mineralizacion completa del tolueno para no sobre estimar
dichos valores y poder hacer una comparaciéon objetiva con los controles que no
fueron adicionados con tolueno.

El balance de carbono para el fenantreno se muestra en la Tabla 4.3. Los
resultados obtenidos fueron el 90% y 98% del fenantreno consumido en las columnas
control y en las que se adicion6 tolueno, respectivamente. La mineralizacion se vio

incrementada de 39% hasta 87% con la presencia y consumo simultaneo de tolueno.

Tabla 4.3. Balances de carbono para el fenantreno en experimentos de columnas

% C recuperado como

Fenantreno CO2 Metabolitos ]
] . ] . o ] Biomasa y ot
Residual (Mineralizaci6 (Acido ftalico
Sin tolueno 10.25 £ 0.22 39.29+1.70 38.49 +1.92 8.37 £ 3.3¢
Con tolueno 2.22+1.00 86.84 + 6.15 4.06 +1.17 6.88 £ 6.3¢

Valoresintegrados para 190 h. Los resultados fueron corregidos restando la produccién de CO, debido a
ladegradacion detolueno y la respiracion endégena. Fenantreno inicial 1000 mg/kgs. Tolueno total adicionado
375 mg/kgs. El error representa la desviacion estdndar de 4 réplicas para fenantreno residual y CO, y de 3 réplicas
para écido ftélico.
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El principal intermediario identificado, el acido ftalico, cuantificé el 40% del
carbono cuando no se adiciond tolueno. Esta cantidad tomé en cuenta tanto el 4cido
ftalico condensado de la fase gas (2%) como el que permanecioé solubilizado en la fase
acuosa (98%). En el caso de las columnas tratadas con tolueno el acido ftalico solo
cuantifico el 2%. La cantidad faltante para cerrar el balance, aproximadamente el 8%,
fue atribuido a biomasa y otros intermediarios, este valor es comparable al 13.8%
encontrado como biomasa en la degradacion de HAP con un consorcio bacteriano
(Ressler y col., 1999).

La acumulacién del 40% de carbono como acido ftalico es comparable con el
porcentaje de metabolitos solubles de la degradacion de fenantreno reportado por
Barclay y col. en 1995. Otros valores reportados son 28% para Pleurotus ostreatus
(Bezalel y col., 1996), 24% para arthrobacter polychromogenes (Keuth y Hans-Jurgen,
1991), 14% para pseudomonas (Bouchez y col., 1996) y 7.5% con un cultivo mixto
bacteriano (Tiehm, 1994). En otro estudio, (Bumpus, 1989), se encontr6 que la
composiciéon de los intermediarios acumulados después de la degradacion de mezclas
de HAP era 91% de metabolitos solubles de fenantreno.

Por otro lado, también han sido reportados bajos niveles de acumulacion de
intermediarios en la degradacion de fenantreno utilizando Mycobacterium, cepa BG1,
ésto fue atribuido a una alta regulacion de la sintesis enzimatica de ese
microorganismo (Guerin y Jones, 1988). La presencia de naftaleno aun en bajas
concentraciones ha sido reportado como inhibidor de la degradacion de fenantreno

(Shuttleworth y Cerniglia, 1996).

4.1.3.4. Tasas de consumo de fenantreno y produccién de CO:

La Figura 4.6 muestra el consumo de fenantreno para los dos tratamientos. Se
observa claramente mayor consumo durante las primeras horas en el tratamiento del
suelo adicionado con tolueno, comparado con los controles sin tolueno. Los datos
fueron ajustados con el modelo Gompertz y los valores de los parametros se muestran
en la Tabla 4.4.

El consumo de fenantreno y la produccion de CO: (Figura 4.6 y Figura D.3

Anexo D) fueron ajustados con el modelo Gompertz y los valores encontrados se

84




Resultados y Discusion |

muestran en la Tabla 4.4. En las columnas con tolueno la tasa maxima de produccion
de CO; fue 1.5 veces mayor, mientras que la tasa maxima de consumo de fenantreno
fue 1.3 veces mayor comparada con las columnas control sin tolueno. Estas
velocidades maximas y el tiempo al cual se presenta la maxima tasa de consumo o
produccion, tc, fueron calculadas de acuerdo a lo descrito en la secci6on 1.3.3. La

combinacion de una tasa de consumo mas alta (K) y un mayor consumo maximo (A).

Consumo de fenantreno
[mg/kg_]

— 7T T T T 1 T T T T T "1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Tiempo [h]

Figura 4.6. Consumo de fenantreno en columnas empacadas. (d) Sin tolueno. R2=0.98.
(®) Con tolueno. R2=0.99. (%) Ajuste con el modelo Gompertz. Fenantreno
inicial 1000 mg/kgss. Tolueno total adicionado 375 mg/kgss. La barra de
error representa la desviacion estandar de 4 réplicas.

Tabla 4.4. Parametros A, K y tc del modelo Gompertz para el consumo de fenantreno y la
produccién de CO2z en columnas empacadas

A K R2 Vmax=0.368A tc
Consumo de fenantreno (mg/kgss, (h1) ) (mg/kgss/h) (h)
Sin tolueno 897.02 0.044 0.9¢ 14.52 40.21
Con tolueno 977.97 0.058 0.9¢ 20.87 13.26
Produccién de CO2 (9/M3reacto (h1) ) (g/M3reactor/N (h)
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Sin tolueno 562.13 0.079 0.9¢

Con tolueno 1632.29 0.043 0.9¢

16.34 66.73

25.83 65.74

R? esel coeficiente de corrdacion
4.1.3.5. Controles abiéticos

En los controles abiéticos (seccién 3.4.2.2)

el 96% del fenantreno fue

recuperado de las columnas sin tolueno. El 4% faltante, se encuentra dentro del

rango de eficiencia de la extraccion. Y se confirmd con las muestras en GC-MS (Figura

4.7) donde no se detectd produccion de intermediarios. El area cuantificada de

fenantreno para la muestra final fue 3.3% menor que la muestra inicial. Tampoco se

detect6 produccion de COs..
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Figura 4.7. Cromatograma para controles abidticos. Fen=fenantreno.

Algunos estudios reportan transformaciones quimicas abidticas de HAP con el

tiempo y a bajos contenidos de humedad (Lotfabad y col., 1996). En el control

abiético, con tierra estéril, las pérdidas observadas se encontraron dentro del rango

de confiabilidad del método de extraccion.
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4.1.3.6. Controles con poblaciones nativas y respiracién endégena

Estos experimentos evaluaron la capacidad de la poblacion nativa para
degradar fenantreno y tolueno. El suelo UAM-I, fue contaminado artificialmente y
presumiblemente no habia estado en contacto con los contaminantes. Después de
190 horas de experimentacion se integraron los valores de CO: producido por la
poblacion nativa para hacer un balance de carbono en el sistema. Los resultados son
mostrados en la Tabla 4.5. La poblacién nativa transformé 38% y mineralizé 12% con
la adicién de tolueno. La degradacién de tolueno se inici6 solo después de 160 horas,
asi el consumo del tolueno como Unica fuente de carbono fue del 42%. En el caso del
suelo no tratado con tolueno no se detect6 produccién de CO., ésto pudo ser debido a
la sensibilidad del equipo o bien a que no hubo degradacién y que el 7% del
fenantreno que no se recuperé posiblemente fueron pérdidas de extraccion.

Por otro lado, se evaluaron las respiraciones endbégenas del consorcio
microbiano y de la poblacién nativa (seccion 3.4.2.2) representaron el 16% y 22%

(calculados en base a 1.5 mg de carbono) respectivamente.

Tabla 4.5. Mineralizacion y consumo de fenantreno y tolueno en experimentos de columnas
para los controles con la poblacién nativa

(%)
Tolueno Fenantreno
Carbono
Sin tolueno  Con toluen
Consumo 4295 +1.¢ 7+1.22 38+ 231
Mineralizacion 31.74 £ 2.¢ Ya 12.03 + 0.92

Valoresintegrados para € tiempo final de 190 h. Fenantreno inicial de 1000 mg/kgs. Tolueno total
adicionado 375 mg/kgs. ®Para e consorcio bacteriano. P Porcentajes calculados para fenantreno asumiendo
mineralizacion completa de tolueno y restando la respiracion endégena. ©Porcentaje calculado con respecto al
fenantreno. ® No existen duplicados. El error representa la desviacion estandar de 4 réplicas.

4.1.3.7. Efecto de la adicion de tolueno en las poblaciones microbianas

Con el fin de establecer una diferenciaciéon cuantitativa entre las poblaciones

establecidas a lo largo del tratamiento del suelo contaminado con fenantreno en
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columnas (4.1.3.1), se tomaron muestras finales de suelo de las columnas inoculadas
con el consorcio bacteriano, tratadas sin y con tolueno (Poblaciones | y Il) y muestras
de suelo tratado con tolueno pero que no fue inoculado (Poblaciéon Ill). Estos
experimentos se realizaron de acuerdo a las condiciones descritas en la seccion
3.4.1.3. La respiracion de las poblaciones fue tomada como una mediada indirecta de

la actividad microbiana (Hund y Schenk, 1994).

Los resultados para los 3 tipos de muestras se muestran en la Figura 4.8. Se
puedo observar una diferenciacion en la respiracién de las poblaciones que provenian
de diferentes tratamientos. La Poblacion Il mostré una menor produccién de CO2 que
las otras dos poblaciones. Por otro lado, la Poblacidn Il, proveniente de las columnas
tratadas con tolueno, mostré una mayor produccion de CO., ésto puede deberse a la
presencia de mas biomasa o mayor actividad microbiana. La medicién de la
produccion de CO: no permite determinar diferenciar entre esas dos posibilidades.
Por otro lado, si la biomasa presente fue mayor indicaria que la consideracién de la
mineralizacion total de tolueno en los calculos de mineralizacién de fenantreno no es
cierta y que parte del tolueno se esta utilizando para la produccién de biomasa. Es
decir, que el efecto sobre la mineralizacién de fenantreno es ain mayor debido a la
presencia de tolueno. Sin embargo, como no se determind la cantidad de tolueno que
es aprovechada para la formacion de biomasa, se dejé la consideracién para los

calculos.
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reactor]

Produccioén de CO,
[gC/m®

Tiempo [h]

Figura 4.8. Produccién de CO2z en experimentos de microcosmos para muestras finales
de suelo tratado en sistemas de columnas. (d) Poblacién |: muestras de
columnas sin tolueno. (@) Poblacién Il: muestras de columnas tratadas con
tolueno. (A) Poblacién IlI: muestras de columnas tratadas con tolueno y sin
inoculacién inicial. (%) Ajuste con modelo Gompertz. La barra de error
representa la desviacion estandar de 6 replicas.

La produccién de CO, fue ajustada con el modelo de crecimiento Gompertz
(Seccién 1.3.3.1), el ajuste se muestra en la Figura 4.8, mientras que los valores de
los parametros del modelo se muestran en la Tabla 4.6. El consorcio bacteriano al
final del experimento se comporté de manera distinta, dependiendo del tratamiento
que recibié, es decir, de la adicién o ausencia de tolueno. Para la Poblaciéon Il, que
habia sido tratada con tolueno, se obtuvo una velocidad maxima de produccién de
CO2, 45% mayor que para la poblacibn que no habia sido tratada con tolueno
(poblacién 1). Mientras que velocidad maxima de produccion de la poblacién nativa
tratada con tolueno (poblacion Ill), fue 54% inferior que la de la poblacion Il. Con
estos resultados podemos distinguir una mayor actividad microbiana en aquellas

muestras provenientes del tratamiento de tolueno.

Tabla 4.6. Parametros A, K y tc del modelo Gompertz para la produccién de COz en
microcosmos para muestras finales de suelos tratados

A K R2 Vmax=0.368Al tc

Produccién de CO2 (g/m3) (h2) ) (g/ms3/h) (h)

89




Resultados y Discusion |

Poblacion | 189.39 0.041 0.9¢ 2.87 28.7¢
Poblacion 11 276.97 0.052 0.9¢ 5.30 23.11
Poblacion 111 113.91 0.055 0.9¢ 2.30 19.6¢

Poblacién 1: Muestras de columnas inoculadas con € consorcio bacteriano y tratadas sin tolueno.
Poblacién 11: Muestras de columnas inoculadas con el consorcio bacteriano y tratadas con tolueno.
Poblacién 111: Muestras de columnas sin inoculacion inicia y tratadas con tolueno.

Res e codficiente de correlacion.

Es importante resaltar que un incremento en la poblacién microbiana, no
necesariamente significa un incremento en la mineralizacion de fenantreno. Un
estudio de bioestimulacién para la degradacion de fenantreno no observ6 efectos
sobre la mineralizacion debido a que los compuestos utilizados, surfactantes,
metabolitos y suplementos organicos e inorganicos, favorecieron el establecimiento de
heterétrofos y no de las poblaciones degradadoras de fenantreno (Carmichael y
Pffaender, 1997). En este caso, podemos afirmar que el tolueno incrementd la
presencia de biomasa activa, es decir, capaz de degradar fenantreno y acido ftalico.
Ademas de una biomasa activa incrementada, es posible también que se la
produccion de enzimas capaces de degradar tanto fenantreno como intermediarios se
favoreci6. Esta hipoétesis se discutira mas adelante en la seccién de degradacion del

acido ftalico (4.1.5.)

4.1.3.8. Reproducibilidad

El experimento de columnas se repiti6 en cuatros ocasiones, obteniéndose
resultados cualitativos muy similares, es decir, mayor mineralizacién en la presencia
de tolueno. Sin embargo, a nivel cuantitativo, los valores de mineralizacién variaron
desde 13% hasta 39% en los controles sin tolueno y desde 54% hasta 86% con la
adicion de tolueno. Los resultados estadisticos de estas réplicas se muestran en la
Figura 4.9 para 7 dias de experimentacién. La mineralizacién promedio sin tolueno
fue de 22% y con la adicién de tolueno el promedio de mineralizacion fue de 62%. En
el experimento 2, en el gue se obtuvieron los porcentajes mas bajos de mineralizacion
de fenantreno, se observo que la humedad de las columnas bajo considerablemente

de 30% inicial hasta 18%, debido a una falla en el sistema de humidificacion.
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Figura 4.9. Mineralizacion de fenantreno sin adicion de Tolueno -vs- con adicion de
tolueno en experimentos en columnas empacadas. Correlacién y =
38.20389 + 1.10927(X). R2=0.809. La barra de error representa la desviacién
estandar de 4 réplicas.

En la Figura 4.9 se observan los porcentajes de mineralizacién para las
columnas controles y las adicionadas con tolueno. El Experimento 2, se comportd de
manera muy diferente con respecto a las otras repeticiones, debido a ésto la
correlacion encontrada tiene un ajuste del 0.809. Eliminado los valores de este

experimento se obtiene una correlacion con un ajuste de 0.999.

4.1.4. Biodegradacion de fenantreno (9-14C14H10) y tolueno

Estos experimentos en microcosmos fueron realizados de acuerdo a la
metodologia descrita en la seccion 3.4.1.3 y los resultados obtenidos se muestran a
continuacién. La Figura 4.10 muestra el consumo acumulado de tolueno para ambas
poblaciones. La poblacion fangica no consumié tolueno durante las primeras 50
horas y globalmente consumié el 60% del tolueno alimentado. Mientras que, la
poblacién del consorcio consumi6 el tolueno mas rapida y eficientemente, eliminando

mas del 90% del tolueno alimentado.
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Figura 4.10. Consumo acumulado de tolueno en experimentos en microcosmos. (@) T.
versicolor. (d) Consorcio. Valores normalizados por miligramo de biomasa
inicial. Cantidad de tolueno adicionado (normalizada a la biomasa inicial):
7.11 mg/mgbiomasa para el consorcio y 4.2 mg/mgbiomasa para T. versicolor. La
barra de error representa la desviacién estandar de 6 réplicas.

La conversion del fenantreno marcado (9-14Ci4H10) en subproductos solubles,
asi como su mineralizacion con el consorcio microbiano, son mostradas en la Figura
4.11. La cantidad de CO. producido fue el doble con tolueno, Figura 4.11 b,
comparado con el control sin tolueno, Figura 4.11 a. La cantidad total de 14C en la
fase liquida permanecié constante en 0.1 mg en los experimentos con tolueno.
Mientras que en los experimentos control, el 14C soluble empezé a incrementarse
después de 175 h, indicando una acumulacién de subproductos solubles (Figura 4.11
a). El valor maximo de 14C soluble (0.27 mg) corresponden a una concentracion en la
fase liquida de 30 mg/L, este valor es 30 veces mayor que la maxima solubilidad del
fenantreno en agua, lo cual indica la presencia de compuestos altamente solubles. No
se identificaron los compuestos solubles, pero debido a que el &cido ftalico es
altamente soluble (6.25 g/L) es posible pensar que estuviera presente. El 83% del 14C
inicial fue recuperado como 14CO. con la adicién de tolueno y 45% en el caso del

control como se muestra en la Tabla 4.7.
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Figura 4.11. Produccién de 14CO:2 e intermediarios solubles y consumo de tolueno con el
consorcio bacteriano. a) Sin tolueno b) Con tolueno. (®) Produccién
acumulada de 14COs2. (O) Produccion de 14C soluble. (A) Consumo de tolueno.
La barra de error representa la desviacion estandar de 3 réplicas.

En el caso de las cinéticas con T. versicolor, los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 4.12 y en la Tabla 4.7. Respecto a la produccion de CO: se
observé una fase de adaptaciéon de la poblacién de alrededor 150 h en ambos casos,
con y sin la adicion del tolueno como cosubstrato. Sin embargo, al final del
experimento la mineralizacion fue superior para el control, indicando una posible
inhibicion debido a la presencia del tolueno. Este consumo fue parcial durante las
primeras 175 horas y completo entre las 175 y 385 horas de la cinética. Sin embargo,
este consumo de tolueno favorecio la acumulacion de productos solubles. La cantidad
de 14C en la fase liquida alcanzo6 un valor final de 0.38 mg fue superior al encontrado
en el caso del consorcio bacteriano. En general, los resultados obtenidos con el
cultivo puro fueron poco alentadores. Las capacidades enzimaticas de un
microorganismo son mas especificas y por ende mas limitadas que aquellas
encontradas en un consorcio. Sin embargo, las tasas de consumo debido a esa

especificidad son mayores para contaminantes especificos (Garcia-Pefia y col., 2001).
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Ha sido reportado que los consorcios bacterianos pueden llevar a cabo una
degradacion mas completa que la que se logra con cultivos puros, debido
probablemente a que los consorcios pueden degradar los metabolitos que en el cultivo
puro se acumulan. (Kazunga y Aiken, 2000). Un estudio de la degradacién de
fenantreno como Unica fuente de carbono y en mezcla con HAP con cultivos puros y
consorcios, mostré mejores resultados con consorcios bacterianos para la
degradacién y mineralizacién, posiblemente debido a que existian en el consorcio
tanto cepas que compensaron los efectos inhibitorios por competencia como cepas
capaces de degradar los potenciales metabolitos inhibitorios (Shuttleworth vy
Cerniglia, 1996; Bouchez y col., 1999). Los tratamientos de suelos utilizando
consorcios son ampliamente preferidos a los cultivos puros, por las condiciones de
esterilidad que requiere mantener un cultivo puro y por la versatilidad que se puede
obtener con los consorcios para degradar mezclas de compuestos.

Dados los resultados obtenidos con la cepa fungica, donde no se observo un
efecto positivo en la degradacion de fenantreno con la adicion de tolueno, se decidié
no estudiar esta poblacién a nivel de columnas empacadas. Por otro lado, la
experimentacion en las columnas con la alimentacién continua de aire en condiciones
no estériles implicaria algun tipo de control para evitar contaminaciones y mantener

mayoritariamente la poblacién fangica.

Tabla 4.7. Balances de carbono 14C en los experimentos de microcosmos

% 14C recuperado como

Soluble 14CO2 Biomasa y fenantreno
(Mineralizaciol soluble
Consorcio Bacteriano
Sin Tolueno 18.88 = 4591 + 35.21 +
Con Tolueno 2.66 = 83.79 13.55 *
Trametes Versicolor
Sin Tolueno 5.61 +0.97 49.11 + 45.28 +
Con Tolueno 34.13 £ 28.39 37.48
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Valoresintegrados para € tiempo final de 385 h. Fenantreno “C inicial de 50 mg/kgs. Tolueno total
adicionado 21 mg. El error representa la desviacion esténdar de 3 réplicas.
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Figura 4.12. Produccién de CO2, productos solubles y consumo de tolueno para T.
versicolor. a) Sin tolueno b) Con tolueno. (®) Produccién acumulada de
14C0O2. (@) Produccién de 14C soluble. (A) Consumo de tolueno. La barra de
error representa la desviacion estandar de 3 réplicas.

4.1.5. Degradacion de acido ftalico

En la seccién 1.3.2.4., se han mostrado las rutas completas de degradacion del
fenantreno. De acuerdo a la identificacién y cuantificacién del acido ftalico se puede
afirmar que el consorcio sigue mayoritariamente la ruta del o-ftalato (Kiyohara y col.,
1976). Pseudomonas sp., Alcaligens sp. y Micrococcus sp. han sido reportados como
degradadores de fenantreno por esta misma via (Doddamani y Ninnekar, 2000).
Después de identificar al acido ftalico como el principal intermediario de la
degradacion de fenantreno, se realizaron cinéticas de consumo de dicho compuesto
en microcosmos, en donde se estudié el efecto de la adicion de tolueno en su

consumo y mineralizacion.
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La Figura 4.13 muestra la produccion acumulada de CO; en la degradacién de
acido ftalico. En el caso de la adicion de tolueno, se cuantific6 mas del doble. En la
Figura 4.13 se muestra el ajuste de la produccién de CO. utilizando el modelo
Gompertz. Mientras que los valores de los parametros del modelo se encuentran en la

Tabla 4.8.

Produccion de CO,
[mg C/Kg_]

Tiempo [h]

Figura 4.13. Produccién de CO:z en la degradacion de acido ftalico en microcosmos. ()
Sin tolueno. (€) Con tolueno, corregido por la produccion debida al consumo
de tolueno. Concentraciones iniciales de &cido ftalico y tolueno de 1000
mg/kgss y 250 mg/kgss, respectivamente. (%) Ajuste con modelo Gompertz.
La barra de error representa la desviacion estandar de 3 réplicas.
Los parametros del modelo Gompertz muestran que la velocidad maxima de

produccion de CO; es 2.5 veces mayor cuando se adiciona tolueno comparado con los
controles sin tolueno (Tabla 4.8).

Después de 50 horas, el consorcio degradé Unicamente 30% del acido ftalico
en el control sin tolueno, mientras que en la presencia de tolueno, se degradé mas del
90% del acido ftalico. Por su parte, la mineralizacion del acido ftalico se vio
incrementada de un 19% a un 81% con la adicion de tolueno en la fase gas. El
consumo de tolueno fue del 99%. Como en todos los demas célculos se asumid

mineralizacion completa. El balance de carbono muestra que un 12% y 14% del
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carbono no fue cuantificado y se atribuye nuevamente a biomasa e intermediarios.

Tabla 4.9.

Tabla 4.8. Parametros A, K y tc del modelo Gompertz para la producciéon de CO:z para la
degradacién en microcosmos de acido ftalico

A K R2 Vmax=0.368A tc
Produccién de CO2 (MmgC/kgs: (h-1) ) (mgC/kgss/h (h)
Sin tolueno 126.67 0.163 0.9¢ 7.59 22.9¢
Con tolueno 598.91 0.085 0.9¢ 18.73 25.3¢

R? es el coeficiente de corrdacion.

La diferencia en las tasas de degradacion y mineralizacion de acido ftalico, con
y sin la presencia de tolueno, puede explicarse en términos del desarrollo de
diferentes poblaciones microbianas debido a la presencia de tolueno y que las
capacidades intrinsecas de dichas poblaciones para la degradacion del acido ftalico
son diferentes. Por otro lado, es posible también que la degradacion del acido ftalico
se lleve a cabo mediante procesos de cometabolismo con algun intermediario de la
degradacion del tolueno. La otra hipotesis sobre el efecto del tolueno en la
degradacion del acido ftalico es en términos de las actividades enzimaticas de las
poblaciones microbianas.

Puesto que los metabolitos tienen una composicién quimica y un efecto
toxicolégico diferentes a las del compuesto contaminante original que los produce, es
importante mencionar que el acido ftalico muestra una resistencia moderada a ser
biodegradado en Ila naturaleza. Para el caso de biodegradacion de suelos
contaminados con mezclas de HAP, también ha sido reportado incrementos en la
mutagenicidad y toxicidad y han sido explicados por la presencia y acumulacion de
metabolitos (Kazunga y Aiken, 2000). Un estudio de la degradacién de HAP con un
consorcio bacteriano (Ressler y col., 1999), explica la reducida mineralizacion de HAP
y acumulacion de metabolitos como resultado de la reaccion de dichas moléculas con
la materia organica disuelta y su posterior enlace irreversible con la materia organica

particulada en donde no son viables para el atague microbiano. Por otro lado, tres
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cepas de Sphingomonas fueron reportadas como incapaces de crecer en salicilato o
ftalato, a pesar de crecer en fenantreno (Bogan y col., 2001). En el caso del coco
Gram negativo cepa B156 su incapacidad enzimatica para trasformar el ftalato fue
atribuida a una barrera impermeable que impide el contacto apropiado con las

enzimas intracelulares o con la ausencia de dichas enzimas (Barnsley, 1983).

Tabla 4.9. Balances de carbono para la degradacién de acido ftalico en microcosmos
% C recuperado como

Acido ftalico CO2 Biomasa v otrc
Residual (Mineralizacio6l Y
Con tolueno 3.50 + 0.37 81.68 + 14.82 +2.82

Vaores integrados para 50 h. Los resultados fueron corregidos restando la produccion de CO, debido ala
degradacion de tolueno y la respiracion endégena. Concentraciones iniciales de acido ftalico y tolueno de 1000
mg/kgs Y 250 mg/kgss, respectivamente. El error representa la desviacion esténdar de 3 réplicas.

Un estudio de la degradacién de fenantreno concluyé que el protecuato
producido a partir de o-ftalato es degradado por el rompimiento del anillo en las
posiciones 4,5 y que esta ruta es inducible ya que las células crecidas en glucosa no
tienen esta actividad enzimatica. (Doddamani y Ninnekar, 2000).

En un estudio de la actividad de la enzima tolueno-orto-monoxigenasa (TOM)
de Burkholderia cepacia expresada en Escherichia coli para analizar su capacidad de
oxidar HAP de 3 anillos, se comprobé la intervencion de TOM en la degradacion de
dichos compuestos ya que el organismo modificado fue capaz de degradar 3 veces
mas rapidamente fenantreno y otros HAP que la cepa sin modificacion (Canada y col.,
2002). La TOM interviene en la conversiéon de tolueno a metil-catecol, en la oxidacion
de naftaleno, fenantreno, tricloroetileno, dicloretilenos, cloruro de vinilo y mezclas de
compuestos alifaticos clorados (Canada y col., 2002). Basados en ese reporte es
posible pensar que la TOM haya sido activada en las columnas adicionadas con
tolueno y sea una de las enzimas responsables de la degradacion de acido.

Otra estudio describe la activacibn de monoxigenasas para degradacion de
propano con Arthrobacter sp., utilizando o-ftalato como cosubstrato (Merkel y Perry,

1977). El mismo estudio reporta al n-heptano como un cosubstrato que favorece la
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co-oxidacién de malation debido a que el ataque inicial del cosubstrato es realizada
por una oxigenasa molecular y por el contrario la glucosa no favorecio la degradacion
y mineralizacion debido a que su ruta metabdlica no involucra dicha enzima. Sin
embargo, se requieren experimentos para determinacién de actividades enzimaticas

para poder concluir al respecto.

4.1.6. Conclusiones parciales

Los resultados con el consorcio bacteriano mostraron que el fenantreno fue
consumido mas rapidamente y mayormente mineralizado cuando se adicioné tolueno.

En experimentos de columnas empacadas en 190 h, se observé que la
degradacion de fenantreno no fue completa, acumulandose el 38% del carbono como
un intermediario, el acido ftalico, y mineralizando 39%. El tratamiento propuesto con
adicion de tolueno como cosubstrato gaseoso, permitié el consumo mas rapido de
fenantreno (la tasa maxima de consumo de fenantreno fue 40% mas alta). Pero el
principal efecto del tolueno fue sobre la mineralizacion, incrementandola de 39%
hasta 86%. Los analisis de las poblaciones establecidas al final de los experimentos,
los experimentos con el is6topo 14C y las cinéticas de degradacién de acido ftalico,
permiten afirmar que estos efectos se debieron a la presencia de una poblacion
microbiana mas activa, es decir, una mayor capacidad de degradar el fenantreno y los
metabolitos solubles (acido ftalico). El efecto del tolueno, también puede ser debido a
un incremento en la actividad enzimética debido a la utilizacion simultanea de los dos

substratos.

4.2. Degradacion de hidrocarburos totales de petrdleo (HTP) en
columnas empacadas

4.2.1. Efecto de la adicion de tolueno en la biodegradacion de HTP

El tolueno fue también probado como cosubstrato en los experimentos con
suelo contaminado con hidrocarburos. Estos experimentos fueron realizados en el
mismo sistema experimental de columnas empacadas. Se tomaron muestras de los
reactores a los 20, 62 y 98 dias. Después de 24 h, la degradacién de tolueno fue

superior al 99% y se mantuvo en ese nivel durante el resto del experimento. Este
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porcentaje de eliminacidon corresponde a una capacidad de eliminaciéon de tolueno de
2.3 g/M3reactor/N. En la Figura 4.14 se muestran los porcentajes de eliminacién de
HTP. Después de 20 dias, no se observé una diferencia significativa en la degradacion
de los HTP en el control y la columna alimentada con tolueno. Después de 2 meses,
34% y 24% de hidrocarburos habian sido eliminados en la columna con tolueno y la
columna control, respectivamente. Para el tiempo final, 3 meses, la columna
adicionada con tolueno habia eliminado 38% mientras que el control 35% de los HTP
iniciales. La tasa de degradacion obtenida como cantidad de HTP/kg eliminados por
dia es de 155 mgute/kgss/d es superior a las maximas tasas reportadas de 83
mg/kg/d y 0.2 mg/kg/d para diferentes tipos de suelos y concentraciones iniciales de
HTP para tratamientos en mesocosmos y con atenuaciéon natural, respectivamente
(Salanitro y col., 1997; Toumi y col., 2003) pero inferior al reportado para un sistema
de co-composteo para la remediacién de suelo contaminado con hidrocarburos que
reporté una eliminacion alrededor de 50% (concentracién inicial 47.8 g/kg) en 150
horas (Aguilera Vazquez, 1998).

El efecto de la adicién de tolueno sobre la degradacion de los hidrocarburos
del suelo, puede ser atribuido, al igual que en el caso del fenantreno, a un incremento
de biomasa en el sistema o0 a la activacién de microorganismos o enzimas capaces de
degradar los hidrocarburos o sus intermediarios. Sin embargo, los resultados
sugieren que después de 3 meses, la tasa de reaccidn no era el proceso limitante sino
que el proceso completo estaba limitado por transferencia de masa. Es posible
también que al final del experimento los compuestos que quedaran fueran los mas
recalcitrantes. Un reporte de la biodegradacion de HTP concluydé que el principal
factor que afecta la extensidn y tasa de la degradacién es el tipo de contaminantes
contenidos en la matriz del suelo (Huesemann, 1995). Mientras que, otras variables
experimentales como la composicién y tamafio de particula del suelo, la adicion de
nutrientes y la cantidad de agua en el tratamiento no mostraron efectos significativos
en la tasa y extensién de degradacion de HTP (Huesemann, 1995). También esta
documentado (Bosecker y col., 1991) que durante la biodegradacion de hidrocarburos
de petroéleo, las propiedades fisicas del sistema, como la viscosidad, la densidad vy el

peso molecular se ven alterados afectando la tasa de degradacion.
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Figura 4.14. Degradacion de HTP en columnas empacadas. () Sin tolueno. (1) Con
tolueno. Concentracién inicial de HTP de 40 gHTP/kgss. La barra de error
representa la desviacion estandar de 4 réplicas.

4.2.2. Efecto de la adicion de tolueno en la mineralizacion de HTP

La mineralizacién de los HTP, en estos experimentos se muestra en la Tabla
4.10. La produccion de CO: de este experimento se muestra en el Anexo D.4. La
cantidad de CO; producida por la degradacién del tolueno fue tomada en cuenta para
el calculo de la mineralizacién de los HTP. Los valores integrados hasta 20 dias,
muestran una mineralizacion mayor para el control, esta diferencia puede ser
atribuida a que, dado que no se utilizé inoculacién, la poblacién microbiana nativa
requirié un periodo de adaptacién al consumo del tolueno. Después de 62 dias, la
mineralizacién seguia siendo ligeramente superior en el control que en las columnas
adicionadas con tolueno. Sin embargo, al dia 98, tiempo final, 42% y 30% de los HTP
iniciales fueron transformados en CO., con y sin la adicibn de tolueno,
respectivamente. Estos valores son superiores a los reportados por un sistema de
lodos con un pre-tratamiento con tolueno como solvente, se degraddé 45.5% de los
HTP iniciales y se mineraliz6 Gnicamente el 8% (Garcia-Riveroy col., 2002).

Puesto que la degradacion total de HTP fue similar a las 98 h, para las

columnas tratadas sin tolueno y las columnas adicionadas, se puede afirmar que
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después de un periodo de adaptacion hubo una mayor transformaciéon de los

intermediarios cuando se degradé simultaneamente tolueno.

Tabla 4.10. Mineralizacion de HTP iniciales en columnas empacadas

% Mineralizacion

20 dias 62 dias 98 dias
Sin tolueno 13.08 + 2.02 29.42 +1.12 30.81+1.09
Con tolueno 9.93+1.12 27.14 +£1.7¢ 42.83+ 1.282

Valores integrados para 20, 62 y 98 dias. Se asume que 90% de los HTP es carbono. Tolueno total
adicionado en los 98 dias fue 1.82 g. # Asumiendo mineralizacion completa del tolueno. El error representa la
desviacién estandar de 4 réplicas.

4.2.3. Efecto de la adicion de tolueno sobre la poblacién microbiana.

Durante la degradacién de mezcla de HAP han sido reportados cambios en las
poblaciones microbianas (Huesemann y col., 2002). Ese estudio concluye que en la
fase inicial del tratamiento los HAP biodisponibles son consumidos, después la tasa
de degradacion disminuye significativamente y el proceso empieza a ser controlado
por el transporte de masa hacia la fase liquida. La etapa de control por transporte
continda hasta que la fuente de carbono y energia, es decir los contaminantes, es tan
pequefia que no puede sostener crecimiento y mantenimiento celular. Cuando el flux
de contaminante esta por debajo del umbral critico, la poblacion degradadora de HAP
disminuira lentamente hasta desaparecer completamente. Un estudio sobre la
estructura y diversidad de la comunidad bacteriana dominante en el tratamiento de
biorremediacion de petréleo demostré que ésta cambia significativamente por la
presencia de contaminantes y nutrientes (Macnaughton y col., 1999).

En la Figura 4.15 se muestra una clara diferenciacion en las dos poblaciones
establecidas al final del tratamiento. La mayor actividad, evaluada a partir de la
produccion de CO., indica la presencia de mas biomasa en el tratamiento con

tolueno.
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Figura 4.15. Produccioén de CO2 en experimentos de microcosmos para muestras finales
de suelo tratado en sistemas de columnas. ([d) Poblacién |: muestras de
columnas sin tolueno. (®) Poblacién Il: muestras de columnas tratadas con
tolueno. (%) Ajuste con modelo Gompertz. La barra de error representa la
desviacion estdndar de 6 réplicas.

Los resultados obtenidos en la degradacion de HTP y su mineralizacién pueden
ser explicados mediante los siguientes mecanismos, el establecimiento de una
poblacién activa capaz de consumir los HTP iniciales biodisponibles y los
intermediarios producidos; cuando los compuestos biodisponibles fueron agotados el
proceso estaba controlado por transporte; Para el caso de la adicién de tolueno la
poblacion microbiana fue mayor y durante esta Ultima etapa dicha poblacién fue
mantenida por el consumo de tolueno. También es factible pensar que dada la
variedad de compuestos presentes, tanto hidrocarburos iniciales como los
compuestos intermediarios las relaciones de cometabolismo pudieron ser importantes
para la degradacién de los intermediarios y compuestos que inicialmente no estaban
biodisponibles.

Los datos arrojados por el ajuste con el modelo Gompertz, para las muestras
finales de suelo tratado se muestran en la Tabla 4.11. La tasa de produccién maxima
de CO. fue mas del triple cuando se adicion6 tolueno. Este resultado indica que la

cantidad de biomasa presente en el sistema fue significativamente superior cuando se
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adicion6 tolueno. Sin embargo, ésto no se vio reflejado directamente en una diferencia
igualmente significativa en la degradacibn o en la mineralizacion. Debido,
probablemente, a que los microorganismos desarrollados no eran los indicados para
degradar los compuestos biodisponibles como estd documentado en la literatura
(Merkel y Perry, 1977). La otra posible explicacién, como ya se discutié, puede ser

debida a una limitacion por transporte.

Tabla 4.11. Parametros A, tc y K del modelo Gompertz para la produccién de CO:z en
experimentos de columnas de las muestras finales

A K R2 Vmax=0.368At tc
Produccién de CO:2 (mg/Kgss, (h1) () (mg/kgss/h) (h)
Sin tolueno 47.71 0.0084 0.97 0.15 114.4
Con tolueno 121.20 0.0099 0.9¢ 0.44 91.9:

R2 es el coeficiente de correlacion.

4.2.4. Conclusion parcial

La degradacién de HTP en el sistema de tratamiento propuesto con la adicion
de tolueno como cosubstrato gaseoso, permitié degradar el 38% de HTP mientras que
en el control sin tolueno se degradé el 35% en 98 dias. Por otro lado, la
mineralizaciéon fue 50% mayor para el tratamiento con tolueno. Con el método de
cuantificacion total de hidrocarburos por extraccion utilizado no es posible establecer
diferencias en los compuestos presentes al final del tratamiento. Sin embargo, la
mayor mineralizacién con la presencia de tolueno hace suponer que efectivamente
existe una diferencia cualitativa entre ambos tratamientos. El hecho de que, después
de 3 meses, se observara una mayor presencia de microorganismos cuando se
adicion6 tolueno no permite explicar las eliminaciones similares para ambos
tratamientos. Por un lado, puede deberse a limitaciones intrinsecas de la poblacion,
que aungque mas abundante, no tenia las capacidades de degradar los hidrocarburos
restantes. Ademas, es posible que al final del experimento los compuestos que
quedan fueran los mas recalcitrantes. Estudios durante la restauraciéon en suelos
contaminados con hidrocarburos de petréleo han demostrado que los cambios en la

composicién de los hidrocarburos durante la degradacién son importantes y que
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algunas fracciones permanecen inalterables aun después de largos tiempos de
tratamiento (Salanitro y col., 1997). Por otro lado, es posible que el proceso completo

se encontrara controlado por transferencia de masa y no por la tasa de reaccion.

4.3. Discusion General

La tasa y extensiéon de la biodegradacion de hidrocarburos, son afectadas por
numerosos factores. La naturaleza hidrofébica de los hidrocarburos favorece que
preferencialmente se queden adsorbidos en la materia organica del suelo y por ende
las concentraciones en la fase liquida son bajas. Esta caracteristica afecta las tasas
de degradacion, ya que es en la fase liquida donde se lleva a cabo el ataque
microbiano. A los problemas de biodisponibilidad, se suman las capacidades
intrinsecas de los microorganismos para degradar los contaminantes. Algunos
estudios han demostrado que el incremento en la disponibilidad de los HAP en la fase
acuosa por la adicién de surfactantes no incrementa la biodegradacién de los
contaminantes (Dean y col.,, 2001). Lo anterior indica que el problema de la
degradacién no es necesariamente debido a limitaciones en el transporte sino que
puede deberse a la reaccién biolégica.

La degradacion incompleta de hidrocarburos, resulta en la acumulaciéon de
metabolitos que pueden ser alln mas téxicos que las moléculas contaminantes que
los generan. Algunas propuestas para resolver este problema es la adicién de
microorganismos capaces de degradar dichos metabolitos (Kazunga y Aiken, 2000).
Sin embargo, la bioaumentacion enfrenta otros problemas como son la adaptacion de
los microorganismos y la competencia con las poblaciones nativas.

La adicién de un cosubstrato gaseoso como estrategia para mejorar la
biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos fue evaluada en esta
tesis. Los resultados presentados y discutidos permiten esquematizar los mecanismos
que intervienen en el proceso tal como se muestra en la Figura 4.16. Los
hidrocarburos se encuentran adsorbidos en la matriz de suelo y se disuelven en la
fase liguida guedando biodisponibles para los microorganismos. Las primeras
reacciones de biodegradaciéon generan intermediarios que pueden ser volatiles o

permanecer disueltos en la fase liquida y ser eventualmente mineralizados. Cuando
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se adiciona el cosubstrato, en este caso el tolueno, éste suple aporta una fuente de
carbono extra que puede ser utilizada para el mantenimiento o incluso en la
producciéon de biomasa. Los resultados obtenidos muestran que si la biomasa
favorecida es la adecuada, se puede propiciar un mayor consumo de hidrocarburos y
de los intermediarios solubles producidos. A su vez, este mayor consumo de
hidrocarburos resulta en un mayor gradiente de concentraciéon entre los compuestos
adsorbidos y la fase liquida, favoreciendo el transporte de éstos a la fase liquida. Por
otro lado, el consumo de los intermediarios, permite que la degradacién se extienda y
evita problemas de inhibicion por la presencia de dichos compuestos. Otro posible
efecto del cosubstrato son las relaciones de cometabolismo entre el tolueno y los
hidrocarburos; entre los hidrocarburos y los intermediarios y; entre el tolueno y los
intermediarios. El cosubstrato también puede afectar los coeficientes de particion de
los contaminantes. Sin embargo, en el caso de fenantreno no se observd ningln efecto
sobre su solubilizacion del fenantreno ya que las concentraciones de tolueno
utilizadas fueron muy bajas.

El planteamiento de ecuaciones matematicas que describan las relaciones entre
los mecanismos permite representar de manera efectiva el efecto del cosubstrato en la
degradacion de los contaminantes y predecir el comportamiento del sistema. En el
siguiente capitulo se plantea un modelo matematico para el proceso de
biodegradacién con cosubstrato.

En el caso de la utilizacion de tolueno, su efecto se vera limitado a los
compuestos en cuyas reacciones de degradaciéon intervengan microorganismos
degradadores de tolueno o enzimas producidas durante su degradacion. Es posible
pensar que un compuesto con una estructura quimica diferente a la del tolueno
favorecera la degradacion de otro grupo de compuestos. Siguiendo esta légica, es
posible proponer un sistema de tratamiento donde se adicionaran diferentes
moléculas, ya sea en forma simultanea o consecutiva, para aumentar la degradacion

y extension de diferentes grupos de hidrocarburos.
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Figura 4.16. Mecanismos propuestos para la degradacién de hidrocarburos en un
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Los resultados obtenidos indican que el tratamiento con adicion de un
cosubstrato gaseoso es una estrategia efectiva para favorecer la biodegradacion en
suelos de hidrocarburos y posiblemente otros contaminantes. Una evaluacion de la
combinacion de biopilas y biofiltros para tratar suelos contaminados con
hidrocarburos (Lie y col., 1994) concluye que este tratamiento integrado resultaria
seguro, no generaria desechos liquidos y estima que el costo aproximado del proceso
seria entre 50 y 90 USD por metro cubico de suelo tratado.

Para poner en perspectiva la viabilidad del proceso se debe tomar en cuenta
varios aspectos, uno de ellos seria las tasas de eliminacién de contaminantes. En este
trabajo, para fenantreno se tuvo una tasa eliminacion de 4.16 g/Mm3actor/h. Dicho
valor se calculé a partir de la tasa de consumo de fenantreno (Tabla 4.4). Las tasas de
eliminacion reportados en la literatura para fenantreno en diferentes reactores y con
diferentes tratamientos muestran los siguientes valores expresadas en cantidad de
contaminante eliminado por volumen de reactor por unidad de tiempo (g7 M3reacior/ ).
Para tratamientos de electro-remediacién, usando solvente como fase maévil, 0.016 (Li

y col., 2000); Para un reactor empacado donde el fenantreno es alimentado en fase
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liquida, 0.08 (Guieysse y col., 2000); para cultivos liquidos adicionando surfactantes,
0.46 (Guerin y Jones, 1988); en un reactor bifasico, 0.47 (Guieysse y col., 2001); para
reactores de lodos donde el suelo fue pre-tratado con acetona, 4.125 (Lee y col.,
2001); Como se aprecia los resultados obtenidos son superiores a los reportados y
solo es comparable al obtenido con pre-tratamiento con acetona. Sin embargo, las
cantidades de los quimicos adicionados a los tratamientos también es un parametro
interesante para compararlos, tanto desde el punto de vista econémico como
ambiental. En el trabajo reportado por Lee y col., 2001, se adicionaron 118.925
Oacetona POr gramo de fenantreno eliminado mientras que en este trabajo utilizando
tolueno como cosubstrato se adicionaron 0.375 g por gramo de fenantreno
eliminado. Ademas, el tolueno adicionado fue completamente eliminado sin provocar
desechos contaminantes. Algunos tratamientos de oxidaciéon de fenantreno con ozono
adicionaron 16, 41 y 55 goono para eliminar un gramo de fenantreno (Nam y Kukor,
2000; Choi y col., 2001; Zeng y Hong, 2002). Estudios con surfactantes reportan la

adicién 1g de Tween 60 para eliminar 1 gramo de fenantreno.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION Il. Modelado matematico

En este capitulo se plantea un modelo teérico de difusién-reaccion de los
substratos dentro de la biopelicula para la comprension y descripcion del problema.
Para hacer una interpretacion matematica de las cinéticas obtenidas en los
experimentos en columnas para la degradacion de fenantreno y el efecto del tolueno
como cosubstrato gaseoso se resolvio una simplificacion del modelo tedrico. Se

presentan los resultados obtenidos con este modelo simplificado.

5.1. Descripcion del sistema

El sistema de estudio es heterogéneo y consta de tres fases tal como lo muestra
la Figura 5.1. Una fase gaseosa moévil saturada en agua que proporciona el O
necesario para la actividad microbiana. La fase gaseosa también contiene el sustrato
adicional, metabolitos volatiles, CO; y nitrégeno. La fase liquida, estd compuesta por
el agua del sistema, en esta fase se encuentran los nutrientes inorganicos y los
microorganismos. Los contaminantes y el oxigeno se deberan transportar hasta la
fase liquida para que se efectle la degradacidon. Eventualmente la fase liquida puede
contener metabolitos solubles. La fase soélida esta constituida por las particulas de
suelo contaminado, que a su vez esta formado por materia organica, arena y arcilla y
otros componentes. El contaminante se encuentra adsorbido en el suelo. Las

al o agente abultante también forman parte de la fase sélida.

Contaminante

Figura 5.1. Constituyentes del sistema.
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Una serie de fendmenos se llevan a cabo dentro del sistema multifasico; éstos
se pueden agrupar en tres grandes grupos relacionados con los cambios de fase de
los contaminantes (i.e volatilizacién, disolucién), con el transporte de materia (i.e.
difusiéon, adsorcidn, desorcion) y con las reacciones bioldgicas.

La distribucién de los contaminantes organicos en el suelo puede ser afectada
tanto por factores cinéticos como por el equilibrio termodinamico. Los procesos
cinéticos incluyen flujo a través de canales y poros en la estructura sélida, difusion
hacia poros cerrados y materia organica y degradacién por reacciones bioldgicas y
abidticas. La adsorcion de los contaminantes en el suelo es crucial para su
disponibilidad para los microorganismos. La capacidad del suelo para retener los
contaminantes depende de la adsorcidon en las superficies minerales y la proporcion
de materia organica del suelo. A bajos contenidos de humedad, los sélidos tienen
altas capacidades de sorcibn de los contaminantes con isotermas no-lineales
caracteristicas de adsorciones multicapa, mientras que en suelos saturados con agua
relaciones lineales son observadas (Willumsen y col., 1997).

El fenantreno y el antraceno, a altas concentraciones en el suelo, pueden estar
en forma cristalina en la matriz sélida o como gotas liquidas formando una fase
diferente dentro de la fase sélida (Willumsen y col., 1997). En suelos compactos, la
biodegradacion ocurre en las fases de agua libre y las fronteras, la mayor
contribucién se debe a los microorganismos inmovilizados en el suelo, mientras que
los microorganismos suspendidos en agua es pequefia debido al bajo contenido de
agua. Se ha demostrado (Grimberg y col., 1996) que algunas especies como
Pseudomonas stutzeri P16, no interactUan con el fenantreno en cristales y Unicamente
son capaces de degradar el fenantreno solubilizado. En esta tesis se considera que el
contaminante que se encuentra sorbido en la fase sélida, se difunde por gradientes de
concentracion hacia la superficie de las células donde se lleva a cabo su degradacién

en la biopelicula formada en la fase liquida.

5.2. Planteamiento del modelo

Una primera aproximaciéon al modelamiento matematico para el sistema de

degradacion de suelos contaminados con hidrocarburos con la adiciéon de cosubstrato
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gaseoso se plantea a continuacion. Este modelo teérico describe de manera local el
transporte y degradacién del fenantreno, acido ftalico y del tolueno dentro de una
biopelicula. Debido a la complejidad del sistema éste modelo plantea de manera

idealizada los fenbmenos, tal como se muestra en la Figura 5.2.

Fase Solida Fase Liquida
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Figura 5.2. Esquematizacion de los procesos descritos por el modelo teérico.

El modelo toma en cuenta la difusién y disoluciéon de los contaminantes dentro
de la biopelicula, asi como, las reacciones bioldgicas de degradacion.
Los fendmenos descritos por el modelo son los siguientes:
A. A nivel fisico-quimico:
- La disolucién y difusion de fenantreno en la fase liquida
- La disolucién y difusion de tolueno en la fase liquida
B. A nivel biolégico:
La transformacion de fenantreno en acido ftalico
El consumo de acido ftélico

La degradacion de tolueno
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5.3. Hipodtesis del modelo

Las consideraciones del modelo son:

1.
2.

10.

11.

12.

13.

14.

Se utilizan coordenadas planas.

La biodegradacion se lleva a cabo dentro de la biopelicula.

La biopelicula es ideal, es decir, tiene una distribucién no segregada de
los microorganismos.

El sistema es isotérmico.

La difusion de los sustratos dentro de la biopelicula se describe por la ley
de Fick.

Los coeficientes de difusién de los substratos son constantes.

La concentracién del tolueno en la fase liquida esta en equilibrio con la
fase gaseosa por medio de un coeficiente de particion relacionado con la
constante de Henry.

El tolueno disuelto en la biopelicula no se transporta hacia la fase sélida.
La distribucion del fenantreno adsorbido en el suelo es homogénea y
forma una fina capa y en contacto con la biopelicula.

El transporte de fenantreno en la interfase solido-liquido se representa un
coeficiente global.

Se desprecia la volatilizacién de acido ftalico y fenantreno, dada su baja
presion de vapor (Tabla 1.6).

La reaccion de degradacion del fenantreno esta dada por una cinética
acelerada por la presencia de tolueno e inhibida debido a la acumulacion
de 4cido ftalico.

La reaccion de degradacidon del tolueno estd dada por una cinética tipo
Monod. No se considera la inhibicion por altas concentraciones.

La reaccion de degradacion de acido ftalico se favorece por el tolueno.
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5.4. Balances locales de materia

5.4.1. Balance de fenantreno

El balance de masa al interior de la biopelicula para fenantreno, se escribe

como:

M -D 1°[Fen]

T e g2 - Rren ‘

Donde, [Fen], es la concentracién fenantreno en la fase liquida; Dgs  es el

coeficiente de difusién efectivo para el fenantreno en la biopelicula y Rggqes la
expresion cinética de degradacion para fenantreno. Rpgy, es funcién de las

concentraciones de biomasa, fenantreno, tolueno y acido ftalico en la biopelicula.

Reen = ([X] [Fen], [Tol], [Fta]) |

Las condiciones de frontera para la Ecuacién (5.1) son:

En x=0 M: HQFen]qu - [FG
ix

En x=d flFenl, _,
X

Donde des el espesor de la biopelicula; H es el coeficiente global de
transporte; [Fen],eq es la concentracion al equilibrio solido-liquido y corresponde a la

solubilidad maxima del fenantreno.

La condicion inicial es:

En t=0 [Fen],(x,0) = [Fen], =0
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5.4.2. Balance de tolueno

Asumiendo que la difusién del tolueno al interior de la biopelicula es constante,

el balance de materia en la fase liquida se escribe como:

ffro) _, 1ol

it a2 Rol ‘

Donde, [Tol], es la concentracion de tolueno en la biopelicula; Dy es el

coeficiente de difusion efectiva de tolueno en la biopelicula y Ry, es la cinética de

reaccion tipo Monod para tolueno, que se escribe como:

X g  [Tol]
Yro Kro +[Tol]

Kt es la constante de reaccion para tolueno; Y1 es el rendimiento celular de

tolueno; K1 es la constante de Monod para tolueno;

Las condiciones de frontera para la ecuacién (5.6) son:

En X = O M = O
x
En  x=d [Tol], =[Tol], /m

Donde, [TOI]g es la concentracion de tolueno en la fase gaseosa y m es el

coeficiente de particién al equilibrio gas-liquido.

La condicidn inicial es:

En t=0 [Tol],(x,0) = [Tol]’ = (5

Donde, ToI,O es la concentracion inicial de tolueno en la fase liquida.
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5.4.3. Balance de acido ftalico

2
ﬂ[l:-[ia]| - Deftha ﬂ E_[Fta]l +
X

PFta - RFta

Donde, [Fta], Y Dei,, s0N la concentracion y el coeficiente de difusion efectiva

de 4cido ftalico en la biopelicula, respectivamente; Pg,es la produccion de éacido

ftalico, Ecuacion (5.12), que es proporcional a la cantidad de fenantreno consumido;

Rt €s la tasa de consumo de 4cido ftalico, Ecuaciéon (5.13), y es una funcion de las

concentraciones de biomasa, fenantreno, tolueno y acido ftalico en la biopelicula.
[~

Pria =M Rpen C
Rra = f (X [Ftal, .[Fen] [Tol],) (=

Las condiciones de frontera para la ecuacién (5.11) son:

En Xx=0 M:O (E
x

En X =d M:O (5
X

La condicién inicial para la ecuacion (5.11) es:

En t=0 [Fta],(x,0) =0 G

Para la resolucion del sistema de ecuaciones diferenciales parciales
(Ecuaciones 5.1 a 5.16) se requiere de la evaluacion de parametros tales como las
difusividades efectiva de los substratos, fluxes y coeficientes de trasporte y cinéticos.
La solucibn numérica involucra la adimensionalizacion de las ecuaciones y la
discretizacion en el espacio para las ecuaciones diferenciales parciales utilizando un

método como el de diferencias finitas (Finlayson, 1980). Asi, el sistema de ecuaciones
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diferenciales ordinarias puede ser integrado en el tiempo con un método numérico

como el de Runge-Kutta.

5.5. Balance macroscopico

Una vez encontrados los perfiles al interior de la biopelicula para poder pasar a
la escala macro, es decir, las columnas empacadas, se requiere hacer balance
macroscopico que implica el area de transferencia. Debido a la complejidad y
heterogeneidad del ambiente del suelo, es dificil predecir con precisién el transporte y
degradacion del contaminante. El area superficial de transferencia para el suelo fue
calculada en 1684 m2/ms3 considerando una geometria esférica de las particulas de
suelo. Puesto que parametros como el espesor de biopelicula, la difusién al interior de
los substratos no fueron medidos se requeriria de una estimacién basada en el ajuste
de los datos experimentales o en datos publicados en la bibliografia al respecto. Sin
embargo, para no hacer un ajuste paramétrico con tanta incertidumbre y en vista de
que las mediciones que se realizaron fueron globales de entrada y salida se decidid
optar por un enfoque volumétrico en donde los coeficientes globales de reaccidn

engloben los fendmenos involucrados en la degradacion.

5.6. Modelo matematico simplificado

Simplificaciones y consideraciones:

a) Se considera Unicamente las reacciones para representar el
comportamiento en las columnas empacadas. Las constantes cinéticas de
reaccion engloban los fenédmenos involucrados en el proceso.

b) Para la concentracion del fenantreno en la interfase solido-liquido, se
considera el equilibrio. La concentracién en dicho punto es igual a la
concentracion maxima de disolucion del fenantreno en el agua; los
experimentos disolucién de fenantreno mostrados en la Secci6on 4.1.1.
permiten hacer esta consideracion.

c) No hay produccién de CO. debida al consumo de fenantreno. El fenantreno

consumido produce acido ftalico y biomasa.
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d) De acuerdo con los resultados experimentales se considera que 88% del
acido ftalico consumido es mineralizado y el resto utilizado para la
formacion de biomasa (Tabla 4.9).

e) Degradaciéon completa de tolueno. Consumo constante e igual a la carga
alimentada.

f) De acuerdo con la Tabla 4.1 se consideré que 90% del tolueno consumido

fue mineralizado y el resto utilizado en la produccién de biomasa.

5.6.1. Balance de fenantreno

El balance global de fenantreno en el sistema es:

d[Fen] _ (=
a -

La cinética de reaccion esta dada por la Ecuacion 5.18, el primer término toma

en cuenta la inhibicién por la presencia de acido ftalico. Donde, X es la biomasa; K;
es la constante global de reaccién de fenantreno; Ky, es la constante de Monod para
fenantreno; Kpgges la constante de inhibicién por &cido ftalico. Mientras que el
segundo término pondera la degradaciéon acelerada en presencia de tolueno mediante

una constante de reaccion de fenantreno Kigee, 12 concentracion de tolueno al

equilibrio [Tol]eq, y una relacion cuadratica normalizada de la concentracion de

fenantreno.
o &)
¢ [red Fer
F F
Reen =X "Klg = [FaP (.j"‘ [Tol] xKToIFen[F?eg (€
K ren +[F ]+_a i "
§ Fla g
La condicion inicial de la Ecuacién 5.18 es:
En t=0 [Fen] =[Fen]nd (E
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5.6.2. Balance de tolueno

El balance de tolueno asumiendo consumo constante de tolueno igual a la

carga de tolueno se escribe como:

dtol] _, (5
dt
Rto =TOlcaga (€
Tol
En t=0 d[dto]: Tol (€

5.6.3. Balance de acido ftalico

El balance de acido ftalico es la diferencia entre lo que se produce y lo que es

consumido:

d|Ft
[dta] =PFra - Rra (€

La produccién de acido ftalico esta dada por la cantidad de fenantreno
consumido multiplicada por el coeficiente estequiométrico A, calculado a partir de la

Ecuacién de oxidacion 5.31

3
¢ F F
Pra = A 90K 6 — [Fen] i 20+[To|]eq xKToIFen[ [ eg] (=
QQKFen"'[F I+ e “in
§8 Kra 5

El consumo de acido ftalico esta dado por la Ecuacién 5.25. En donde, el
primer término representa el consumo de acido ftalico con una inhibicién por el

mismo acido ftalico y en funcion de la relacién normalizada de la raiz cuadrada de la
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concentracion de fenantreno. K, y Kjson constantes de reaccion de éacido ftalico.

Ktorta €S la constante de reaccion de 4cido ftalico en presencia de tolueno.

—
n

2 |
Rea = X XK {Fta]‘xa;e Ky __[Fen (KToIFta {Tol

(1+ [Fta]) [F ]lrlqd

La condicién inicial para la Ecuaciéon 5.25 es:

En t=0 [Fta] = 0 (E

5.6.4. Balance de CO2

La produccion de CO; es una ecuacion dependiente, y esta dada por el
consumo de acido ftalico y de tolueno.

dco,]

n =YES, B Ry + Y3 CF (5

Donde, Y':ta y Ygg' son los rendimientos de CO, para acido ftalico y tolueno

respectivamente. Mientras que B y C son los coeficientes estequiométricos de las

reacciones 5.32 y 1.2, respectivamente.

La condicion inicial de la Ecuacion 5.27, es:

En t=0 [co,]=0 (5

5.6.5. Balance de biomasa

Por su parte la biomasa producida se calculé como el balance, es decir, como
las cantidades faltantes de los consumos de los substratos y considerando una

composicién de biomasa dada por el factor de conversion D:

d[x] D>(Y R pen + (1\(Fta )XR,:ta (1 Y& )><F (

La condicidn inicial es la cantidad de in6culo alimentada.

Ent=0 [X]= [X]nica (
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5.6.6. Constantes

Las constantes utilizadas en la solucién del sistema de ecuaciones son:

a) Concentracion de tolueno:

Tol )
[TOl]leq = W = ﬁ = 3.074mg-|-0| /L

b) Carga de tolueno:

[Tol]carga = 24 MYrq /kg/h
c) Los coeficientes estequiométricos:

A =1.4MQris / MOFen
B =2.16mgco, / MYk
C=3.34mgco, / MGy

De acuerdo con las siguientes reacciones de oxidacion

CigHo +90, ® CgHgO, +6CO, +2H ! (
CgHgO, +%o2 ® 8CO, +3H,0 (5
33

CuHiy +~ O, #4® 14C0, +5H,0 <
C,H, +90, %#4® 7CO, +4H,0 |

d) Factor de conversiéon D:

Se asume una composicion de biomasa de 0.5 mg de carbono por mg de

biomasa.

12Mgcarbono 2MYbiomasa
D= = 054mgb /mgco
44mMgco,  MIcarbono omesa 2

e) Rendimientos de COa:

De acuerdo a los resultados experimentales, Tabla 4.1 y Tabla 4.9

YES, =088y Y3 =0.90
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5.6.7. Integracion

El sistema de ecuaciones diferenciales (Ecuaciones 5.17-5.30) se resolvié con el
programa computacional Berkeley-Madonna v.8.0.1 (Macey&Oster, ©1997-2000).
Dicho paquete utiliza el método Runge-Kutta semi-implicito de 4to. orden para

integrar. El listado del programa se muestra en el Anexo E.

5.6.8. Ajuste paramétrico

Una vez calculadas las constantes del sistema se resolviéo el modelo usando
para la integracién una tolerancia de 1x10-15. Se ajustaron simultaneamente los datos
experimentales de la degradacién de fenantreno, la cinética de acido ftalico y la
produccién de CO2 para encontrar los valores de las constantes cinéticas. Los valores
encontrados para el mejor ajuste simultaneo de las 3 variables se muestran en la
Tabla 5.1. Una vez ajustados experimentales para el caso sin tolueno, se procedi6 a
hacer el ajuste de los datos experimentales con la adicion de tolueno. En este caso los

Unicos parametros ajustados fueron las constantes Kroirta Y Krolren.

Tabla 5.1. Pardmetros de ajuste del modelo simplificado
Parametros

K;1=0.22
K>=1.59x10-6
K3=32331.51
Krta=301360
Kren=1269.13
KrolFta=12.65
Kroren=0.24

Un andlisis realizado en el paquete computacional Origin v7.0220 (OriginLab
Corporation, ©1991-2002) indicé que los datos experimentales y los resultados del
modelo no son significativamente diferentes con un nivel de confiabilidad de 0.05.

Los resultados obtenidos para el consumo de fenantreno con y sin la adicién de

tolueno se muestran en la Figura 5.3. La cinética de consumo de fenantreno se

121




Resultados y Discusion 11

representa correctamente con el modelo. Sin embargo, en el caso sin tolueno el
modelo sobrestima la degradacion después de 100 h.

La cinética de acido ftalico y el ajuste con el modelo se muestran en la Figura
5.4. El modelo logra reproducir la acumulacién de acido ftalico sin la adicion de
tolueno. Sin embargo, cuando se adiciona tolueno los resultados experimentales
muestran un valor base constante que el modelo no logra reproducir con las
constantes utilizadas. Es importante recordar que el ajuste de los parametros se hizo
con los datos experimentales sin tolueno y posteriormente solo se ajustaron los 2
parametros relacionados con el efecto del tolueno en la cinética de degradacién de

fenantreno y acido ftalico, Ktgren ¥ Kroma» respectivamente. Un reajuste de todos los

parametros, para las cinéticas con la presencia de tolueno, arrojaba una mejor
representacion de los datos (datos no mostrados). Sin embargo, se optd por el enfoque
donde los mismos parametros ajustados fueron utilizados en el control y con la
adicion de tolueno. Valores diferentes de las constantes cinéticas se podria justificar
bajo el argumento de poblaciones microbianas diferentes. Sin embargo, no se tiene

evidencia a este respecto.

1000 ~|
800
600 —

400

Concentracion de fenantreno
[mg/kg_]

200 +

[l

L1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo [h]

Figura 5.3. Consumo de fenantreno. Datos experimentales a) (O) Sin tolueno. b) (M) Con
tolueno. (—) Modelo.
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La Figura 5.5 compara los datos experimentales de produccién de CO: con los
datos arrojados por el modelo. EI modelo sobrestima la producciéon de CO; en la parte
inicial (hasta 50h) con y sin tolueno. En esta etapa la produccién medida fue casi
nula sin tolueno y baja en el caso de la adicién de tolueno, a pesar de que el
fenantreno estaba siendo consumido en ambos casos. Este comportamiento puede ser
atribuido a una adaptacién de poblacion microbiana, a la acumulacién de acido
ftalico cuya degradacion se inicié posteriormente o a un problema de sensibilidad en
el equipo de medicion. En el modelo fue tomada en cuenta Unicamente la
acumulacion del acido ftalico para explicar el comportamiento de la produccién de
COs2. Por lo que es probable que dicho comportamiento se deba también a alguna de

las otras dos opciones.

800 -

700

600

500

400

[mglkg, ]

300

200

Concentracion de acido ftalico

100

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo [h]

Figura 5.4. Consumo de acido ftalico. Datos experimentales a) (A) Sin tolueno. b) (A) Con
tolueno. (—) Modelo.
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Concentracion de CO2
[ma/kg]

T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tiempo[h]

Figura 5.5. Produccion de COz. Datos experimentales a) (O) Sin tolueno. b) (@) Con
tolueno. (—) Modelo.

La Figura 5.6 muestra los resultados del modelo para la produccién de
biomasa. EI modelo considera la produccién de biomasa debido al consumo de
fenantreno, tolueno y acido ftalico por lo que se predice una mayor poblacién
microbiana con la adicion de tolueno con un efecto de la presencia de tolueno y

ademas de un mayor consumo de acido ftalico.
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Concentracion de biomasa
[mg/kg_]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo [h]

Figura 5.6. Estimacidon de la produccion de biomasa con el modelo. a) (.....) Sin tolueno.
b) (—) Con tolueno.

5.7. Conclusiones parciales

Los resultados obtenidos con modelo simplificado representan el
comportamiento experimental obtenido en las columnas para la degradacién de
fenantreno con tolueno como cosubstrato. Este modelo simple permitié una
representacion matematica de los fendmenos que se llevan a cabo durante la
degradacién mediante el ajuste de 5 parametros para el caso sin tolueno y 2 mas
para la cinética con tolueno. EI modelo teérico queda planteado y requiere de otros

estudios para la determinacién de parametros.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se propuso favorecer la biodegradaciéon de hidrocarburos en
suelos mediante el consumo de un cosubstrato gaseoso mas biodisponible. Una de
las hipotesis de este trabajo es que la utilizacién simultanea de un cosusbtrato de
mas facil asimilacidon permitiria una mayor actividad microbiana, incrementando la
tasa de degradacion del contaminante. Por otro lado, el consumo del cosubstrato
permitiria la produccién de enzimas que intervienen en la degradaciéon de moléculas
con una estructura similar a la del cosubstrato (i.e. otros contaminantes o
metabolitos). Dichas hipotesis se evaluaron en el tratamiento de un suelo
contaminado artificialmente con fenantreno (suelo modelo) y de un suelo
contaminado con hidrocarburos de petréleo en un sistema de columnas empacadas
utilizando poblaciones nativas y poblaciones previamente adaptadas al consumo de
los compuestos.

El consumo del cosubstrato (tolueno) y los hidrocarburos (fenantreno y HTP) se
realizd de manera simultanea con las poblaciones microbianas utilizadas. Ademas,
las bajas cantidades de tolueno adicionadas fueron completamente consumidas,
evitando la generacién de residuos gaseosos contaminantes.

Se observé que la biodegradacién y mineralizacion de fenantreno en cultivos
liquidos se vio afectada por la adicion de tolueno. Para el caso del consorcio
microbiano, dicho efecto es dependiente de la relacion de carbono fenantreno-tolueno.
Altas proporciones de tolueno inhibieron la mineralizacién. Mientras que bajas
cantidades de tolueno favorecieron la degradacién y mineralizacion de fenantreno. Los
mejores resultados se obtuvieron a una relacion de carbono 1:1. Para T. versicolor la
degradaciéon y la mineralizacion se vieron disminuidas en la presencia de tolueno.
Esto puede ser atribuido a una inhibicién por tolueno o a las capacidades reducidas
de los microorganismos para degradar los intermediarios.

En experimentos de columnas empacadas se observd que la biodegradacion y
mineralizacion de fenantreno con el consorcio microbiano se vieron favorecidas con la
adicion de tolueno. Se identificé al acido ftalico como el principal intermediario, por lo

cual se puede decir que el consorcio sigue preferentemente la ruta via ftalato. La
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acumulacion de acido ftalico en el tratamiento sin tolueno resultdé en una
mineralizacién reducida. Experimentos con fenantreno marcado (is6topo 14C)
permitieron evaluar la mineralizacién de fenantreno y comprobar la acumulacion de
intermediarios solubles en el tratamiento sin tolueno. Experimentos de la degradacion
de acido ftalico con el consorcio demostraron que la tasa de degradacion era
considerablemente mayor en la presencia de tolueno. Por otro lado, la evaluacién de
la produccion de CO, en microcosmos de las muestras finales de suelo provenientes
de los tratamientos con y sin tolueno indicaron una mayor actividad microbiana para
los suelos provenientes del las columnas adicionadas con tolueno.

En el tratamiento de suelos contaminados con HTP adicionando tolueno,
durante la primera etapa del tratamiento, se incrementdé la eliminacion de HTP, al
cabo de 3 meses, no hubo efecto de la adicién de tolueno en la eliminacién de HTP.
Sin embargo, el efecto del tolueno sobre la mineralizacion fue significativo, indicando
que la presencia de tolueno favorecio la eliminacién de los metabolitos.

El modelo matematico simplificado representdé de manera adecuada el efecto
del tolueno sobre la degradacion de fenantreno y del principal intermediario (acido
ftalico). La determinacion de parametros de transporte y cinéticos permitira la
profundizacién la interpretacion del proceso mediante el modelado matematico.

Estudios de otras moléculas o grupos hidrocarburos como substratos
primarios y otros cosubstratos quedan abiertos resultando una alternativa
interesante para tratar de incrementar el alcance de la degradacion. A nivel
microbioldgico el estudio e identificacion de la o las enzimas responsables del
mejoramiento de las tasas de degradacién resulta sumamente interesante, abriendo

las posibilidades de la induccion de dichas enzimas.
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Anexo A. Rutas metabdlicas de degradacion de tolueno
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Figura A.1. Ruta metabdlica de degradacién del tolueno para P. mendecina via benzoato.
Tomado de la base de datos de biocatalisis/biodegradacion de la Universidad
de Minnesota. http://umbbd.ahc.umn.edu/tol/tol_map.html.

139



http://umbbd.ahc.umn.edu/tol/tol_map.html.

Anexo A

l’:H3
@
4 - Tolueno
Monooxgenas
CH3
@ 4-hidroxn T oluend
CH
l [# - cresol deshidrogenasaj
o, H
=qr
[4-tidroxiBenzaldehida]
COH +hidroBenzaldehido
l deshidrogenasa
o0 o
S
@ 4 hidroxibenzoato
COH
4 hidroxibenzoato 4 hidroxhenzoato
3- monooxigenasa : =
3-mmonooxgenasa HDDC/:>7.;DD-
[FADFH] . I

| 3- catbox cis, eis -m.iconato|

u}
HO
o
Protocatecuato
HO

3.4 - diovigenasa

3,4 - Dihidroxibenzoato
(Protocatec uato)

Protocatecuato
4.5- dioxigenasa

HO
Huucb,mu-
OHC

2- hidrox-4- carbox
muconato semialdehido

Figura A.2. Ruta metabdlica de degradacion del tolueno para P. algaligenes via
Protocatecuato. Tomado de la base de datos de biocatélisis/biodegradacion
de la Universidad de Minnesota.
http://umbbd.ahc.umn.edu/tol/tol_map.html.
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Figura A.3. Ruta metabdlica de degradacion del tolueno via catecol para P. algaligenes.
Tomado de la base de datos de biocatalisis/biodegradacion de la Universidad
de Minnesota. http://umbbd.ahc.umn.edu/tol/tol_map.html.

141



http://umbbd.ahc.umn.edu/tol/tol_map.html.

Anexo B

Anexo B. Calculos y calibraciones

Anexo B.1l. Concentracion de biomasa en funcion de
absorbancia

0.25 4

0.20 4

0.154

0.10 1

[rngbiomasa/rnlj|

0.05 4

0.00 +

0.0 01 02 03 04 05 0.6
Absorbancia (450 | )

Figura B.1. Concentracién de biomasa del consorcio bacteriano en funcién de la
absorbancia. y = 0.00269+0.43703X. R2=0.996.

Anexo B.2. Curvas de calibracion de controladores de flujo

/min]

aire

[ml

Lectura rotametro

T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Lectura controlador

Figura B.2. Curva de calibracién de controlador méasico Aalborg Mod. GFC17.
y = 6.733+0.479X. R2=0.985.
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1000

800 +

600 —

/min]

aire

400 +

[ml_

Lectura rotametro

200 +

Lectura pantalla [% escala]

Figura B.3. Curva de calibracidon de controlador mésico Matheson Mod. 8141.
y =-7.646+14.818X. R2=0.999.

Anexo B.3. Curva de calibracion de fenantreno
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35—-
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154

Concentracion fenantreno
[mg/Lacet etllo]
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Figura B.4. Curva de calibracidon de fenantreno. (HPLC, Thermo Separation Products). y =
-0.479+3.533E-6X. R2=0.999.
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Anexo B.4. Célculos de la produccién de CO,y consumo de O,
Las areas, de oxigeno AOZ, de nitrégeno ANz’ de dioxido de carbono, ACOZ y del aire,

A, .obtenidas en el cromatdgrafo de gases de conductividad térmica se relacionaron

de acuerdo con las siguientes expresiones, para calcular los porcentajes de CO; y

oxigeno en las muestras.

A Ao, (Ay. +A
%0, =—28722 y %CO, = o, (An, 02)74.97
N, AN2 are

Los valores de 87.22 y 74.97 fueron obtenidos de una calibracién con una mezcla
certificada que contenia 5% CO», 14.1% O, y 80.9 Na.
Los porcentajes obtenidos con estas relaciones fueron convertidos a concentracion

molar utilizando la ley de gases ideales.

Anexo B.5. Calculos de diluciéon de fenantreno (9-**C,,H,,)

El fenantreno marcado (9-14Ci4Hi0) tenia una actividad de 10.6 mCi/mmol y una
concentraciéon de 0.95 mCi/Mlmetanol-

De acuerdo al confiabilidad del equipo se hicieron los calculos para que con la
solubilidad maxima del fenantreno (1.3 mg/L) la concentraciéon en 100 nL de muestra
de la fase liquida se tuvieran alrededor de 125 cuentas por minuto (cpm) que son las
unidades de radioactividad que mide el equipo.

El asterisco (*) significa fenantreno marcado.

Para tener 28 nCi por kgss Sse requieren:

28nCi ogr; -=29.5m de soluciéon de fenantreno* en metanol.

Ci

. . . . b
Las equivalencias de unidades son: InCi =370003 = 2.2x10°cpm
S

Asi, 28mCi* 3700029« 895
S

=60.12x10°cpm

nmmol 178y’
10.6nCi  mmol

Respecto a la concentracion, tenemos: 28tCi = =470.18ny" = 0.470mg’

60.12x10°cpm

S =132.255x10°cpm/mg’
0.470mg

La actividad especifica es:
Para alcanzar la concentracién de fenantreno de 50mg/kgss se requieren:
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50mg - 0.470mg" = 49.53mg

Los 49.53 mg faltantes se adicionaron de fenantreno sin marcar. Al hacer esta
dilucién se requiere recalcular la actividad:

132.255x10°cpm 0.740mg’
mg* 49.53mg

=1.255x10°cpm/mg

Teniendo en cuenta que para fenantreno se tiene la siguiente relaciéon en carbono:
1689C

se calcularon las cantidades de 14C solubles y de 14CO, producidas.

Anexo B.6. Curva de calibracion de tolueno

1.2

1.0+

0.8+

0.6
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Concentracién tolueno [g/m]
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0.04

— T ' 1T T 1T T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

Area

Figura B.5. Curva de calibracidon de tolueno. (GC-FID, Hewlett-Packard 5890).
y =-0.0041+1.451E4 X. R2=0.999.
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Anexo B.7. Curva de calibracion de acido ftalico

0.8 1
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Figura B.6. Curva de calibraciéon de acido ftalico. (HPLC, Thermo Separation Products). y
= 0.105+4.058-6X. R2=0.999.
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Anexo B.8. Modelo Gompertz

Una simulacion con el modelo Gompertz utilizando el paquete computacional
Origin v7.0220 (OriginLab Corporation, ©1991-2002) se muestra en la Figura B.7. Los
valores de los Parametros A, B y K se fijaron de manera arbitraria.

220

Sc=A

200 -
180 -
160 -
140 -

120 4

Sc [ML?)]

100 -.
: (dSc/dt) _=Ale K

80

Sc=(Ale) - P
60 -
40+

20

y T T T T T T
0 100 ¢ 200 300 400 500
Tiempo [t]

Figura B.7. Simulacién con el modelo Gompertz. Pardmetros: A=200; B=90; K=0.03.

El punto de inflexion P tiene las coordenadas (tc, A/Ze), el tiempo al que se

alcanza dicho punto es tc:M =150- Mientras que de la Ecuacion 3.4 se obtiene

gue la maxima tasa de consumo es: Vimax = 0.368(200)(0.03) = 2.2

147




Anexo C

Anexo C. Diagramas de flujo de experimentos realizados

Suelo INRA
(estéril)

Contaminacion 14-C-Fenantreno

[ Microcosmos] Tolueno (32 g/m?)

Abidtico Abiético , T. versicolor
Consorcio
Toldeno Consorcio
3 .
(25 60 g/m?) T. versicolor

Efecto de tolueno en
cinética de consumo
de fenantreno

a ! 1 !

Solubilidad de

en la solubilidad
fenantreno

Efecto de tolueno [C
de fenantreno

D:

inética de consumo]
de fenantreno

Andlisis: Andlisis: Andlisis: Andlisis:

Liquido: Gas: [Tolueno] Gas: [14-CO, ] Gas: [14-CO,], [Toluenq]

[14-C soluble] Liquido: Liquido: [14-C soluble] Liquido: [14-C soluble]
[14-C soluble]

Figura C.1. Diagrama de experimentos realizados con suelo INRA.
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(Cultivos Liquidos)]

A

Microcosmos
 T. versicolor

Relacion carbono (p/p)

« Consorcio

Tolueno
(30 y 40 mg/L)

Fenantreno
(150 mg/L)

inética de consumo

] [Cinética de consumo]
de fenantreno

Respiracién [C
endégena de tolueno

0

!

!

Fenantr¢no/Tolueno:

Efecto de tolueno en
cinética de consumo
de fenantreno

Andlisis:
Gas: [CO,)

J

Andlisis:
Gas: [CO,), [Toluen

o)

Andlisis:
Gas: [CO,]
Liquido: [Fenantreno]

Figura C.2. Diagrama de experimentos en cultivo liquido.

Andlisis:

Gas: [CO2], [Tolueno]
Liquido: [Fenantreno]
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Suelo UAM-I
]

l [Columnas empacadas]—

A

‘ No contaminado

Contaminado
Fenantreno (1000 mg/kgss)

Esterilizacion

Esterilizaciéon

Consorcio. P. nativa InHibidor

micfobiano

Congorcio

Respiracion

Endégena Respiracion Degradacion
P. nativa Endéaena ad:
ol Andlisis: Tolu¢no abidtica
coNsorcio nélisis: | Jolu )
D Gas: [CO2], metabolitos | (1 9/M° feacorN) =

Liquido: metabolitos @

Andlisis: ﬁ Suelo: [Fenantreno] I Andlisis:
Gas: [CO,] Andlisis: [Efecto tolueno en || Gas: [CO,]

Gas: [CO,] biodegradacion J Liquido: metabolitos
Suelo: [Fenantreng

Muestras finales
de suelo

4

j Andlisis:
Microcosmos Glas:. [C.02], [Tolgeno], metabolitos
Actividad de poblaciones Liquido: metabolitos
Suelo: [Fenantreno]

Figura C.3. Diagrama de experimentos realizados con suelo UAM-I.
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Suelo Tamaulipas
(40 g HTPs /kgss)

A

Columnas\w o
olueno
Empacadas (23 g/m3 reactmjh)
P. nativa
- - Efecto tolueno en

[Blodegradacmrﬂ biodegradacion
Andlisis: Analisis:
Gas: [CO2], metabolitos Gas: [COZ2], [Tolueno]

Liquido: metabolitos

Liquido: metabolitos
Suelo: [HTPs]

Suelo: [HTPs]

Muestras finales
de suelo

Analisis: <j[| Microcosmos
Gas: [CO,] Actividad de poblaciones

Figura C.4 Diagrama de experimentos realizados con suelo Tamaulipas.
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Anexo D. Resultados experimentales

Anexo D.1. Estandar de acido ftalico

a:l Abundance TIC: PHTHALICztd.D
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143
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Figura D.1. Cromatograma y espectros de masas del estdndar de acido ftalico.
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Anexo D.2. Estandar de fenantreno

a} Abundance

45000
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30000
25000
20000
15000

10000
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8000 §
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G000

g
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3000 600 EO0 700 &00 900 1000 11.00 1200 1300 1400 1500
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28
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| un 8 & §a % 1wy’ |
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HEBE40: Phenanthrene [ 178

7w M o .
7 13 5 B 7 | 98 13126 13 ' 1gs fim

miz->0" 20 30 40 50 B0 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

Figura D.2. Cromatograma y espectros de masas del estdndar de fenantreno.
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Anexo D.3. Produccion de CO, durante la degradacion de
fenantreno en columnas empacadas

2000

1800

1600

2
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reactor]
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[g/m®

800

Produccion de CO

600 -

400 +

200

0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo [h]

Figura D.3. Produccion de CO:z en la degradacion de fenantreno en columnas empacadas
(®) Con tolueno, corregida por degradacion de tolueno. (l) Sin tolueno.

Anexo D.4. Produccion de CO, durante la degradacion de HTP
en columnas empacadas

20.0

17.5+4

15.04

[g/kg,]
s B
.Y

~N
o
]

5.0+

Produccién acumulada de 002

2.5

0.0+

r T r T r T r T r
0 500 1000 1500 2000 2500
Tiempo [h]

Figura D.4. Produccion acumulada de CO:2 en la degradacién de HTP en columnas

empacadas. (®) Sin tolueno. (€) Con Tolueno. (%) Ajuste con modelo
Gompertz.
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Anexo E. Listado del programa

‘MODELO MATEMATICO DE LA DEGRADACION DE FENANTRENO Y TOLUENO

FENcero=980 ‘Concentracion inicial fenantreno; (mg Fen/kgss)

K1=0.22 ‘Congtante global de reaccion de Fen; (mg Fen/mg biomasa/h)
K2=1.59E-6 ‘Congtante globa de reaccion de Fta; (mg Fta/mg biomasa/h)
K3=32331.51 ‘Congtante de reaccién de Fta; (mg Ftalkgss)

Ktolfta=12.65 ‘Congtante de reaccién de Fta en presencia de tolueno; (L/mg Tol)
Ktolfen=0.24 ‘Congtante de reaccién de Fen en presencia de tolueno; (L/mg Tol)
Kfen=1269.13 ‘Congtante de Monod para fenantreno; (mg Fen/kgss)

Kfta=301360 ‘Congtante de inhibicion para Fen por Fta; (mg Fta mg Fta kgss/mg Fen)
A=14 ‘Conversion de Fen--->Fta, estequiométrica; (mg fta/lmg phe)

B=2.16 ‘Reacién estequiométrica Fta-->CO2; (mg CO2/mg fta)

C=3.34 ‘Relacién estequiométrica Tol-->C0O2; (mg CO2/mg tol)

D=0.54 ‘Factor de conversion CO2-->Biomasa.12/44/0.5; (mg biomasa/mgCO2)
Y CO2fta=0.88 ‘Rendimiento de Fta -->CO2; (adimensional)

Y CO2tol=0.9 ‘Rendimiento de Tol -->CO2; (adimensional)

Y xFen=0.27 ‘Conversion de Fen--->biomasa, estequiométrica; (mg biomasa/mg phe)
TOLcarga=2.4 ‘Concentracién detolueno en el gas (mg/kgssh)

TOLgas=.83 ‘Concentracién detolueno en €l gas (g/m3)

m=0.27 ‘Coef. de particion tal (-)

‘CALCULO DEL CONC. TOL EQUILIBRIO

TOLeg=(TOLgas/m)
RTOL=Tolcarga

Stoptime=190
dt=.01

METHOD stiff
‘CONDICIONESINICIALES

‘Concentracion de alimentacidn de tolueno (mg/L)

Init FEN=FENcero ‘mg Fen/kgss

Init FTA=0 ‘mg Ftalkgss

Init CO2=0 ‘mg CO2/kgss
Init X=38 ‘mg biomasa/kgss

‘BALANCE PARA EL FENANTRENO; Entrada=Consumo

d/dt(FEN)=-RFEN

RFEN=X*K1* ((FEN/(Kfen+FEN+(FTA"2/Kfta)))+FEN"2/FENcero"2* TOLEQ* Ktolfen)
Limit FEN>=0

‘BALANCE PARA EL AC. FTALICO; Produccién-Consumo
d/dt(FTA)=PFTA-RFTA

PFTA=A* RFEN

RFTA=X*K2*FTA* (((K3/(1+FTA))* FEN"0.5/FENcer0™0.5)+ TOL eg* Ktol fta)
Limit FTA>=0

‘BALANCE PARA EL CO2; Produccion

d/dt(CO2)=PCO2

PCO2=(Y CO2fta* B*RFTA)+(YCO2tal* C*RTOL)

Limit CO2>=0

‘BALANCE BIOMASA; Produccién=ProdT ol +ProdPhe+ProdFta

d/dt(X)=Y xFen* RFEN+D* (((1-Y CO2fta)* B* RFT A)+((1-Y CO2tol)* C*RTOL))
Limit X>=0
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Anexo F. Nomenclatura

[Fen] = Concentracion de fenantreno (M L 3)

[Tol] = Concentraci6n detolueno (M L 3)

[Fta] = Concentrad 6n deécidoftalico (M L 3)

[cO,| = Concentradi6n dedidxido de carbono (M L 3)

[X] = Concentradon debi omasa(M L'3)

Deit,.,, = Coef.dedifusion efectivadefenantrenoenlabiopelicula (LZT' 1)
Dest,, = Coef.dedifusion efectivade toluenoen la biopelicula (LZT' 1)

Dt ., = Coef. dedifusion efectivadeécidoftalicoen labiopelicula (LZT' 1)
Reen = Reaccion dedegradacion defenantreno (M L 3T 1)

Ry = Reaccion dedegradacion detolueno (M L 3T 1)

Rg, = Reaccion dedegradacion deacidoftalico (M L 3T 1)

P, = Reaccion deproducciondeacidoftalico (M L 3T 1)

K een = Constantede M onod para fenantreno (M L 3)

K+, = Constantede Monod para tolueno (M L 3)

k1o = Constantede reaccion para tolueno (M L 3)

K a = Constantedeinhibiciénpor &cidoftalico(ML2)

K1oren = Constantede reaccion defenantreno en presenciadetolueno (M L 3)

K1ora = Constantede reaccion de acidoftalicoen presenciadetolueno (M L 3)

K, = Constanteglobal dereaccion defenantreno (h™)
K, = Constanteglobal de reaccion deécidoftalico (h}

K 53 = Constantedereacciondeéacidoftalico (M L3
Cantidad de biomasa producida _ (M M- 1)

Cantidad de substrato consumido
Cantidad deCO, producida  _ (M M- 1)

Cantidad de substrato consumido
H = coeficienteglobal de trasportedefenantreno (T' 1)

Yy = Rendimiento =

Yco, = Rendimiento =

T
m = Coef. departiciongas- liquido=-—=m (-)
|

d = espesor delabiopelicula (L )
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Anexo F

A - Coeficiente estequiomérico (Mgg,Mgra,)
B - Coeficiente estequiomérico (Mgco, MYr)
C- Coeficienteestequiomérico (Mgeo, M7y )
D - Factor deconversion (MYgiomasa MIco, )

X - Coordenadaespacial (L)

Subindices y superindices:

[ - liquido
s- solido
eq- equilibrio

Fen - Fenantreno
Fta- AcidoFtdlico
Tol - Tolueno
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Anexo G

Anexo G. Articulos y presentaciones en congresos derivadas de
esta tesis.
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