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RESUMEN,

E! presente trabajo consiste en determinar el mejor agente de superficie quimico
(surfactante), ¥ su concentracion, que provocan un aumento de la degradacién microbiana
(biodegradacién) a través del proceso de bioestimulacién de la flora autdctona, de los
desechos de perforacién presentes en muestras de suelo, derivados de los procesos de
extraccion del petrdleo en ¢l Estado de Tabasco.

Tabasco es uno de los Estados de la Repiblica Mexicana donde se realiza una
intensa actividad petrolera, la que genera una enorme cantidad de desechos de perforacion
altamente contaminantes que en el pasado fueron vertidos en el ambiente, provocando el
deterioro de los ecosistemas terrestres y acudticos.

La eleccién del mejor surfactante fie realizada en funcién del resultado de las
siguientes pruebas: Concentracién Micelar Critica (CMC), Lavado de Suelo, Actividad
Emulsificante y Toxicidad del mismo para los microorganismos del suelo; siendo ensayados
los siguientes agentes de cardeter no-idnico: Biotrix (detergente comercial), Tergitol NP-10,
Tritén X-100 y Tween 80,

Las muestras de suelo contaminadas con desechos de perforacién fueron tratadas
con diferentes concentraciones de Tergitol NP-10, considerado como el mejor agente de
superficie, y las concentraciones ensayadas fueron: 0.1; 0.25; 0.5; 0.75 y 1.0% p/v, ademas
de un testigo envenenado con azida de sodio ¥ un testigo sin agente de superficie. El
proceso de biodegradacion fue analizado a través del registro de la concentracion residual de
los Hidrocarburos Totales del Petréleo (TPH’s), mediante la técnica de Espectrofotometria
de Infrarrojo.

Asimismo, se determinaron las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, mediante
diversos andlisis, y la composicién de las fracciones constituyentes de los desechos de
petforacidon, mediante el método ASTM 4221,
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De acuerdo a los resultados obtenidos, se concluye que el proceso de biodegradacion
a través del efecto de bioestimulacién de la flora autGctona, es suficiente para lograr la
degradacion de los desechos de perforacion presentes en la muestra de suelo contaminado.

Con base en las pruebas realizadas a los agentes de superficie, se considera al
Tergitol NP-10 como el mejor agente de superficie, al poseer la mayor actividad
emulsificante, provocar la mayor desorcién del contaminante y ademds no provoca un efecto
adverso sobre la flora autéctona det suelo.

Por altimo, los resultados del anilisis de varianza realizado a los valores de TPH’s
residuales muestran que existe una diferencia significativa entre los diferentes tratamientos, y
que la concentracién de 0.5% (p/v) de Tergitol NP-10 tiene el mejor efecto estimulante
sobre la biodegradacién de los contaminantes, al incrementar el porcentaje de degradacién
de éstos desde aproximadamente 30% sin emplear un agente de superficie, hasta un 63.61%
al emplear el mismo.
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1. INTRODUCCION

La produccién y subsecuente almacenamiento o transporte de materiales peligrosos
es parte de nuestra economfa. Consecuentemente, hay una enorme variedad de compuestos
quimicos orgénicos naturales y sintéticos (xenobidticos), los cuales entran al ambiente por
via de pérdidas o derrames de pipas y tanques, fugas en ductos y tuberias, depésito de
emisiones atmosféricas, almacenamiento y disposicién final de materiales no tratades v
desechos o residuos no deseados (por ejemplo, lagunas de oxidacién, dreas con lodos
biolégicos, etc.), uso de material contaminado, aplicacién de fodos industriales al suelo,
adicion de pesticidas, entre otros, En muchas instancias, estos problemas involucran la
contaminacion de suelos y/o depdsitos de agua subterrinea y pueden ademds incluir también
la contaminacién de sedimentos dentro, o cercanos a cuerpoes de agua (rios, lagos, ete.)
{Lees y Senior, 1995).

El exceso en todas estas actividades provoca que se sobrepase la capacidad de
autodepuracién natoral de los ecosistemas, provocando la acumulacién de contaminantes, y
en algunas ocasiones alcanzando niveles criticos. La formula para minimizar el impacto
sobre el ambiente, reside en el control de las entradas de contaminantes; as{ como en

acelerar Ia degradacion de los contaminantes ya presentes (Lui y Sulfita, 1993).

Una de las actividades a nivel mundial que actualmente posee un gran auge y que se
realiza a gran escala, es la extraccién y obtencién de petrdleo crudo para la utilizacién de los
productos resultantes de su refinamiento. Sin embargo, las operaciomes de estraccion,
almacenamiento y transporte del petréleo crudo causan un impacio negative sobre ios
ecosistemas al ser vertidos a éstos, grandes cantidades de hidrocarburos que provocan

alteraciones tanto al medio bidtice como al abidtico.

Los grandes derrames accidentales de petroleo (durante Ia guerra del Golfe Pérsico
en 1991 del bugue-tanque Exxon Valdez en Prince William Sound, Alaska; asi como
derrames en Texas, Rhode Island y Delawere Bay, U.5.A. en 1989) han provocado que la
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atencion de la comunidad cientifica mundial haya sido draméticamente enfocada hacia los

problemas de la contaminacion por petréleo (Bouwer et al., 1592).

El petréleo crudo es una complicada mezcla de componentes quimicos, formada por
hidrocarburos unidos a compuestos organicos de nitrdgeno, azufre y oxigeno. El contenido
de hidrocarburos puede variar desde 95-98% hasta valores bajos de 50% para petréleos
crudos pesados. Los hidrocarburos constituyentes del petroleo pueden ser divididos en
cuatro clases: saturados, arométicos, asfaltenos, y resinas (Kokub ef al., 1990).

Los procesos de extraccién del petrdleo han producido histéticamente grandes
cantidades de lodos de hidrocarburos y fluidos de perforacién como productos de desecho;,
se estima que en promedio un pozo genera miés de 1,000 toneladas de cortes de perforacion
(Ledn et al., 1993).

Como unz prictica comin del pasado, los desechos de perforacion fieron
almacenados en fosos o depdsitos abiertos. Estos sitios de desecho y los ecosistemas donde

éstos se encuentran, requieren ahora de recuperacion para hacer frente a las regulaciones
ambientales actuales.

1.1. DEGRADACION DE CONTAMINANTES.

Una variedad de téenicas de remediacién son posibles en el tratamiento de los
desechos del petréleo. Los tratamientos son considerados como: fisicos, quimicos, térmicos
y biologicos {Cartwright, 1991). Los métodos fisicos tales como extraccién, simplemente
transfieren los desechos de un medio a otro, sin oftecer una solucién permanente al
problema. El tratamiento quimico esti generalmente basado en explotar las diferentes
propiedades quimicas del suelo y del contaminante, tales como la acidez y el potencial de
precipitacién. Estos métodos pueden dejar subproductos téxicos o peligrosos. La
estabilizacién quimica incrementa el volumen del material téxico, al diluirlo en un material
inerte, pero los comtaminantes mo son ecliminados sino simplemente atrapados e

inmovilizados dentro de una matriz. Las técnicas de tratamiento como incineracion, son
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efectivas pero usualmente costosas. Finalmente, los tratamientos bioldgicos parecen
promisorios, pero presentan problemas tnicos de ellos mismos y no estan adn bien

establecidos (Cartwright, 1991).

La biodegradacion es definida como el rompimiento de compuestos organicos por
los microorganismos. El grado de alteracion varia y es tipicamente definido como
mineralizacién o biotransformacién. La mineralizacién es el rompimiento completo de las
moléculas organicas en sustancias morgénicas tales como el diéxido de carbono y residuales
como ¢l agua. La biotransformacitn es la degradacién parcial de un compuesto inicial 2 uno
derivado, por intervencién de algiin organismo. El compuesto derivado puede ser mas o
menos toxico que el material original (Prince y Sambasivam, 1993).

El tratamiento bioldgico es por tanto una tecnologia viable y econémica para tratar
los desechos del petréleo, sus posibles beneficios y ventajas son extensas ¢ incluyen ahorros
potenciales de tiempo y recursos econdmicos debido a diversos factores. Provee ademds, la
habilidad de tratar in situ los contaminantes, reduciendo los costos por manipulacion o

transpotte que pudieran necesitarse con otros tratamientos.

La biodegradacién de los desechos también disfruta de una aceptacion publica y

puede ser acoplada con otras técnicas de tratamiento para resolver problemas ambientales.

Un proceso de tratamiento bioldgico efectivo, depende de una gama de condiciones
ambientales. Los microorganismos apropiados capaces de degradar el compuesto deseado
deben ser adicionados o estar presentes. Mientras que los microorganismos que existen
naturabmente han sido predominantemente usados en investigaciones recientes, también ha
sido reportado el uso de microorganismos manipulados genéticamente. Los
microorganismos con capacidades naturales, sin embargo, son preferidos para la
biorremediacién debido a las dificultades regulatorias en materiz de legislacion ambiental

para introducir al ambiente organismos manipulados genéticamente (Lees, 1995).
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Deben estar presentes las condiciones necesarias para ¢l crecimiento microbiano,
como: una fizente de energia, nutrimentos apropiados, pH y temperatura. Los requerimientos
nutricionales de los microorganismos son uno de los principales factores que afectan a la
biodegradacién. Muchos de los constituyentes de los desechos petroleros son
biodegradables si se proveen las condiciones apropiadas, y ésta adicion de nutrientes al
medio es considerada como una Bioestimulacion de las poblaciones de microorganismos
existentes. Los desechos de perforacidn, sin embargo, han probado ser resistentes bajo
condiciones naturales de campo, y su bajo porcentaje de biodegradacién es debida
principalmente a los bajos niveles de nutrimentos (Leahy, 1990).

Se requiere frecuentemente la presencia de macronutrimentos (N, P, 8, K, Mg y Ca),
micronutrimentos y nutrientes traza (K, Mg, Ca, Fe, Na, Co, Zn, Mo, Cu y Mn) (Prince ¥
Sambasivam, 1993).

Las sustancias orginicas en los desechos, generalmente suplen la fuente de carbono
necesaria para el crecimiento microbiano, pero en algunos casos, fuentes adicionales de

carbono son agregadas como co-metabolitos.

E! co-metabolismo se refiere a la degradacién de un compuesto sdlo en presencia de
otro material organico, el cual no funciona como la fuente principal de energfa. Esto acarrea
clertas implicaciones para el tratamiento biolégico y la aplicabilidad de los estudios de
degradacién desarrollados usando una fuente de carbono sencilla y cultivos microbianos
puros. Debido al potencial para el efecto co-metabdlico o sinérgico de los cultivos mixtos,
los estudios de este tipo pueden seriamente subestimar la viabilidad potencial de la
biorremediacién (Prince, 1993).

Una amplia diversidad de otros factores ambientales también nfluyen en la
degradacion biolégica, donde el oxigeno es el factor metabdlico més critico. Incrementando
la  oxigenacién del sistems, se incrementa significativamente el crecimiento de
microorganismos y la degradacion de los hidrocarburos. Como resultado, una parte
importante del tratamiento biolégico de suelos contaminados es el suministro de oxigeno. La
biorremediacion puede ser inhibida si el residuo s de naturaleza téxica. Asi, altas

6
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concentraciones de metales pesados, compuestos inorganicos toxicos y/o sales inorganicas
pueden inhibir el crecimiento microbiano. El tratamiento ptimo usualmente ocurre a pH
neutro y a temperaturas entre 20 y 28 °C. Mientras que la mayoria de los estudios han sido
redlizados en ambientes aerébicos, también han sido reportados los estudios de
biodegradacion en condiciones anaerobias (Cabridenc, 1985).

1.2 MICROORGANISMOS DEGRADADORES.

La biorremediacion o biorestauracién es el proceso mediante el cual se wiilizan
microorganismos naturales, aclimatados o manipulados genéticamente, para anmentar la
calidad ambiental, aprovechando su habilidad para degradar o atacar compuestos
(incluyendo toxicos) en los sitios contaminados (Lees y Senior, 1995).

Los microorganismos son considerados como los mejores agentes para destruir
compuestos organicos presentes en petroleos crudos (Atlas, 1981), debide 2 que el intervalo
de compuestos tratables por biorremediacion es inmenso. Ademas de los desechos
municipales y residuos del proceso del tratamiento de aguas, los microorganismos pueden
degradar pesticidas, compuestos quimicos industriales, combustibles para aeronaves,
gasolina, diesel vy muchos otros componentes y derivados del petrdleo. Algunos compuestos
que en el pasado fueron considerados como no biodegradables, tales como disolventes
clorados, bifenilos policlorados (PCB’s), clorofluorocarbonos y otros disolventes orgdnicos
sintéticos estables, estdn siendo degradados en el laboratorio por cepas selectas o
asociaciones de microorganismos. Parece ser que ahora, dadas las condiciones existentes, la
mayoria de los compuestos, naturales o sintetizados ;Isor el hombre, pueden ser catabolizados
por microorganismos, a través de la utilizacion directa o por co-oxidacién (Lees y Senior,
1995).

Los hidrocarburos en el ambiente son degradados principalmente por bacterias y
hongos. Aunque desapercibidos en los ecosistemas terrestres y acuiticos, la fraccién total de
la comunidad heterotréfica representada por bacterias y hongos que utilizan hidrocarburos
¢s allamente variable, con variacicnes reportadas de 6 a 82% para hongos del suelo; 0.13 a
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50% para bacterias del suelo, y 0.003 al 100% para bacterias marinas. Los organismos
individuales pueden metabolizar s6lo un intervalo limitado de hidrocarburos, asi que
conjunciones o poblaciones mixtas (consorcios microbianos) con amplias capacidades
enzimiticas son usualmente necesarias para degradar mezclas complejas de hidrocarburos
tales como petroleo crudo en suelos y ambientes acuéticos (Leahy, 1990). El uso y adicién
de consorcios microbianos no existentes naturalmente en estos sitios contaminados
(al6etonos), es considerado como una Bioaumentacion de la microbiota ya existente.

La capacidad para degradar yfo utilizar hidrocarburos como sustratos es exhibida por
una amplia variedad de géneros de bacterias y hongos. Basados en el mimero de reportes
publicados, las bacterias degradadoras de hidrocarburos mas importantes en los ambientes
marinos ¥ en suelos son: Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacier,

Bacillus, Flavobacterium, Nocardia y Pseudomonas spp (Leahy, 1990).

En suelos, los microorganismos constituyen microcolonias con agregados fabricados
de materia mineral {cuarzo, arena, etc.) y materia orginica (acidos hiimicos), y son siempre
abundantes, pero su actividad puede wvariar considerablemente con las condiciones
ambientales, particularmente con la temperatura, humedad y cantidad de oxigeno disponible
(Cabridenc, 1985).

1.3. COMPOSICION DE LOS DESECHOS DE PERFORACION.

Los fluidos de perforacién son productos que se utilizan durante la perforacién de un
pozo petrolero, sus principales funciones son la de proporcionar estabilidad térmica al
barreno, lubricar y arrastrar a la superficie ¢l material resultante de la excavacién. Este
material resultante, junto con los fluidos de perforacion, conforman los desechos de
perforacion, los cuales incluyen dispersantes construidos a base de diesel, asfalto, metales
pesados, arepas, y petroleo crudo principalmente. La composicién quimica inchiye una
variedad de compuestos tales como aromdticos, poliaromdticos e hidrocarburos ramificados.
Ademds, existe un gran nimero de compuestos inorganicos y metales presentes (Prince y
Sambasivam, 1993; Ledn et al., 1993).
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1.4, COMPOSICION DEL PETROLEO.

El petrélec es una mezcla extremadamente compleja de hidrocarburos. De los
cientos de componentes individuales, pueden ser reconocidas diversas clases basadas en la
afinidad de estructuras. La mezcla de petrdleo puede ser fraccionada por cromatografia en
silica gel, y Leahy (1990) reconoce cuatro clases: una fraccion saturada o alifitica, una
fraccién aromdtica, una fraccion asfiitica o polar (fenoles, dcidos grasos, cetonas, ésteres, y
porfirinas), y una fraccion resinosa (piridinas, quinolinas, carbazoles, sulfdxidos y amidas).

Huesemann (1994) separa al petréleo en dos componentes principales: una fraccion
hidrocarbonada ¥ una fraccién polar. La fraccion polar 0 NSO consiste en compuestos que
contienen en su estructura molecular nitrbgeno (N), azufre (8), u oxigeno (O) en adicion al
carbono (C) e hidrégeno (H). Los compuestos polares son clasificados en grandes
categorias comeo asfaltenos, resinas, etc., dependiendo de los procedimientos analiticos
utilizados para su separacién. La fraccién hidrocarbonada (HC) consiste de compuestos
saturados y aromaticos. Los compuestos aroméaticos contienen une o mas anillos en su
estructura y pueden ser clasificados como moncaromatices, y arométicos polinucleares
(APN’s) o poliarométicos (Vo-Dinh, 1989). Los compuestos saturados consisten de alcanos
(parafinas) o estructuras ciclicas saturadas (naftenos) con variacion en el nimero de los
anillos saturados y cadenas laterales que poseen. Los alcanos pueden poseer cadenas lineales
de cadenas ramificadas. Las moléculas de aromaiticos con frecuencia contienen
subestructuras parafinicas o nafténicas, y estos productos refinados también pueden contener
moléculas insaturadas (alquenos) (ver FIGURA 1).
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FIGURA 1. Compuestos constituyentes del petroleo.

L5, VIAS METABOLICAS DE DEGRADACION DE LOS HIDROCARBUROS DEL
PETROLEO. ‘

Los hidrocarburos difieren en su susceptibilidad al ataque microbiano, y en el pasado,
han sido arreglados en el siguiente orden de decreciente susceptibilidad: n-alcanos > alcanos
ramificados > compuestos aromdticos de bajo peso molecular > cicloalcanos. Las
velocidades de degradacion han mostrado ser mayores para los saturados, seguidas de los
aromdticos ligeros, aromiticos de alto peso molecular, y por Gltimo los compuestos polares
que exhiben velocidades de degradacién extremadamente bajas (Leahy 1990).

Debido a que Ia energia liberada de ln respiracibn aerSbica es mayor que la
respiracién anacrébica la cual utiliza sulfatos, nitratos, etc. como aceptor de electrones para
el proceso oxidativo, y mayor que la fermentacion anaerébica que utiliza compuestos
organicos como aceptor de electrones, en el proceso de respiracién aerdbico se observa la
mayor velocidad de degradacién de los hidrocarburos del petréleo. La respiracién aerdbica
utiliza oxigeno molecular para oxidar finalmente al carbono orgénico, que es degradado
aerébicamente por un mecanismo oxidativo que sucede de la siguiente manera, La oxidacién
¢s mediada por enzimas, que son catalizadores bioldgicos que facilitan lag reacciones de
oxidacién, al disminuir la energia de activacién requerida para la reaccibn quimica,

10
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provocando con ello un incremento en la velocidad de reaccién. La oxidacién de estos
compuestos puede ocurrir espontincamente en la ausencia de enzimas. Sin embargo, sin su

presencia, ia reaccidn puede tomar meses o afios para realizarse (Atlas, 1991).

El proceso oxidativo es provechoso para las bacterias aerobicas desde dos puntos de
vista: utiizacion del carbono y obtencion de energia. El carbono derivade de 1a oxidacién
puede ser usado para el amabolismo o catabolismo. El anabolismo se refiere al proceso
mediante el cual el carbono orgdnico es usado para propositos biosintéticos (como C
estructural). El catabolismo se refiere a la posterior oxidacion del carbono organico a CO, y
agua, durante lo cual se genera energia. Debe resaltarse que este es un proceso dinimico
mAs que estatico, y ambos estan operando en cualquier tiempe dado. La fraccion relativa de
carbono que se emplea en cada proceso dependera de los requerimientos de energia en el
momento, pero generalmente el 50% del carbén metabolizado es convertido a biomasa (C
estructural) mientras que el otro 50% es convertido a CO2. La suma de todos los procesos
celulares oxidativos para el carbono organico son referidos como tespiracién celular. La
energia derivada de la respiracion es usada para dirigic el anabolismo y para el
mantenimiento de energia. La gran cantidad de energia (como ATP) derivada de la
respiracion aerébica impulsa la reaccién, maniputando las concentraciones de compuestos
intermediarios (manteniéndolos en concentraciones extremadamente bajas), y de esta forma
facilita la degradacion rapida del carbono organico (Bartha y Atlas, 1987).

Como ya antes se dijo, los hidrocarburos dentro de la fraccion saturada incluyen los
n-alcanos, alcanos ramificados y cicloalcanos, y debido que los n-glcanos estdn considerados
como los componentes méds ficilmente degradables en una mezcla de petréleo, su
biodegradacion normalmente procede como una oxidacion por una enzima oxigenasa, la cual
inserta un oxigeno molecular en la cadena carbonada (ver FIGURA 2). Esto es considerado
como una oxidacién monoterminal. e involucra la oxidacién del alcano para formar un
aleohol primario. Este alcohol es entonces oxidado formando un aldehido por una
aleoholdeshidrogenasa, y este aldehido es posteriormente oxidado a un 4cido carboxilico
(graso) por una enzima aldehidodeshidrogenasa. El 4cido graso formado puede asi

incorporarse como biomasa celular. o ser degradado posteriormente a través de una B-
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oxidacién con la subsecuente formacidn de 4cidos grasos de unidades cortas de dos
carbonos y acetil coenzima A, con la eventual liberacion de CO; (Bartha y Atlas, 1987). Los
dcidos grasos, los que algunos son tdxicos, se ha encontrado que se acumulan durante la
degradaciéon de estos hidrocarburos. La oxidacién subterminal ocurre con frecuencia, con la
formacién de un alcohol secundario y una cetona subsecuente, pero esto no parece ser la via
metabdlica primaria utilizada por los microorganismos que utilizan n-alcanos (Atlas, 1981).

C/HyCH; + NADH + 0005 ~—————» CH CH,O0H + NAD + HP
OXIGENASA . Octame

N-Octawel 1
NADY
ALCOHOL-
DESHIDROGENASA
NADK
H BAD* NADH T
CH C=0 CH =0
Acide N-Octame ico H,0 N-Octamal
ATE Cod ALDEHIDO
DESHIDROGENASA
AMP + PP
B oxidacién
st Ce A

FIGURA 2. Etapas en la oxidacién de un hidrocarburo alifitico catalizada por una
monooxigenasa,

Los alcanos isoprenoides altamente ramificados, como pristano, se ha encontrado

que tienen oxidacién omega (w), con la formacién de 4cidos dicarboxdlicos como la via
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degradativa principal. Los metilos ramificados generalmente incrementan la resistencia de los
hidrocarburos al ataque microbiano, sobre todo en la posicién beta donde bloquean la
B-oxidacidn, requiriendo una estrategia adicional, como la c-oxidacion, la w-oxidacién o la

remocion del grupo P-alquilo (Atlas, 1981).

Los cicloalcanos son particularmente resistentes al atague microbiano. Los
compuestos aliciclicos complejos, tales como los hofanos (compuestos tripentaciclicos),
estin entre los componentes mas persistentes de los derrames de petrdleo en el ambiente.
Existen diversos reportes de oxidacion directa v degradacion co-oxidativa de cicloalcanos
sustituidos ¥ no sustituidos. Se¢ ha reportado que varios cicloalcanos no sustituidos,
inchuyendo cicloalcanos condensados, son substratos para la co-oxidacién con formacién de
una cetona o un alcohol. Una vez oxigenados, la degradacién de estos compuestos puede
proseguir con fa division de anillos. La degradacion de cicloalcanos sustituidos al parecer
ocurre con mas facilidad que la degradacion de las formas no sustituidas, particularmente si
existe un substituyente n-alcano con longitud de cadena adecuada. En tales casos, el ataque
microbiano normalmente ocwrre primere en la porcién sustituida, liberando un producto
intermedio de 4cido carboxilico ciclohexano, que es un compuesto relacionado. Una via
novedosa para la degradacién de 4cidos carboxilicos ciclohexanos involucra la formacién de
un compuesto aromético intermediario, seguido del rompimiento del aniflo de la estructura
aromitica (Atlas, 1981).

La degradacién bacteriana de compuestos aromdticos normalmente involucra Ja
formacion de un diol scguido por rompimiento y formacién de un didcido como el dcido
cis,cis-Muconico. Estos compuestos aromaticos pueden ser divididos en dos clases para los
propositos de degradacidn: aquellos que son degradados a catecol como intermediario
metabélico clave. y aquellos que son degradados a protocatecuate como intermediario
clave. Los compuestos aromiticos altamente substituidos pertenecen a ésta tltima categorfa.
El catecol es eventualmente metabolizado a acetaldehido y piruvato via meta, o a succinato
y Acetil CoA por via ortfo. El protocatecuato es metabolizado a piruvato v succinato/Acetil

CoA por [as vias metabdlicas meta y orto respectivamente. En cualquier caso, todos cstos
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compuestos son intermediarios metabolicos celulares, y son rdpidamente convertidos a
biomasa celular y CO; (Bartha y Atlas, 1987) (ver FIGURA 3).

Policiclicos

Bectcvian
Aigas
o oH _/ o
Q*‘ R Socnplmiero o)
b Orto

Dioxigenasa OH dathiceogamess COOH
Catocol
R o oH
cis-Ditmdrodicl R
acotaldobedo
24Hidro:dmucdnico

FIGURA 3. Mecanismo de transformacion de las moléculas de Hidrocarburos Aromaticos

Policiclicos.

Debe hacerse notar que estas vias de degradacion de los hidrocarburos aromdticos, al
igual que aquellas para hidrocarburos alifiticos, se realizan con una répida velocidad.
Frecuentemente, en sistemas sblidos los umicos compuestos presentes en cantidades
suficienies para poder ser medidas son los productos iniciales ¥ finales. Los compuestos
intermediarios son metabolizados demasiado rdpido para ser medidos (Bartha y Atlas,
1987).

Los hidrocarburos aromdticos ligeros estan sujetos a evaporacidn y al ataque
microbiano en el estado disuelto. El ataque enzimatico inicial puede ser en ¢l substituyente
alquilo o, alternativamente, directamente en el anillo. Las estructuras aromiticas
condensadas estin sujetas a la degradacién microbiana por una via metabélica similar a las
estructuras monociclicas; pero los hidrocarburos de anillos aromdticos condensados, sin
embargo, son relativamente resistentes al ataque enzimdtico. Las estructuras con cuatro o
mas anillos condensados han mostrado ser atacadas en algunos casos, por co-oxidacién o

como resultado de comensalismo (Atlas, 1981).
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Las vias metabolicas para la degradacion de componentes asfalténicos del petréleo
son probablemente las menos comprendidas, debido a que los asfaltenos tienen estructuras
complejas dificiles de analizar con metodologia quimica corriente. La degradacion de varios
componentes que contienen sulfuros ha sido examinada, pero no ha logrado establecerse
ninguna via degradativa, comparable a las vias metabolicas establecidas para hidrocarburos
aromaticos y alifticos. Los avances en la determinacién de estas vias degradativas es
dependiente de la innovacidn de la metodologia analitica. La elucidacion del destino
bioquimico de los componentes asfalticos del petréleo es uno de los principales retos para la

futura investigacion de la biodegradacién del petroleo (Atlas, 1981).
1.6, DISPONIBILIDAD DE LOS HIDROCARBUROS.

Los contaminantes usualmente s6lo son degradados cuando estan disueltos en una
solucién acuosa o por lo menos en contacto directo con el agua. La accesibilidad es de
particular interés al referirse a los hidrocarburos del petrdleo, que tienen bajas solubilidades
acuosas. Debido al medio fisico del suelo, éstos tienden a adsorberse o fraccionarse en la
matriz de suelo para formar fases organicas separadas en los espacios de los poros. Debido a
la persistencia y adsorcién de muchos arométicos y del hecho de que los compuestos no
adsorbidos son con frecuencia facilmente biodegradados. es plausible que la adsorcidn
resulte en una proteccién de aquellos quimicos al ataque microbiano {Aronstein ef al.,
1991).

Por tanto. para incrementar la biodegradacién de estos compuestos. es necesario
acelerar su velocidad de desorcién y/o solubilizacion. Tai y Maier (1992) encontraron que la
desorcién o solubilizacién puede ser acelerada con la adicién de surfactantes, Ellos notaron
el potencizal para incrementar la solubilizacién de un compuesto escasamente soluble a través
de la adicién de un surfactante. al observar que la adicion de éste aumnentaba la velocidad de
degradacion de hidrocarburos del petrdleo. Dichos autores realizaron sus experimentos de
bicdegradacion usando un aparato para medir Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO), ¥
encontraron un incremento en la wtilizacion de oxigeno asi como un incremente de la

velocidad de degradacién de los hidrocarburos del petréleo al adicionar el surfactante.
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Como la solubilizacién es una funcidn del 4rea de superficie disponible vy del coeficiente de
transferencia de masas, la adicién de un surfactante resulta en el incremento de ambos
factores (Sundaram et al., 1994).

El uso de surfactantes en los esfuerzos para mejorar la biorremediacion de ambientes
contaminados ha logrado un considerable interés en afios recientes. Las investigaciones
actuales han reportado mejoramientos al igual que inhibiciones en la biodegradacién de
compuestos orginicos en presencia de surfactantes. Muchas bacterias bajo condiciones
adecuadas, pueden producir biosurfactantes y bioemulsificantes para ayudarse en su ataque a
compuestos especificos. Los surfactantes comerciales pueden también servir para
incrementar e} transporte de hidrocarburos inmiscibles dentro de una solucién, pero en
ciertas ocasiones provocan efectos inhibitorios para los microerganismos. Los mecanismos
que provocan un aumento de la degradacién debida a surfactantes y al mismo tiempo una
inhibicion microbiana, no son bien comprendidos todavia.

Algunas explicaciones han sido ideadas o sugeridas para explcar los efectos
inhibitorios del surfactante en los procesos biolégicos, e incluyen su toxicidad para los
organismos probados, la preferencia del surfactante como un sustrato para crecer, la
prevencion del ataque celutar en una fase organica liquida y el secuestro det soluto dentro de
las micelas (Mihelic er al., 1995).

1.7. TIPOS DE SURFACTANTES.

Los surfactantes son moléculas amfifiticas que consisten de un grupo hidrofllico
polar que actia como “‘cabeza”, y un grupo hidrofdbico no polar que actia como “cola”
(grupo terminal) (ver FIGURA 4). La palabra surfactante es una contraccion de “SURFace
ACTive AgeNT" y, como el término sugiere, el surfactante tiende a migrar y concentrarse
en la superficie e interfase y reduce los niveles de tension superficial e interfacial. Los
surfactantes pueden ser clasificados por su carga ionica asociada a su fraccin polar en: no-

idnicos. anidnicos, catibnicos y anfotéricos (Aboul-Kasim y Simoneit, 1993).
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FIGURA 4. Estructura quimrica de los surfactantes no-iénicos Tergitol NP-10 y Tritén X-
160.

Los estudios con surfactantes sintéticos generalmente utilizan surfactantes no-idnicos
debido a que se sabe que las bacterias gram negativas son mucho mas resistentes a éstos,
comparados con los surfactantes i6nicos. Esto es resultado de la carga neta exhibida por las
bacterias gram positivas y gram negativas (Mihelcic ef al., 1995). Ademds, los surfactantes

no-idnicos interactiian menos con el suelo (Augure et al., 1995).
1.8. CARACTERISTICAS DE .OS SURFACTANTES.

La caracteristica principal de los surfactantes es su capacidad para formar agregados
llamados micelas (ver FIGURA 5).

CABBLA PHOROP AMIA DOMK | T A DR ANOTH Ch
SURFAC™ ARTL

FIGURA S, Micela. El aceite forma la fase continua y el agua la fase dispersa.
distribuida en finisimas gotas rodeadas de aceite, de tal manera que la

mezcle permanece estable.
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Cuando se adicion al agua, una molécula de surfactante puede disolverse como un
monémero, adsorberse en una interfase con su extremo terminal hidrofobico lejos del agua,
o agregarse con otras moléculas de surfactante (Sundaram et al., 1994). La formacion de
estos agregados o micelss, ocurre cuando 2 Concentracién Micelar Critica (CMC) es
excedida. Las micelas tienen un arreglo de tipicamente 10 a 200 moléculas del surfactante
(Volkering et al., 1993), con didmetros de 2-4 nm (Bury y Miller, 1993) ¥ que estin
formadas por los grupos terminales hidrofobicos unidos entre si para crear una seudofase de
hidrocarburos termodinimicamente favorable, que posee un exterior hidrofilico. Por debajo
de la CMC, los surfactantes en solucion existen sdlo come moléculas individuales o
monémeros. Por encima de la CMC una concentracidn constante de monémeros se
mantiene en equilibrio con las micelas (West y Harwall, 1952). La formacion de micelas
permite el fraccionamiento de los hidrocarburos dentro de la seudofase hidrofobica del
centro de la micela, Este fendmeno puede aumentar grandemente Ia concentracion total de
un compuesto en solucién por encima de su limite de solubilidad y esto es referido como
solubilizacién. Las micelas actiian entonces como transportadores de los contaminantes
orgénicos, dentro de la fase acuosa (Allred y Brown, 1994). La naturaleza amfifatica de los
surfactantes también le otorga la propiedad de acumularse en la superficie del agua o en la
interfase (p.e. aguaaceite) lo que resulta en una reduccién de las tensiones superficial e
interfacial (West y Harwall, 1992). '

La CMC es comiinmente determinada por la interpretacién de un grifico de tension
superficial contra el logaritmo de la concentracién del surfactante. Con un incremento en la
concentracion de! surfactante, se logra una reduccién de la tensidn superficial mientras la
CMC es sobrepasada, después de lo cual, solo se observan cambios relativamente pequefios
en la tension superficial. La precision de los valores de la CMC puede estar limitada por
variaciones en la composicidn del surfactante (variaciones de longitud de los grupos
terminales HC); esto es, los isémeros de surfactantes mas hidrofobicos pueden formar
micelas a concentraciones muy por debajo que los otros componentes en la mezcla. Adems,
el valor de la CMC puede cambiar significativamente con cambios en la temperatura o con la
adicion de otros compuestos quimicos como electrolitos ¢ hidrocarburos (Mukerjee y
Mysels, 1971).
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Otra caracteristica comin de los surfactantes es su capacidad, bajo clertas
condiciones, de aumentar la formacidn de emulsiones (suspensiones de finas gotas de un
lfquido en otro) entre dos liquidos inmiscibles (West y Harwall, 1992). En algunos casos, un
surfactante puede causar una situacidn extrema en la tension superficial que resulta en una
emulsificacion espontamea (West y Harwall, 1992). Aunque los surfactantes actian

frecuentemente como emulsificantes, no todos los emulsificantes son surfactantes.

El efecto de un surfactante en la disponibilidad de compuestos organicos puede ser
explicado por tres mecardsmos: (i) dispersion de los HC liquidos en la fase no acuosa,
logrando un incremento en ¢l area de contacto, causada por una reduccion de la tension
interfacial entre la fase acuosa y la fase no acuosa; (if) incrementando a solubilidad, causado
por la presencia de micelas que pueden contener altas concentraciones de compuestos
organicos hidrofobicos; y (iii) “facilitando el transporte” del compuesto organico desde la
fase sdlida a la fase acuosa, lo cual puede ser causado por diversos fendmenos, tales como la
disminucién de la tensién superficial de los poros de agua en las particulas del suelo, la
interacciéon del surfactante con la interfase sélida y la interaccion del contaminante con las

micelas del surfactante (Watts y Dll[y, 1996) (ver FIGURA 6).
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FIGURA, 6. Esquema de los procesos que afectan a 1a biodisponibitidad en los suclos himedos
{Huesemann, 1994).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los fluidos de perforacion han sido formmlados con altas concentraciones de metales
pesados, dispersantes cromados, aceite diesel, asfalto, etc. Recientemente la composicion de
estos fluidos ha sido modificada debido principalmente 2 la creciente semsibilidad ambiental
por parte de la industria petrolera y de las autoridades gubernamentales, que utilizan
actualmente productos mas inocuos al ambiente; sin embargo, las zonas aledafias a los pozos
petroleros han sido ya gravemente impactadas, debido a la forma de disposicién de estos
desechos, ya que son vertidos directamente al suelo permaneciendo a la intemperie por
mucho tiempo.

Hoy en dia las actividades de perforacién en México se encuentran localizadas en su
mayoria en el sureste del Pais, siendo principalmente los yacimientos marinos de la sonda de
Campeche y sus extensiones en la franja continental -comprendiendo los Estados de Tabasco
y Chiapas- los de mayor auge.

Es pues, de gran importancia ¢l problema de la contaminacién en estos estados por
los desechos de perforacién, si consideramos que solamente en Tabasco existen cerca de
4,000 pozos, y que un pozo genera en promedio 1,000 toneladas de cortes de perforacién,
mistnas que contienen 15% de aceite; esto significa que 150 toneladas de aceite son
introducidas al ambiente por cada pozo, contaminando asf el suelo y mantos fredticos, que
en este Estado son vastos y superficiales. Cabe mencionar que esta contaminacién genera
ademas del dafio inmediato al ecosistema donde se vierten los fluidos, otros problemas de
importancia como son el arrastre det contaminante -por los mantos fredticos impactados- a
los cuerpos de agua superficiales y posteriormente al Golfo de México, provocando un
fuerte impacto en la produccién pesqucra (solamente el Golfo representa €1 30% de la
produccitn pesquera nacional) (Leon er al., 1993).

Es por ello que se hace indispensable la bisqueda de formas de liberar y degradar los
hidrocarburos en el suelo, aprovechando las propiedades fisicas y quimicas que posee un
surfactante, con la finalidad de provocar la solubilizacién del contaminante y de esta forma
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hacerlo disponible a los microorganismos, con el fin dltimo de acelerar el proceso de
biodegradacion de los desechos de perforacion. Esto promueve el desarrollo y aplicacion de
nuevas tecnologias en suelos con problemas de contaminacién que se encuentran dentro del
temitorio Nacional, v en especial en los Estados del sureste donde la actividad petrolera se
realiza en mayor escala; teenologias que demuestran ser la mejor solucion al problemz de la

contaminacién por hidrocarburos.
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3. HIPOTESIS.

Sers incrementado el porcentaje de degradacién de los hidrocarburos del petréleo
presentes en el suelo, al aplicar a éste, un surfactante o agente de superficie que libere al
conttaminante de la matriz del suclo, provocando su solubilizacién y susceptibilidad al ataque
microbiano. Esto podra permitir a su vez, el desarrolio de una posible metodologfa o tren de
tratamiento, que permita la recuperacion del suelo contaminado.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Mejorar el proceso de degradacién a nivel de matraz agitado, de los hidrocarburos del
petrdleo presentes en muestras de suelos contaminados con desechos de perforacion,

mediante la adicion de un surfactante o agente de superficie.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
% Caracterizar quimicamente los contaminantes presentes en las muestras de suelos
contaminados def Estado de Tabasco.

% Determinar el efecto del consorcio microbiano IMP y de la flora autoctona sobre la

degradacion de los hidrocarburos del petréleo presentes en el suelo contaminado.
% Scleccionar el surfactante o agente de superficie v la concentracién del mismo, que

mejoren el proceso de biodegradacion de los hidrocarburos del petréleo presentes en la

mucstra de suelo contaminado.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1, TOMA DE MUESTRA, TRATAMIENTO ¥ ALMACENAMIENTO.

Las muestras de suelo sujetas al proceso de biodegradacion, proceden de dreas
cercanas a los pozos petroleros det Estado de Tabasco.

Para este fin se consultd al personal del Instituto Mexicano del Petrdleo que labora
desde hace tiempo en estos lugares, ¥ el cual sugirié algunos de los lugares contaninados
con residuos generados por las actividades de Pemex Exploracién y Produccidn. Estos

residuos representan el principal problema de contaminacion en esta drea.

Se visitaron diferentes lugares contaminados en el drea de pozos petroleros de
Tabasco, seleccionindose varios sitios para realizar el muestreo correspondiente. Los
muestreos fueron realizados al azar, debido a la homogeneidad de cada lugar, y se construyé
una muestra compuesta con el suelo obtenido. Al mismo tiempo, se recolectaron muesiras
{en estos mismos sitios) de suelos que no presentaban problemas de contaminacidén por
hidrocarburos, con la finalidad de considerarlas como un suelo testigo en la determinacion

de las propiedades fisicas y quimicas dei suelo.

Debido a las politicas manejadas por Pemex, la informacién sobre la localizacidn
exacta de la zona de pozos petroleros muestreados no es del dominio piiblico, y por tanto no
puede ser incluida en este documento, pero puede ser solicitada en el caso de que se

requiriese.

Las muestras obtenidas fueron trasladadas al laboratorio de Biotecnologia del IMP,
donde se secaron a temperatura ambiente dentro de un 4rea cerrada y techada, durante un.
tiempo de 10 dias. Al finalizar este tiempo, el suelo seco se tamizé haciéndolo pasar a través
de una malla del No.10 (2 mumn de abertura) y posteriormente se colocd dentro de recipicntes

de vidrio para conservarse z una temperatura constante de 4 °C para su posterior andlisis.
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3.2. CARACTERIZACION DEL SUELO CONTAMINADO.

Se determinaron los siguientes pardmetros fisicos y quimicos del suelo comaminado

con desechos de perforacién y del suelo testigo:

PARAMETRO

METODO UTILIZADO

Textura (% de limos, arcillas v arenas)

Método del hidrémetro (Bouyoucus, 1962).

Capacidad de Intercambio Catidnico Total

Meétodo Volumétrico del Versenato
(Schollenberg y Simon, 1945)

pH Potencidmetro.
Densidad Aparente (g/cm’) Método Volumétrico (Beaver, 1936)
Densidad Real (g/icm’) Método del Picnémetro (Aguilera, 1980).

Nitrégeno Total (%)

Digestion icida Kejhdal.

Materia Orgdnica

Oxidacién con dcido crémico y 4cido sulfiirico
{Walkley y Black. 1934)

Carbonatos (meq/100 g)

Método volumeétrico (Magistad, 1945).

Bicarbonatos (meg/100 g)

Método velumétrico (Magistad, 1943).

Calcio (%) Método Volumétrico del Versenato
(Cheng y Bray, 1951)
Magnesio (%) Método Volumdtrico del Versenato

{Cheng y Bray, 1951)

Metales Pesados

Absorcién Atomica y Emisién de Plasma,

Estos analisis fireron realizados por el personal del Laboratorio de Remediacion del

Instituto Mexicano det Petrdleo.
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3.3, EXTRACCION Y CARACTERIZACION DE LOS CONTAMINANTES
PRESENTES EN EL SUELO.

Al suelo contaminado con los desechos de perforacién se le extrajeron los
contaminantes, utilizando para ello el método de extraccion soxhlet descrito en el método
EPA 3540 (18).

Una vez extraido, el contaminante se analizé para conocer la composicién de las
fraceiones del petrdleo presentes en éste, para lo cual se realizé el fraccionamiento de la
muestra ¢n una columna empacada con silica gel v arcilla, v eluida con p-Pentano v
posteriormente con una mezcla de tolueno-acetona 50-50 v/v, tal como lo describe el
método ASTM 4221 (6).

Ambas determinaciones fueron realizadas por el personal del Laboratorio de Analisis
Quimicos del Instituto Mexicano del Petroleo.

Adicionalmente, se realizé el andlisis del contenido de metales pesados presentes en
la muestra de suelo contaminado, por et personal y mediante el método IMP-QA-026 del
Laboratorio de Absorcién Atémica para el As, Hg y Se; y por el método IMP-QA-404 del
Laboratorio de Emisién de Plasma para los elementos Ba, Cd, Cr, Fe, Mg, Ma, Ni, Pb, V y
Zn. Ambos laboratorios pertenecen al mismo Instituto.

§.4. CINETICA DE DEGRADACION DE LOS HIDROCARBUROS PRESENTES EN
LA MUESTRA DE SUELO.

La determinacién de la cinética de biodegradacién se realizé a nivel de matraz
agitado. Se compararon los procesos de bioestimulacion y bioaumentacién a través de dos
series experimentales simultaneas, adicionando un medio de cultive propicio para el
crecimiento de la flora autéctona del suclo en una primera serie, y en la segunda adicionando
al sistema el consorcio microbiano IMP que se caracteriza por degradar hidrocarburos. Se

determind la concemtracidn residual del contaminante a diferentes tiempos, medida como
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Hidrocarburos Totales del Petroko (TPH’s) en ppm utilizando el método de
Espectrofotometria de Infrarrojo, ademas del pH del medio con un potenciometro, v el
crecimiento de los microorganismos como Unidades Formadoras de Colonias por mililitro
(UFC/mL) utilizando como medio de siembra e! Agar Cuenta Estandar.

Y Flora autdctora. La que contiene la muestra de suelo contaminado con desechos de
perforacién, obtenido de una profundidad aproximada de 20 cm. La obtencion de fa misma
se tealizd con un “kit” muestreador de suelo, obteniendo una cantidad aproximada de 1Kg
de suelo por muestreo. El suelo fue colocado en bolsas de polietileno, las cuales se cerraron

y transportaron en condiciones de refrigeracion a una temperatura aproximadz de 4 °C.

% Consorcio Microbiano IMP. El consorcio IMP se obtuvo a partir del proceso de
enriguecimiento de diversas cepas microbianas realizado en el Laboratorio de Biotecnologia
del Instituto Mexicano del Petrdleo. Este proceso fue disefiado con el fin de seleccionar y
obtener microorganismos capaces de degradar hidrocarburos y/o producir metabolitos con
actividad emuisificante. El proceso de enriquecimiento opera desde hace poco mis de un
afio, en un sistema continuo dentro de una columna empacada con tezontle y las cepas

aclimatadas sobre petrdleo erudo Maya como tnica fuente de cacbone,

% Medio de Cultivo. EY medio de cultivo empleado en los sistemas de matraz agitado fue
medio mineral Lebac, conformado de la siguiente manera: 7 g/l de (NH,),804; 5.0 g/L de
KH:POy; 2.0 g/L. de KHPO: 2.0 g/L de MgSOy; 0.005 g/IL de CaCl.2H,0; 0.0025 g/L de
FeCh.6H;0 y 0.5 g/L de Extracto de Levadura. Tode el medio mineral usado en las
cinéticas fue esterilizado a 120 °C'y 150 libras de presion durante un tiempo de 15 minutos.

% Condiciones de Crecimiento. Todos los cultivos se Hevaron al cabo en matraces
bafleados Erlenmeyer de 250 ml aproximadamente y por duplicado, a los cuales se les
adicionaron 50 ml de medio de cultivo Lebac esteril ¥ 5.0 g de la mwestra de suelo
comarninado. Estos se incubaron a temperaturatura y agitacién constantes de 28 °C y 150

r.p.m. respectivamente. Cada 7 dias se tomaron matraces por duplicado de cada una de las
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series para medir el crecimiemto microbiano, el pH del medic y ¢l comtenido de
hidrocarburos residuales,

% Determinacion de Hidrocarburos Residuales. Para ello se emple6 el método EPA 418.1
modificado por Cirrus (17), en el que se extrajeron los Hidrocarburos Totales del Petréleo
mediante la agitacibn mecénica de la muestra de suelo por un lapso de tiempo de 30
minutos, en presencia de silica gel, sulfato de sodio y tetracloruro de carbono. El extracto
obtenido se hizo pasar a través de papel filtro (Wattman No. 40) y se aforé a 100 mL. La
concentracidn de TPH’s presentes fue calculada a través del analisis espectrofotométrico de
infrarrojo realizado al extracto.

5.5. SELECCION DEL AGENTE DE SUPERFICIE

Se probaren cuvatro surfactantes quimicos, considerados como no-idnicos: Biotrix,
dos alquilfenoletoxilados: Tergitol NP-10 (nonilfeniletoxilado, CoPEyos), Tritén X-100
(octilfencletoxilado, CsPEss), ¥ un sorbitoetoxilado: Tween 80 (monooleato sorbico).
Todos ellos fueron adquiridos a través del proveedor que los comercializa {Sigma Chemical
Co., St. Louis). '

La eleccion del mejor surfactante se realizd en funcién de los resultados
experimentales de cuatro propiedades: Concentracidén Micelar Critica (CMC), Actividad
Emulsificante, Lavado del Suelo y Toxicidad para los microorganismos.

% Concentracion Micelar Critica. Para la evaluacién de esta propiedad se prepararon
diluciones desde 10™ hasta 107"° (p/v) con cada uno de los surfactantes, a las cuales se les
midié la tensién superficial utilizando para ello un tensiémetro Du Nouy de anillo (CSC
Scientific Company, Inc). Dicha medicion fue realizada por el Laboratorio de Quimica
Analitica del Instituto Mexicano del Petrleo. Con estos valotes, se construyd un grafico de
concentracion del agente de superficie contra tensién superficial, y se extrapotd el valor de la

CMC al hacerse intersectar las pendientes de cada curva,
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& Actividad Emulsificante. De cada una de las diluciones preparadas con cada surfactante,
se tomaron 4 ml y se adicionaron a 6 ml de queroseno dentro de un tubo de ensaye. Este se
agitd por dos minutos en un “Vortex” y se dej6 reposar durante 24 hrs. Posteriormente, se
midi4 la columna de emulsién formada dentro del tubo para cada una de las diluciones del
agente de superficie. Con estos datos se construye un grifico de concentracién contra

patcentaje de emulsificacién.

& Lavado de suelo. Se prepararon soluciones de 0.5% (p/v) de cada uno de los agentes de
superficie. Se tomaron 100 mi de esta solucion y se adicionaron a 5 g del suelo
contaminado. Se agité durante 24 hrs y posteriormente se decant6 el liquido. Nuevamente se
enjuago el suelo con la solucion del agente de superficie, y después de decantar nuevamente,
se emjuapgd con agua destilada. La muestra de suelo se filted v dejé secar a temperatura
ambiente, para posteriormente extraer los TPH’s. La cantidad de hidrocarburos residuales se

determind en forma gravimétrica.

% Toxicidad para los microorganismos del suelo. La toxicidad para los microorganismos
del suelo se comprobd al hacerlos crecer en el medio de cultivo Lebac, al que se le adicioné
el surfactante en una concentracién del 1% (p/v). A dicho medio se le adiciond el suelo
contaminado en una concentracion del 5% (p/v), y simultdneamente se probd también con el
consorcio microbiano IMP {10% p/v). Ambas series se incubaron a temperatura y agitacion
constantes, y cada 7 dias fue evaluado el crecimiento por medio de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC/mL) para los microorganismos del suelo y por medio de Densidad Optica
(660 nm) para el consorcio IMP.

5.6. CINETICA DE BIODEGRADACION DEL CONTAMINANTE EN PRESENCIA
DEL SURFACTANTE,

La cinética de biodegradacién en presencia del agente de superficie también se
realizd a nivel de matraz agitado. Se ensayaron cuatro concentraciones diferentes del
surfactante Tergitol NP-10 ya seleccionado de las pruebas anteriores. ademas de un testigo

envenenado con azida de sodio y un testigo sin surfactante, para determinar la concentracion
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de éste que mejore el proceso de desorcidn del contaminante en el suelo. El sistema
empleado para realizar la biodegradacion involucra el proceso de bioestimulacion ya antes
ensayado.

% Medic de Cultive. El medio de cultive empleado fue medio mineral Lebac
previamerte gsterilizado a 120 °C y 150 libras de presion.

% Agente de superficie. El agente de superficie utilizado fue el Tergitol NP-10, en
concentraciones de: 0.1, 025, 0.5, 0.75 y 1.0% pfv. Ademds s¢ incluiyé un testigo
envenenado con azida de sodio y un testigo sin surfactante. Estas concentraciones fueron
ensayadas por duplicado.

& Condiciones de Cuitive. El experimento fue realizado en matraces Erlenmeyer bafleados
de 250 mL con 20 mL de medio Lebac, a los que se les adicioné el suelo contaminado y el
agente de supetficie en cada una de las concentraciones antes mencionadas. Cada una de las
series se incubd a una temperatura (28 °C) y agitacién (150 r.p.m.) constantes durante 30
dias. Cada 5 dias se tomd un par de matraces de cada una de las series para realizar los
andlisis correspondientes.

% Andlisis. Los andlisis que se practicaron a las muestras fueron los siguientes: pH del
medio, crecimiento medide por Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) e
Hidrocarburos residuales por Hidrocarburos Totales del Petrdleo (TPH's ¢n ppm).

5.7. ANALISIS ESTADISTICO.

Andlisis de varianza.

A los valores de degradacién de TPH's obtenidos se les realizé un anilisis de
varianza, empleando para ello el paquete de computo STATA; éste anilisis permite
determinar si existe diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos, al
calcular et grado de variacion que presentan los valores de cada tratamiento entre si y con
respecto a la distribucién del conjunto de datos. Se aplicé también la prueba de Bonferroni
para realizar comparaciones miltiples entre los datos en un nivel de confianza del 0.05.
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Prueba de Bonferroni.

Este es una prueba de comparacién miiltiple o procedimiento posterior, ef cual es
muy utilizado por su facilidad de aplicacién, ya que solo requiere el uso de disiribuciones £
Este procedimiento pretende coritrolar la posibilidad de error global para el experimento,
reduciendo el nivel de significancia de F. La prueba de Bonferroni se puede usar también en
prucbas de hipotesis sobre diferencias entre pares de medias poblacionales o para construir
intervalos de confianza para las diferencias entre medias poblacionales.
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6. RESULTADOS y ANALISIS DE RESULTADOS.

Para poder considerar el uso de técnicas de biorremediacion como un posible método

de tratamiento de éste suelo, es necesario conocer antes las propiedades fisicas y quimicas

del suelo contaminado (Tabla 1), asi como la concentracion de metales pesados presentes ¢n

el mismo (Tabla 2) y la composicién quimica de} contaminante (Tabla 3).

TABLA 1. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DEL SUELQ.

PARAMEIRO SUELO SUELC TESTIGO
CONTAMINADOQ

Textura Arena migajosa Arena

e % Limos 14 4

*» % Arenas 82 96

» % Arcillas 4 0

Capacidad de Intercambio Bajo Bajo

Caiidnico Total 13.36 7.2

| pH 7.35 7.3

Densidad Aparente [g/fem?) 1.4646 1.33%

Densidad Real (g/cm?3} 1.5039 2.4918

Nitrdgeno Total (%) 0.083 0.054

Materia Crganica Pobre.
0 0.3243

Determinacién de:

+ Carbonatos meq/100 g 0 0

» Bicarbonaios meg/t00g 05 Q5

» Calcio % 28 2.4
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TABLA 2. METALES PESAPOS PRESENTES EN EL SUELO CONTAMINADO.

Elemento Concentracién Normatividad
pPpm {ppm)e
Bario 244,55 10,000
Cadmio 0.01 100
Cromo 45.25 2.500
Fierro 12,106.5 N.E.b
Magnesio 3.95%.5 N.E.
Manganeso 239 N. E.
Niguel 31.4 2,000
Plomo 0.5 1,000
Vanadio 6.8 240
Iinc 392 2,500
Arsénico 16.55 500
Mercurio 0.83 20
Selenio 0.05 -N.E.

¢ Barklays California Code of Regulations 22 - 66261.24

b N, £. No especificado.

TABLA 3. COMPOSICION QUIMICA DEL CONTAMINANTE PRESENTE EN EL

SUELO.

Componente Porcentaje
. Saturados 37.40
Aromdalicos 12.80
Poiares 30.14
Insolubles en Pentano 19.64

Hidrocarburos Totcles del 140,000 ppm.
Petrgieo {TPH's)

El analisis de las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo (Tablz 1) en el cual se
encuentran adsorbidos los hidrocarburos. muestra que S¢ trata de un suelo con una alta
proporcidn de arenas y limos, lo que le confiere una textura de arena migajonosa. Si se
observa la textura del suelo testigo (tomado de un sitio no contaminado préximo al pozo
Bellota 401) se notard que en reafidad el suelo contaminado posee una textura francamente

arenosa. y [a alta concentracion de hidrocarburos que este posee (140,000 ppm) le confierc
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las propiedades de agregacién que corresponden a los limos y arcillas que el anilisis revela.
En general, el suelo (ambos) posee un-pH neutro favorable al desarrollo de los
microorganismos, ¥ dado que es un suelo arenoso, es de esperarse que posea un bajo o nulo
contenido de materia organica, aungue la ausencia de ésta en el suelo contaminado pudo
también ser debida a un error de método, al imterferir los hidrocarburos con esta
determinacién. La textura arenosa es también favorable para el proceso de biorremediacion,
ya que le confiere al suelo un buen drenaje v al mismo tiempo asegura una buena aireacion,
sin embargo, tiene poca capacidad de retener agua (ya que existe la posibilidad de wna
mayor migracién a mayores profundidades), la cual juega un papel determinante en la
degradaciéon por microorganismos.

Las concentraciones de metales pesados dentro de la muestra de suelo fue uno de fos
factores criticos para decidir si el proceso de biorremediacion era adecuado, debido a que la
presencia de éstos puede provocar un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de la microflora
(Babich y Stotsky, 1985). Por ejemplo, una gran concentracién de jones de Fe puede causar
fa formacién de radicales libres, los que junto con los radicales superéxido ¢ hidroxilo
{mediante 1a reaccién de Fenton) (Watts y Dilly, 1996) acttian sobre las células provocando
su muerte, Es importante corocer su concentracion, ya que en la composicién de los
desechos de perforacion se incluyen los fluidos de perforacion, los que poseen una gran
cantidad de metales pesados como componentes. El andlisis de fa concentracidn de éstos
(Tabla 2), y su comparacién con los valores permitidos en el suelo que maneja el Cédigo de
Regulacién de Barkley, Ca., U.S.A., indica que aunque s¢ encuentran concentraciones altas
para algunos de los metales pesados presentes como el Fierro (12,106.5 ppm
respectivamente) ninguna de ellas se encuentra por encima de los valores establecidos por la
norma. Aunque ésta circunstancia no permite asegurar que no se tendran efectos nocivos o
inhibitorios sobre la microflora del suelo, el hecho de que se encuentren algunas poblaciones
de éstos en el suelo sugiere la posibilidad de que lo anterior no sucede u ocurre en menor
medida. También debe hacerse notar que el Fierro es un nutrimento traza y que su presencia

es muy comun en el suelo.
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El andlisis de las fracciones constituyentes del petréleo presentes en los desechos de
perforacién (Tabla 3), muestra el porcentaje de cada una de éstas en los desechos, y permitid
suponer que el 37.40%, cormespondiente a los compuestos saturados (n-alcanos, alcanos
ramificados y cicloalcanos) podria ser totalmente degradado, ya que ésta fraceidn es la mas
facilmente atacable por los microorganismos degradadores; ¥ que a su vez, también podria
ser degradado el 12.8% correspondiente a la fracci6n aromética, debida a su relativa
simplicidad. Las fracciones polares e insolubles en pentano (asfaltenos), son dificilmente
atacadas, por lo que no se esperd que fueran degradadas. Se sugiere caracterizar los

hidrocarburos residuales después de la degradacién con €l fin de corroborar esta hipdtesis.

Una vez que se¢ comprobd que las condiciones permitian llevar a cabo un proceso de
biorremediacion, se probaron los efectos de bioestimulacion de la flora autdctona mediante
el suministro de nutrientes (Grafico 1), y de bioaumentacidn de la flora autoctona, mediante

la adicidén del consorcio microbiano IMP (Gréfico 2).

GRAFICO 1. Degradacién de los Hidrocarburos presentes
en el suelo, mediante el proceso de bioestimulacion de la
Flora aut6ctona,
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GRAFICO 2. Degradacién de los Hidrocarburos presentes
en et suelo, mediante el proceso de bicaumentacién (flora
autéctona-consorcio IMP).
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Los graficos de degradacion de los Hidrocarburos Totales del Petrbleo (TPH’s)
obtenidos a partir de las anteriores cinéticas de degradacion, muestran un comportamiefito
muy similar entre si, ya que en ambos, se observa una curva tipica de crecimiento de los
microorganismos {mostrando una fase de crecimiento exponencial, una fase estacionaria y
una fase de muerte) que corresponde con la curva de disminucion de los TPH's presentes en
el suelo. Como se puede observar en el grafico de comparacion de ambas cinéticas (Grafico
3), la tendencia de disminucién es similar en ambos sistemas, sin embargo, existe una
diferencia para €] tiempo de 6 dias. ya que la disminucién lograda por bioaumentacion es
visiblerente mayor que la correspondiente por bioestimulacidn. No obstante, dicha
diferencia no es continua durante los siguientes tiempos, y ambos sistemas alcanzan
précticamente el mismo porcentaje de degradacidn al cabo de 27 dias (30% para la flora
autdctona y 27% para el consorcio IMP-flora autéctona).
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GRAFICO 3. Comparacién de los procesos de
Bicestimulacion y Bioaumentacion sobre la
degradacion de TPH's.
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Estos resultados permiten afirmar que el proceso de bicestimulacion es suficiente
para lograr la degradacion del contaminante, ¥ que por tanto no es necesario adicionar
nuevos microorganismos al suelo, lo que resulta benéfico si se considera que ia adicidn de
éstos posee desventajas debido a que los microorganismos del consorcio IMP pueden ser
potencialmente daffinos al ambiente por ser aléctonos. Este riesgo se minimiza o anula al
utilizar la flora autéctona, la que se encuentra ya adaptada a las condiciones existentes, y
que por tanto, realiza su metabolismo con mayor eficiencia.

Debido a lo anterior. las posteriores cinéticas de degradacion fueron levadas a cabo

considerando al proceso de bioestimulacion de fa flora autéctona como la mejor condicién.

La parte central de este trabajo fue la eleccién y aplicactdn de un agente de
superficie. debido 2 que cuando los hidrocarburos entran en contacto con la matriz de suelo,
déstos quedan retenidos o adsorbidos. lo que provoca una reduccién de la disponibilidad del

hidrocarburo para su ataque microbiano,

La eleccion del agente de superficie que posee las mejores propiedades. se realizo con base
en los valores obtenidos de cuatro pruebas. La primera de ellas consistié en determinar la
actividad emulsificante de cada uno. lo cual se realizé para comparar y elegir el surfactante

que lograra formar la mayor emulsion a la menor concentracion (Grifico 4).
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GRAFICQ 4. Variacion de la Actividad Emulsificante para cada uno
de los Surfactantes ensayados.
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Al observar las curvas anteriores correspondientes al porcentaje de emulsificacién del
queroseno, obtenidas para diferentes diluciones ensayadas con cada surfactante, se tiene que
el Tergitol NP-10 y el Tritén X-100 presentan una actividad emulsificante alta a diluciones
mayores, es decir, a una concentracién menor del surfactante. Para una dilucion de 107, el
Biotrix y el Tween 80 presentaron un valor de cero, mientras que el Triton X-100 y el
Tergitol NP-10 presentan valores del 10 y 15% respectivamente. Esto resulta importante, si
s¢ considera desde el punto de vista ecolégico y econdmico, ya que significa la menor
cantidad de surfactante a emplear, que ain posea la capacidad de emulsificar al

contaminante,

La segunda prueba corresponde al lavado del suelo, y en ésta s¢ evalué la capacidad
de cada surfactante de solubilizar y liberar la mayor cantidad posible de hidrocarburos
provocando con ¢llo su biodisponibilidad al ataque microbiano. Esta capacidad se reporta
como el porcentaje de hidrocarburos removido del suelo (Tabla 4), los cuales son mayores
para el Tergitol N-10 y Tritén X-100 que para los restantes. Dicha prueba se realizé con una
concentracién de 0.5% de surfactanie {ya que una concentracién mayor de éste podria lavar
completamente los hidrocarburos de la muestra de suelo, obteniéndose valores muy similares

para todos los surfactantes).
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TABLA 4. RESULTADOS DEL PROCESO DE LAVADO DE SUELO DEL
CONTAMINANTE PRESENTE EN EL SUELO.

Agente de Superficie HIP's Removidos {%).
Biotrix 4324
TritGn X-100 47.33
Tergitel NP-10 53.60
Tween 80 37.05

La tercera prueba consistid en el cleulo de la Concentracidn Micelar Critica (CMC)
de cada surfactante, para lo cual se prepararon diluciones de cada uno de ellos, v se
determiné fa tension superficial de cada dilucidn. Con estos datos, se construyeron los
Graficos 5 al 8 de los cuales se obtiene el valor de la CMC (Tabla 5) al extrapolar la
interseccidon de las curvas de diferente pendiente sobre el eje de las abscisas, v

posteriotmente calcular ef valor del Aptilog para el valor correspondiente.

GRAFICO 5. Curva para ef calculo
de la CMC del Tergitol NP-10
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GRAFICO 6. Curva para ¢! calculo
de la CMC del Tween 80
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Tensién suparficlal
{Dinas/cm)

GRAFICO 7. Curva para el cileulo de
la CMIC del Teitdn X-190

© o ©°

P

3

o B8 8 8

D L0 DD

,

P AS B o Y ot o

)

T L WD
0

Log {Concontracin (% piv]}

TABLA 5, CONCENTRACION MICELAR CRITICA (CMC) DE CADA UNO DE

Tenslon auperficlal
{Dinasicm}

GRAFICO 8. Curva para el célculo de

la CMC del Biotrix.
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LOS SURFACTANTES ENSAYADOS.

Agente de Concentracion Concentracién
Superficie Micelar Critica Micelar Critica
caicuiada reportada.
M) L))
Biotrix 1.818x 103
Tritén %-100 20x%10-2 314 x 104"
20x% 104
Tergitol NP-10 3.13x10-2 37%x102
Tween 80 19%x103 1010+ »

* Aronstein, 1991,

** Liu, 1991,
= Laha, 1992,
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Los valores obtenidos de la CMC (Tabla 5) corresponden a la concentracién minima
del surfactante que forma micelas, las que atrapan al hidrocarburo dentro de la region
hidrofdbica, liberandolo de la matriz del suelo y haciéndolo disponible para el
microorganismo. Todos los valores obtenidos, se reportaron en concentraciones Molares
(M); ¥ todas ellas se encuentran por arriba de las concentraciones reportadas en la literatura
para algunos de ellos. No obstante esta discrepancia entre los datos obtenidos y los
reportados, para fines practicos éstas concentraciones son demasiado pequefias para ser
aplicadas al suelo, y partiendo del hecho de que por arriba det valor de la CMC se libera una
mayor cantidad del contaminante, los valores obtenidos permiten tener un valor minime de
referencia de las concentraciones a emplear (por encima de la CMC) en las cinéticas de

degradacion en presencia del agente de superficie.

La Gltima prucba consistié en determinar la toxicidad de cada surfactante para la
microflora del suelo, al hacer crecer éstos en una solucién del surfactamte con una
concentracion del 1% (v/v). Ninguno de los surfactantes presentd un efecto inhibitorio o
toxico sobre la microfiora del suelo o sobre el Consorcio microbiano IMP, ya que ambos
presentaron curvas normales de crecimiento. Los resultados de esta prueba y 'de las pruebas

anteriores son mostrados en la Tabla 6

TABLA 6. CUADRO COMPARATIVO DE LAS PRUEBAS DE SELECCION DEL

SURFACTANTE.
Agenie de Lavado de Suelo Actividad Toxicidad
Superficie % HTP's Emvuilsificante (%)
removidos

Bioirix 43.24 0] NULA
Tritén X-100 47.33 1015 NULA
Tergitol NP-10 53.40 14.83 NULA
Tween 80 37.05 0.7 NULA

Este resumen de los resultados de las pruebas de seleccion del surfactante permitio

conchiir que aunque el Tritén X-100 y el Tergitol NP-10 presentaron caracteristicas y

valores muy semejantes (debide a la misma naturaleza quimica de ambos). éste tltimo logrd
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tener un mejor efecto solubilizante de los hidrocarburos en el suelo, por 1o que se considerd

empleario en las posteriores cinéticas de degradacion.

Estas cinéticas se realizaron probando diferentes concentraciones del surfactante
(Graficos 11 al 15); asi como también un testigo sin surfactante (Gréfico 10) para
comprobar el efecto de la adicion de éste, y un testigo sin microorganismos (envenenado
con azida de sodic) mostrado en el Grafico 9,

La disminucién de TPH’s para todas las concentraciones ensayadas, son comparadas
en el Grafico 16.

GRAFICQ 9. Curva de crecimiento de los
microorganismos vs. disminucién de TPH's para
¢l envenenado.
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GRAFICO 10. Curva de crecimiento de los
microorganismos vs. disminucion de TPH's para
el testigo sin Tergitol NP-10.
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GRAFICO 11. Curva de crecimiento de fos
microorganismos vs. disminucién de TPH's para

0.1% de surfactante.
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GRAFICO 12. Curva de crecimiento de los
microorganismos vs. disminucion de TPH's para
0.25% de surtactante.
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GRAFICO 13. Curva de crecimiento de los
microorganrismos vs. disminucién de TPH's para
0.5% de surfactante.
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GRAFICO 14, Curva de crecimiento de los
microorganismos vs. disminucion de TPH's para

180 0.75% de Yergitol NP-10. 700
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GRAFICO 15. Curva de crecimiento de los
microorganismos vs. disminucion de TPH's para

180 1.0% de Tergitol NP-10.
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GRAFICO 16. Comparacién de las curvas de
disminucién de TPH's para las diferentes
concentraciones de Tergitol NP-10
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Al igual que para las cinéticas ya antes realizadas, las curvas de degradacién en
presencia del agente de superficie mostraron comportamientos similares, excepto para
aquella que corresponde al testigo envenenado con azida de sodio (Grafico 9), en la cual se
observd que la concentracion de TPH’s permanece practicamente constante después de 40
dias de cinética, y que la poblacién microbiana se abatié significativamente hasta el valor de
cero. También sc encontré que el pH permanece siempre sin variacién, siendo de 6.5 en
promedio. Este comportamiento permitié definir con precisién el porcentaje de degradacién
originado por medios fisicos o quimicos, que es tan solo del 4%. De lo anteriot se concluyd
que toda la degradacidn que se presenté de las cinéticas, es originado por la flora microbiana

presente en ¢l suelo,

Como ya antes se menciond, el comportamiento de las cinéticas para las
concentraciones de 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0% al igual que para ¢l testigo sin surfactante,
{le muy similar (Graficos 10 al 15), tanto en las curvas de degradacion como en las curvas
de crecimiento de los microorganismos presentes. asi como Ia correlacién entre ambas. En
cada una de ellas se observan dos curvas de degradacién de TPH's, debido a que se
graficaron los valores obtenidos con su duplicado, y en el caso del Grifico 11, por
triplicada). El pH permanecid constante en todas ellas, con el valor promedic ya antes
mencionado de 6.5. En el Grafico 16. se puede distinguir claramente la diferencia que existe

entre las curvas obtenidas para la concentracion de 0.1% de surfactante y del testigo
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envenenado con respecto a las restantes, sin embargo, éstas Gltimas presentan curvas
superpuestas que no permiten aclarar si existe diferencia entre las distintas concentraciones
de surfactante.

Para tratar de dilucidar lo anterior, se calcularon los porcentajes de degradacién obtenidos
después de 15 dias (Grafico 17), pero en éste se observa nuevamente que no existe
diferencia entre las concentraciones de 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0%. Debido a ello, es que se
decidid realizar un analisis de varianza y de comparacién miltiple (Prueba de Bonferroni)
considerando a cada vno de los valores de TPH’s (inchayendo duplicados v triplicados)
obtenidos en cada tiempo de las cinéticas ensayadas para cada una de las concentraciones
(APENDICE 1).

GRAFICO 17. Porcentajes de degradacion de los
hidrocarburos presentes en ol suelo para el tiempo
45 dias
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FIGURA 7. DIAGRAMA DE CAJAS PARA LAS DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE TERGITOL NP-10,

: tph
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Anilisis de varianza para las diferentes concentraciones del surfactante.

Fuente S8 df MS F Prob>F

Entre grupos 7.4584c+10 9 8.2871e+09 24.88 0.0000
Dentro de grupos 2.8983e+10 87 333134241
Total 1.0357e+11 96 1.0788¢+09

Prueba de Bartlett para igualdad de varianza: chi2(9) = 31.6246 Prob>chi2 = (.0000
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FIGURA 8. DIAGRAMA DE CAJAS PARA LOS DIFERENTES TIEMPOS DE
DURACION DE LAS CINETICAS DE DEGRADACION,
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Analisis de varianza para los diferentes tiempos de degradacion.
Fuente §8 dr MS F Prob>F
Entre grupos 5.0133e+10 9 5.5703c+09 9.07 0.0000
Dentro de grupos | 5.3433¢+10 87 614174083
Total 1.0357e+11 9% 1.0788e-+H)9
Prueba de Bartlett para igualdad de varianza: chi2(9)= 71.9153 Prob>chi2 = 0.001
Fucnte S8 parcial df MS F Prob>F
Modelo 9.2372e+10 18 5.1318e+09 35.76 0.0000
Concentracién 4.2239¢+10 9 4.6932e+09 32.70 0.0000
Dia 1.7788e+10 9 1.9765¢H09 13.77 0.0000
Residual 1.1194e+10 78 143516641
‘Total 1.0357e+I11 96 1.0788¢+09
Nimero de obs = 97 R-cusdrads = 0.8919 MSE fija = 119798 R-

cusdrads sjustads = 0.8670
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El analisis de varianza realizado para los diferentes tratamientos se muestra como un
diagrama de cajas (Figura 7), en el cual se tiene que el tratamiento 1 (envenenado) es
significativamente diferente de todos los demas iratamientos, ¥y que a su vez, los
tratamientos 2, 3 y 4 (testigo, 0.1 y 0.25% respectivamente) son similares entre si y
significativamente diferentes del resto. No existe diferencia significativa entre los
tratamientos 0.5, 0.75 v 1.0% (tratamientos restantes). Lo anterior es importante porque
permite concluir que estadisticamente ¢l tratamiento 6 (correspondiente a una concentracién
del 0.5%) es el mejor, ya que permite una mayor disminucion de hidrocarburos a la menor
concentracion de surfactante utilizado. Estos resultados poseen una Prob>chi2 menor de
0.05, lo que significa que se tiene un intervalo de confianza mayor del 95%. El andlisis de
comparacién muiltiple permitié construir un diagrama de bloques para los tiempos de
duracién de las cinéticas (Figura 8), el cual revelé que todos los tiempos son
estadisticamente diferentes del tiempo cero, y que de los 10 dias en adelante, no hay difencia
entre éstos, lo que significa que durante los primeros 10 de duracion de Ia cinética, ocurre en
mayor medida el fendmeno de degradacién, durante el cual, se degradan todos los
componentes quimicos facilmente metabolizables por los microorganismos, ¥ que después
de este tiempo, las fracciones restantes con estructuras quimicas complejas, permanecen en
el sistema. Asimismo, las cajas en este diagrama se ordenan (desde ¢! dia cero hasta el dia
20) para simular el comportamiento de una curva tipica de degradacién, disminuyendo
marcadamente durante los primeros 6 dias y volviéndose asintdtica despies de los 10 dias.
Se excluyen las cajas que representan los 30 y 40 dias, debido a que corresponden al testigo
envenenado, en el cual pricticamente no ha habido ninguna degradacién. Los resultados de
la prueba estadistica de Bonferroni son mostrados en los APENDICES 2y 3.

Estos resultados permiten generar varias hipotesis: a) A concentraciones mayores del
0.5%, aunque se incremente la cantidad de hidrocarburos en forma soluble, éstos no se
encuentran disponibles para los microorganismos, debido quiz4 a la gran cantidad de micelas
formadas {debido a que las concentraciones son varias veces mayores que la CMC) las
cuales “secuestran” a las moléculas de hidrocarburos dentro de si mismas. Esto hace que los
microorganismos no puedan atacarlas y por tanto degradarlas. by Pueds suceder también que

al exceder la concentracion de 0.5%, las mismas moléculas del surfactante puedan competir
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con las moléculas del hidrocarburo como fiente de carbono disponible para el metabolismo
microbiano, reduciendo la utilizacion del hidrocarburo y por tanto su degradacién, aunque
Sundaram ef al. (1994) afirmen que las moléculas de surfactante no actuaron como faente
de carbono alterna en un experimento de degradacién de queroseno. Después de los 10 dias
de degradacién, ya no existe una disminucién significativamente importante, y quizi esto se
deba a que el surfactante después de 10 dias fue totalmente utilizade como fuente de
carbono por los microorganismos, lo que ocasionaria que ya no puede ser solubilizada y
atacada una mayor cantidad de hidrocarburos, y esto se refleje en una disminucién de la
degradacién de los mismos.

Estos resultados poseen gran relevancia ya que confirman que la flora autéctona del
suelo es suficiente para lograr una disminucién de los hidrocarburos del petréleo presentes
en un suelo contaminado, y que ¢l uso de un agente de superficie promueve y aumenta la
biodegradacion de éstos, ambos factores de gran relevancia si se considera la aplicacion de
un, sistema de bioremediacion en los suelos del Estado de Tabasco, que poseen grandes

problemas de contaminacién por hidrocarburos.



7. CONCLUSIONES.

» La flora autéctona de los suelos contaminados provenientes del pozo Bellota 401
es suficiente para lograr la adecuada degradacion de los hidrocarburos el

petrdlec presentes en los desechos de perforacion.

» El agente de superficie o surfactante no-idnico Tergitol NP-10, es el que posee las
mejores caracteristicas al tener un mayor porcentaje de emuisificacion y una mejor

solubitizacion (lavado del suelo) de los hidrocarburos presentes en el suelo.

¥ El Tergitol NP-10 ¢n una concentracion del 1.0% no presenté ningin efecto

téxico ¢ inhibitorio sobre el crecimiento de la flora autdctona del suelo.

» La totalidad de la disminucién de los hidrocarburos en el suelo. es debida a la

actividad degradadora de la flora autdctona del mismo.

¥ La adicién de un agente de superficie o surfactante incrementa la biodegradacién
de los hidrocarburos del petréleo presentes en los desechos de perforacién de
pozos petroleros de un 47.4% (del testigo sin surfactante) hasta un 68.48% (con
1.0% de surfactante), enr un tiempo de 10 dias.

> El andlisis estadistico muestra que una concentracién del 0.5% de Tergitol NP-10

incrementa significativamente la disminucioén de los hidrocarburos en el suelo., con
un intervalo de confianza mayor del 95%.
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8. SUGERENCIAS.

Se propone para trabajos posteriores que se compruebe si en realidad existe una
utilizacién importante del surfactante como fuente de carbono, que compita con la
utilizacién de los hidrocarburos en la depradacion. También es importante conocer las
fracciones y componentes del petrdleo presentes antes y despies del proceso de
degradacién, para comprobar y detectar las fracciones utilizadas y aquellas que ya no puedan
serlo, por los microorganismos del suelo. Deben analizarse también los efectos de la adicién
del Tergitol NP-10 a diferentes tiempos durante una cinética de degradacion.

Se propone también una medificacion en la composicion del medio de cultivo, ya que
en éste se utiliza sulfato de amonio como nutrimento, y podria utilizarse en su lugar un
Compuesto que posea en su composicidn a los nitratos, que son una forma quimica que le
confiere menos condiciones reductoras al medio y por tanto favorece de alguna manera la
oxigenacién del suelo, ademds de ser facilmente asimilable por los microorganismos del
suelo. Dicha modificacion podria favorecer el proceso de biodegradacién.
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10.1 APENDICE 1.

10. APENDICE,

Tabla de valores de TPH’s para las cinéticas de degradacion en presencia del Tergitol NP-10.

Los valores se reportan en ppm.
TIEMPO (dias),
6 .3 |.6 ORI Ty - == L \ X
Envenenado | 216, 885 ' 19543 | 180,009 | 153,150 | 160,149
184,339 153,237 182,852 | 171,872 | 222,001
Testige | 153,281 | 122,360 | 79,440 | 113,508 | 78,258 | 91,555 | 76,150 | 84256
137,140 | 121,187 | 78915 | 109551 | 84,164 | 92279 | 66,710 | 83290
145,488 | 124,335 | 113,749 | 104,484 92,424 | 95250
116,017 43,799
120,987 83,908
0.1% | 140,615 | 134,420 | 123,097 | 110,661 102,215 | 103,799
147,322 | 121205 | 123,979 | 106,414 105,839 | 91,617
124,383 | 122,725 | 94,350 103,426 | 105,319
025 % | 142,563 90,289 90,289 83248 | 58,968
89,458 89,458 55,687 | 73,491
05% | 151,137 | 117,048 | 69,510 | 97,107 | 83,683 | 67,234 | 55,468 | 51.706
153,209 | 116807 | 60,047 | 87,643 { 54,724 | 67,089 | 54,506
154,512 | 123,032 | 111,915 | 128,418 76,499 | 105,645
118,382 65,408
095% | 162511 T2A] 70,385 53337 | 53.762
61,067 94,838 65,573 | 44,838
10% | 1625642 78,653 32887 SS86Z | 41,601 | 68,898 | 54.199
156,474 57,830 57,218 46632 | 69,379 | 75,100 | 59,799
183,333 70,079 87,620
81,671 58,574




Apindices

10.2. APENDICE 2.

Prucba de comparacién multiple de Bonferroni para diferentes concentraciones de surfactante,

Row Mean-|
Col Mean |

el Mean

~96169.4
0.00¢%

-65264.9
0.000

-62686.8
¢.000

-100580
0.000

-115438
G.0C0

-70813
¢.000

~112298
0.000

-115%308
0.00¢

~107322
0.600

-41484.9
0.000

-48494.8 |

0.000

-36508.9
0.001

2 3
30904 .4
0.015
33482.06 2578.19
0.005 1.000
-4410.14 -35314.6
1.000 ¢G.001
-19268.4 -50172.8
1.000 0.000
25356.4 -5548.03
0.143 1.000
-16128.5 -47032.9
1.060 0.600
-23138.4 -54042.8
0.734 0.000
-11152.5 -42056.9
1.000 0.000
3 2
-7005.88
1.000

4976 11985.9
1.400 1.000

-37892.8
0.000

-52751
0.¢00

-8126.22
1.000

-49611.1
0.000

-56621
0.000

-44635.1
0.000

-14858.3
1.000

29766.5
0.01¢e

~11718.4
1.000

-18728.3
1.00Q

-6742.38
1.000

44624.8
0.000

3139.91
1.600

-3669.96
1.000Q

8115.91
1.000
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10.3 APENDICE 3.

Prueba de comparacién miltiple de Bonferroni para diferentes tiempos de degradacién.

Row Mean-|
Col Mean !

Row Mean-|
Col Mean |

-25001.8
1.060

~52630.9
0.001

-40578.1
0.115

-70743.1
¢.0o00

-57651.7
0.001

-72861.1
0.000

-82060.5
0.000

-29123.8
1.000

-22321.5
1.000

-915%. 42
1.000

43737.4
0.095

50539.6
0.020

3 6 9 19 12
-27629.2
0.462
-15576.4 12052.8
1.000 1.000
~45741.3 -18112.1 -30165
C.005 1.000 0.317
-32649.9  -5020.72 -17073.6 13091.4
0.363 1.000 1.¢00 1.000
-47859.4 -20230.2 -32283 -211B.04 -15209.5
0.001 0.887 0.108 1.000 1.000
-57058.8 ~29429.6 -41482.4 -11317.5 ~-24408.9
¢.000 0.116 0.0186 1.4000 1.000
~4122 23507.2 12454.4 41619.3 28527.9
1.000 L. 000 1.000 0.207 1.000
2680.25 30309.4 18256.6 ig421.6 35330.2
1.000 1.000 1.000 0.048 0.895
20 30
52936.8
0.020
59739 6802.25
0.004 1.000



