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RESUMEN
Hasta ahora la evaluacion del riesgo para la salud humana y el medio ambiente,
asociado a suelos contaminados con hidrocarburos se ha basado en la utilizacién
de técnicas tradicionales que extraen la totalidad del contaminante presente en el
suelo. Sin embargo, investigaciones recientes han demostrado que sélo una
fraccion del total del contaminante tiene un efecto téxico en los diferentes
organismos y es la que participa en los procesos de biorremediacion, o que ha

hecho que se sobreestime el riesgo.

Ante esta realidad, el presente estudio plantea la evaluacién de la disponibilidad
de hidrocarburos en el suelo, permitiendo prever los niveles de limpieza que se
pueden alcanzar con un programa de biorremediacion. Para ello |la disponibilidad
de los hidrocarburos se evallic a partir de la extraccidbn multiple de Ia fraccidn
disponible de fenantreno 'y pireno, en suelos minerales (contaminados
principalmente con diesel) y suelos organicos (contaminados con petréleo) En los
suelos minerales se realizé la evaluacidon antes y después de un experimento de

biocrremediacion.

En los suelos minerales, la fraccién disponible de fenantreno y pireno se liberé
mas rapido que en los suelos organicos, lo cual evidencia la accién de la materia
organica como agente reductor de la disponibilidad. Tambien se observa la
disminucién en la fraccion disponible en los suelos minerales después de la
biorremediacién, lo que puede ser debido a que fue ésta fraccion la que participo
en el proceso de degradacién. En consecuencia el cese en la biodegradacién
puede ser atribuido a la disminucidon en esta fraccion. Ademas, con base a los
datos obtenidos se calculé un porcentaje disponible que es aproximadamente
simitar al porcentaje de degradacidon obtenido en el experimento de
biorremediacion. En suma, estos resultados sugieren que el estudio de esta
fraccion podria ser utilizado en la predicciéon del alcance de los procesos de

biorremediaciéon.



1. INTRODUCCION

México tiene en la industria petrolera un reglon importante de divisas
considerando que este sector aporté hasta marzo de el ano 2002 con el 10.6 %
de los ingresos para el sector publico (SHCP, 2002). Sin embargo; el manegjo
inadecuado de los hidrocarburos durante la produccién, refinamiento y uso de
este mineral han llevado a la contaminacion del suelo. Segun PEMEX en el 2000
se derramaron 6252 toneladas de hidrocarburos al ambiente, las cuales
representan tan solo el 0.5% de las descargas totales (PEMEX,2001). Entre los
hidrocarburos que han sido derramados en los suelos, los hidrocarburos
policiclicos aromaticos (HAPs) son de especial importancia dadas sus
caracteristicas cancerigenas y toxicas. Ofra fuente de contaminacién con estos
compuestos son los procesos de combustidn con un contenido reducido de

oxigeno (Connell, 1997).

El manejo de estos suelos contaminados es un problema que se debe valorar
tomando en cuenta la magnitud y el riesgo que implican. Las evaluaciones del
riesgo para la salud humana y el medio ambiente, han sido realizadas para
estimar el potencial de los contaminantes en el ambiente que genera efectos
adversos. Estas evaluaciones son un componente critico en las decisiones de las
agencias gubernamentales reguladoras del medic ambiente y son usadas para

determinar la necesidad y naturaleza de las acciones de remediacion a utilizarse.

Para la determinacion de las concentraciones de hidrocarburos en el suelo se han
utilizado métodos analiticos basados en extracciones rigurosas (soxhlet) con
solventes organicos (EPA, 2002), E| objetivo de estos métodos es el de
determinar la concentracion total del contaminante presente en la muestra.  Sin
embargo, es posible que tan sélo una fraccion de esta concentracion total se
encuentre disponible para la asimilacion biologica o la migracién desde el suelo

hacia las aguas subterraneas, y por tanto la concentracion que representa un



riesgo sea menor a la estimada por los métodos tradicionales. Siendo asi, esta
fraccidon disponible determinara la cantidad de contaminante en el suelo capaz de
tener un efecto téxico en los diferentes organismos, ademas, determinard la

cantidad de hidrocarburos disponibles en un proceso de biorremediacion.

La disponibilidad de los compuestos organicos ha sido estudiada desde dos
perspectivas diferentes, la biolégica y la quimica (Reid, 1999). En este contexto,
el presente trabajo propone una evaluacion quimica, a partir del estudio de la
extractabilidad con n-butanol del fenantreno y pireno en suelos contaminados,
que permita estimar la concentracion de hidrocarburos que se encuentran

disponibles y predecir el alcance de un programa de biorremediacion.

2. MARCO TEORICO

2.1 Petroleo y diesel

El petroleo es una mezcla compuesta principalmente de hidrocarburos que
coexisten en fase sélida, liquida y gaseosa. Existen también pequenas
cantidades de heterocompuestos, con presencia de nitrégeno, azufre y oxigeno, y
metales pesados (p.e. vanadio y niquel) en trazas. Ocurre en forma natural en
depdsitos de roca sedimentaria (PEMEX, 2001). El crudo no es mas que &l

petréleo que ha sido extraido de la tierra en un estado liquido (Hunt, 1999)

El diesel es una de las fracciones en las que se separa ei crudo luego de un
proceso de destilacion. Los principales componentes del diesel son similares a
los que estan presentes en el crudo, pero incluyen una mayor fraccion de
aromaticos (30%- 40%) y entre un 60% a 90% de alcanos (ramificados, en cadena
o ciclicos). La mayoria de |os diesels tienen un intervalo de carbono de entre Cs a
Cas (Gustafson, 1998).
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2.2 Caracteristicas de los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAPs)

Los HAPs estan compuestos Unicamente de enlaces de hidrégeno y carbono
{enlaces C-H). Se forman de anillos de benceno unidos entre si por dos o mas
- atomos de carbono Existen mas de 70 compuestos y tienen entre 2 y 7 anillos de.
benceno. El destino de estos compuesios en el ambiente depende en gran
medida de sus propiedades fisicas y quimicas, como también de las propiedades

del medio en el cual se encuentran

Los HAPs son contaminantes generalizados en la atmdsfera y son relativamente
resistentes a la degradacidn, por lo que pueden llegar a acumularse en niveles
significativos en el ambiente. Son emitidos por una variedad de fuentes
antropogénicas, incluyendo combustion industrial o residencial (p.e. combustibles
fosiles, quema de madera), operacién de motores y derrames. Las especies de
mayor peso molecular (p.e. benzo(a)pireno) son cancerigenas, por lo que

constituyen un riesgo para la saiud.

Las principales formas de degradacién de los HAP involucran procesos quimicos,
fotoliticos o metabdlicos asociados con microorganismos. Estos procesos
dependen en gran medida de condiciones ambientales como temperatura,
disponibilidad de oxigeno, presencia de microorganismos y de caracteristicas de

los HAPs, como el numero de anillos.

Las propiedades de los HAPs que despiertan mayor interés en los estudios
ambientales son peso molecular, polaridad, soiubilidad en agua y coeficiente de
distribucion octanol - agua (Kow). Como se dijo anteriormente, los HAPs estan
compuestos de enlaces C-H, cada enlace tiene una diferencia de
electronegatividad de 0.4, que le otorga la naturaleza de débilmente polar. Las
moléculas de los HAPs, son consideradas como compuestos no polares, debido
a que la orientacidén espacial de los multiples enlaces C-H tiende a reducir su

polaridad. = En consecuencia, fa solubilidad de los HAPs no polares en las



moléculas de agua polares, es muy baja y por tanto su movilidad en el ambiente
es reducida. Sin embargo, todos los HAPs son solubles en diferentes
magnitudes en agua, pero los de menor peso molecular présentan una mayor
solubilidad (ver tabla 1) y por lo tanto son mas facilmente degradables en razén
que ios microorganismos degradadores se alimentan principalmente del
contaminante presente en la solucién d.el suelo. Esta caracteristica hace que la
degradacion de un hidrocarburo disuelto sea mas rapida y eficiente que la de un

hidrocarburo sorbido.

El coeficiente de distribucién octanol-agua es la medida de la tendencia de un
compuesto organico para disolverse en la grasa de la biota y otras sustancias
lipoidales como ei acido humico en suelos y sedimentos (Connell, 1997) Se
define como la relacion, bajo condiciones de equilibrio, de la concentracion de
un compuesto en la fase octanol entre |la fase acuosa, asi

| Kow = G,/ Cy
donde
Kow : coeficiente octanol agua (ow) por sus siglas en inglés
C. : eslaconcentracion en el octanol y

Cw . eslaconcentracién en el agua

Para los HAPs, el intervalo del logKow esta entre 2 y 6.9 (tabla 1), que los ubica
como compuestos hidrofébicos Los hidrocarburos tienden a concentrarse en
suelos y sedimentos dependiendo de su coeficiente de distribucion octanol-agua:
a mayor coeficiente mayor afinidad hacia la materia organica del sueloy por tanto
mayor sorcidn de hidrocarburos en el suelo (Connell et al, 1990; Krauss et al,

2000),



Tabla 1. Algunas propiedades fisicas de Hidrocarburos Pofic‘icficbs Aromaéaticos
(HAP) de interés para el ambiente (tomado de Connell 1997)

BAP Formula Peso Pto Pto Presion Solubilidad logKw
Molecular Molecular Fusion Ebullicién Vapor Acnosa
°C °C (kPa) (mol/L)
Naftaleno Cio Hs 1282 - 81 218 109*10° 2.48*107 336
Acenafteno Ciz Hie 1542 23 279 5.96%107 2 55%10” 392
Fenantreno Cia Hm 1782 100 . 340 2674107 725%10° 4.57
Antraceno CiaHio 1782 218 342 l.44*16'° 4.10%107 4.54
Fluoranteno Cys Hio 2023 107 384 2 54%10™ 1 29*16°° 4 90
Pireno Cis Hio 202.3 149 404 886*107 6.68%10" 5.18
Benzo(a)antraceno Cis Hiz 2283 137 438 6‘.14"1()'s 36l
Benzo{b)antraceno Cyp iz 2523 178 495 6 67¥ 107 1.51%10% 6.04
Perileno Cyo Hyz 2533 277 503 1.59*10” 6.04
Coroneno CHz; Hi, 3004 438 509 7 467*107° 690

2.3 Elsuelo

El suelo funciona como un filtro quimico y biolégico que amortigua el impacto
ambiental de los contaminantes organicos derramados en la bidsfera. Es un
cuerpo natural y organizado, con unos constituyentes, propiedades y génesis que
son el resultado de la interaccidn de una serie de factores activos (clima,
organismos, relieve y tiempo) sobre un material pasivo (roca madre). Se define
también como la regidén que sustenta la vida vegetal y de la cual las plantas
obtienen soporte mecanico y nutrimentos. Este ambiente edafico es uno de los
sitios mas dinamicos en interacciones biol6gicas en la naturaleza, en el cual se
realizan la mayor parte de las reacciones bioquimicas involucradas en la
descomposicion de materia organica, ia intemperizacion de las rocas y la nutriciéon

de cultivos agricolas

El suelo estd formado por cuatro componentes principales: aire, agua, materia

mineral y materia organica (figura 1)




EX organica

Figura 1. Composicién en volumen de un suelo en condiciones éptimas para el
crecimiento de las plantas (Tomado de Brady, 2000)

El comportamiento de ios hidrocarburos en el suelo esta controlado en gran
medida por propiedades fisicas del suelc (como textura, porosidad, permeabilidad

y pH) y por el contenido de materia orgénica.

2.3.1 Propiedades Fisicas

Textura

Las particulas del suelo se distribuyen en diversas fracciones atendiendo a su
tamafo. Eltamaio de las particulas minerales individuales puede ser:

Arciila (< 0.002 mm) arena (0.02 - 2.0 mm)

limo (0.002 — 0 .02 mm) grava (>2 mm)

Las distintas proporciones de arena, limo y arcilla define la textura de cada
horizonte (Porta el al, 1994).

La textura influencia el comportamiento y algunas otras propiedades del suelo de

diferentes maneras como se puede ver en la tabla 2.

~ TESIS CON
FALLA DE ORIGEN| -




Tabla 2. Influencia de la textura sobre el comportamiento y algunas propiedades

del suelo?
Propiedad/ Arena Limo Arcilla
comportamiento
Capacidad de mantener ¢l agua baja media a alta alta
Aireacion buena media pobre
Tasa de drenaje alta Jenta a media muy lenta
Materia organica del suelo baja media a alta alta a media
Descomposicion de la materia rapida media lenta
orgdmnica _
Compactabilidad baja media alta
Susceptibilidad a la erosién moderada (alta si se trata alta baja
edlica de arena fina)
Susceptibilidad a la erosion | baja (a menos que se trate alta baja si esta como
hidrica de arena fina) _ agregados
Potencial de lixiviacién del alto medio bajo
contaminante
Habilidad de almacenar pobre medio ~ alto
nuirientes para plantas
Resistencia al cambio de pH bajo medio alto

4 Pueden ocurrir excepciones a estas generalizaciones, especialmente resultado de la estructura def suslo y
fa mineralogfa de la arcilla. (Tomado de Brady 1999)

En el caso de contaminacion de suelos con hidrocarburos, el tamaho de particula
predominante es una caracteristica importante, debido a que a mayor superficie
activa mayor sera la cantidad de hidrocarburo adsorbido. Ademas, la oxidacién
microbial ocurre en la interface agua - sélido de la superficie de una particula,
entonces la degradacién microbial es mas eficiente en particulas finamente
divididas.




Poroesidad

La porosidad es el porcentaje del volumen del suelo total que no estad ocupado
| por particulas sélidas. Se define como la relaciéon del volumen ocupado por los
poros con respecto al volumen total: -

n=V,/ Vs

Nam (1998) ha propuesto clasificar a los poros en cuatro grupos:

Macroporos, >75 um '

Mesoporos, 30 - 75 pm

Microporos, 5 -30 um

Nanoporos, < 5 um

‘Uno de los mecanismos que disminuye la disponibilidad de un contaminante es la

entrada de estos compuestos a los nanoporos (aislamiento).

Permeabilidad

Es la capacidad de un suelo para transmitir liquidos o gases a través del medio
poroso. Se manifiesta por la facilidad con la cual los gases, liquidos o raices de
las plantas penetran a través del suelo o de los estratos de un suelo. Por
ejemplo, una mayor cantidad de agua se infiltrara a través del suelo si atraviesa
una arena gruesa, que si lo hace a través de una arcilla. La movilidad de los

hidrocarburos solubles en agua, dependera de la permeabilidad de los suelos.

pH

El pH del suelo se refiere a la acidez relativa de la solucion del suelo. E! estrato
acuoso en la superficie de las particulas del suelo es la region de mayor
abundancia en microorganismos. Para que esta actividad bacteriana sea 6ptima

se requiere un pH de 7 (Cole,1994).



2.3.2 Materia organica

Los principales constituyentes de la materia organica (M.O.) del suelo, son:
carbono (52-58%), oxigeno (34-39%), hidrégeno (3-4 .8%) y nitrégeno (3.7-4.1%).
Esta materia organica esta constituida principalmente - de substancias humicas y
no himicas (que se originan por la descomposicion de biomasa, p e hojarasca,

organismos muertos), (figura 2},

MATERIA ORGANICA DEL SUELO

/\

SUSTANCIAS NO HUMICAS SUSTANCIAS HUMICAS
COMPUESTOS RECONOCIBLES POLIMEROS AMORFOS
POLISACARIDOS LIGNINAS ACIDOS FULVICOS ACIDOS HUMICOS
POLIPEPTIDOS HUMINAS

Figura 2.- Esquema de clasificacion de la materia organica del suelo. (Tomado de
McBride, 1994)

La M.O. mejora la estructura del suelo, la capacidad de retencion del agua, la
aireacion y la agregacién. Es una fuente importante de micronutrimentos (B y Mo)
y macronutrimentos (N, P y S). Su alto contenido de carbono es fuente de la
energia necesaria para las actividades de la micro y macro flora. La M.Q. tiene
una superficie activa de entre 800 y 900 m°g™ y una capacidad de intercambio
catiénico de entre los 150 y 300 cmol kg'. Debido a la gran superficie activa y
capacidad de intercambio catidnico que presenta, la M.O. es un sorbente
importante de macronutrientes y micronutrientes, metales pesados y compuestos

organicos (Sparks, 1995)
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2.4 Comportamiento de los hidrocarburos en el suelo

Cuando los contaminantes organicos, como los hidrocarburos, llegan al suelo,
pueden presentarse como vapores o liquidos, adsorbidos o disueltos. Pueden
tener varios destinos (Brady, 1999) (figura 3):

1) escapar como vapor a la atmdsfera sin ningtin cambio quimico;

2) ser adsorbidos en el suelo;

3) moverse hacia abajo a traves del suelo hacia los mantos acuiferos;

4} sufrir reacciones quimicas;

5) ser asimilados por los microorganismos del suelo;

6) moverse con la escorrentia superficial; y

7) ser asimilados por plantas y animales y trasladarse a la cadena tréfica.

2.4.1 Biodisponibilidad

En los dltimos tiempos se ha incrementado la evidencia (Alexander, 1995; Kelsey,
1997; Cornelissen, 1998) que muestra que el riesgo asociado a un contaminante
presente en el medio ambiente no depende Unicamente de su concentracion total,
sino principalmente de la fraccién que esta disponible y la cual puede ser
asimilada y causar algun efecto en los organismos (Alexander, 1995; Alexander,
2000). Asi, es menester introducir el concepto de biodisponibilidad, el cual ha
sido definido como la facilidad relativa con la cual una sustancia puede ser
asimilada por un organismo (Zhao, 2000)  Es un proceso complejo que depende
del organismo receptor, la ruta de entrada, el tiempo de exposicion y la matriz en
la que se encuentre el contaminante (Kelsey, 1997) Es decir, para ésto debe
cumplirse, que los organismos estén expuestos en la matriz en la que se
encuentra el contaminante (o hacia la cual el contaminante puede moverse), que
una cierta fraccién de contaminante se encuentre disponible para liberarse desde

la matriz en una forma en la cual podria causar efectos adversos en los
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organismos, y que por uitimo, ellos mismos tengan la capacidad de asimilar el

contaminante en esa forma.

Absorcion
Exudacton

Degradaciin
biolbgica

Figura 3.- Procesos que afectan a los contaminantes organicos (OC) en el suelo.
Notese que el simboio OC se divide por la descomposicion { ya sea por reacciones
quimicas o fotoliticas) y la degradacién por microoranismo, indicando que estos
procesos alteran o destruyen el contaminante organico. En los procesos de
transferencia el OC permanece intacto (Tomado de Weber y Miller, 1989 en Brady
1999)
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La disponibilidad de esta fraccion estd ligada con el tiempo de contacto sueto-
contaminante (Alexander, 1995; Loehr, 1996) De acuerdo a ésto, el
contaminante puede ser “fresco” o “envejecido” (fresco se refiere a que la
contaminacion es reciente, en contraste con el término envejecido, que indica que
el contaminante se encuentra por afios e inclusive décadas en el suejo). Esto
influye en la disponibilidad, porque en los suelos los contaminantes frescos son
mas disponibles para la degradacidn, lixiviacibn o asimilacion que los

contaminantes envejecidos (Alexander, 2000)

El estudio de la disponibilidad puede ofrecernos datos sobre:
» Los efectos reales en la salud humana de los contaminantes presentes en
el suelo.
= Los niveles de limpieza aceptables en un suelo contaminado en particular,

logrando con ésto ahorrar tiempo y dinero en las remediaciones,

2.4.2 Sorcion en suelos

Cuando los contaminantes organicos Hegan al suelo, éste reduce principaimente
su movilidad de dos maneras: por sorcidn y por degradacion quimica o biologica.
En consecuencia, si se desea entender el comportamiento de los contaminantes
en el suelo, se deben estudiar los procesos de sorcion y degradacion que estos

compuestos sufren en el suelo (Cole, 1994).

La sorcidn en los suelos puede ser definida como la interaccion de un compuesto
en solucién con un sélido. Este término incluye la adsorcién, retencion del soluto
en la superficie de un material sélido, y la absorcion, que se refiere a la retencion

del soluto dentro del sdlido. La sorcion de un contaminante en la matriz del suelo
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restringe su movilidad en el agua subterrénea y su disponibilidad para ser
asimilado por los organismos, disminuyendo asi su toxicidad y genotoxicidad' .
Como se puedé observar en la figura 4, los compuestos no poiares (compuestos
orgénicos hidrofobicos, por ejemplo HAPs) en el suelo se distribuyen
principalmente entre la materia orgénica y el agua del suelo, en funcion del
coeficiente de distribucion Koc del compuesto. A mayor Koc estos
contaminantes seran sorbidos por la materia organica fundamentalmente, pero
una cierta cantidad de éstos quedara en la solucion del suelo.  La cinética de
sorcién/desorcion de los HAPs esta caracterizada frecuentemente por una sorcion
(o desorcion) inicial rapida seguida por un lento acercamiento al equilibrio
(Pignatetlo, 1996). Esta reaccion lenta (sorcidn o desorcién) puede ocurrir en una
escala de tiempo de dias a meses e inclusive afios y es una de las causas que
limitan la biodegradacién, junto con la falta de oxigeno.

Aunque no se ha aclarado el papel que juegan las excresiones o las mismas
superficies de los organismos vivos en la desorcién, se ha demostrado que
existen algunos microorganismos que producen surfactantes que alteran la
desorcion de los compuestos organicos en el suelo (Sheinbenbogen en Alexander
2000).

oy

Fraccidén Mineral 4———-"——5 Hatena Orgénica

IS

.
/ \ Blodegradaclon \

Sorcidn Difusidn Sorcion Entrampamiento

Supetficial  intrapanticula Superficial  dentio del
complejo himico

Figura 4.- Principales procesos que afectan a un contaminante organico en el
suelo_ (Tomado de Reid et al, 2000)

! Genotoxicidad: es el estudio de los efectos adversos de un compuesto en el material genético de las
celulas.
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Cuando la M O. en el suelo esta presente en mas de un 0.1 %, se considera como
el principal sorbente de los contaminantes organicos no polares (HAPs) (Chiou,
1989; MclLeod, 2000) Esta sorcion es el resultado de las interacciones de van
der Waals, las cuales involucran enlaces débiles entre unidades polares,
permanentes o inducidas por la presencia de moléculas cercanas.  Estas
interacciones entre dos moléculas son muy débiles, pero cuando se trata de un
gran numero de moléculas en una estructura polimérica como el humus, son

aditivas y fuertes (Sposito, 1989).

Las interacciones de van der Waals entre la M.O. y los contaminantes organicos
son mas fuertes que con el agua del suelo. Las moléculas de agua alrededor de
las moléculas no polares no son atraidas y por tanto, no pueden orientar los
enlaces OH para hacerlos compatibles, dando como resultado el efecto de
hidrofobicidad (Sposito, 1989).

Este hecho produce una baja solubilidad de los contaminantes en el agua y una
propension de estos a interactuar con la M.O. a través de las fuerzas de van der
- Waals (Sposito, 1989) Estas reacciones se ven reflejadas en el coeficiente de
distribucion entre el suelo y el agua del suelo, Ksw, que es la relacion entre la
concentracion en la fase sdlida respecto a la concentracién en la fase acuosa del
suelo.
Ksw = Cs /Cw W)
donde:
Cs: concentracion en la fase sdlida del suelo.

Cw: concentracion en |a fase acuosa del suelo.
Existen algunos modelos que han sido usados para describir ia adsorcién en las

superficies del suelo. Entre estos se encuentran los modelos empiricos, como

ecuacion de Freundlich y la ecuacidon de Langmuir, y otros modelos de
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complejacion superficial. La ecuacién de Ksw (1) se deriva de la ecuacion de

Freundlich (1926):

S=ksC”
donde
S = cantidad de soluto retenido por unidad de masa de suelo (mg kg™)
ka = coeficiente de distribucion
C = concentracién del soluto (mg kg™)
n = parametro adimensional, tipicémente igual a 1

Este coeficiente de distribucion ks no es mas que el Ksw que describe la

distribucidn del soluto entre las fases solidas y liquidas del suelo.

Por lo general se expresa el Ksw en funcion de otro parametro , el coeficiente de
distribucién entre el carbono orgédnico y el agua del suelo, Koc. Este
coeficiente se conoce como la tendencia de los organicos a sorberse en el sueloy
se define como la relacién de la cantidad de masa de un compuesto adsorbido por
unidad de masa de carbono organico en el suelo (o sedimento) entre la
concentracion de un compuesto en la solucién del suelo. La expresion que
relaciona al coeficiente de distribucién entre el suelo y el agua del suelo, Ksw, con
el coeficiente de distribucion entre el carbén organico y el agua del suelo, Koc, es;
Ksw = foc Koc (2)
donde
foc : fraccidén de carbdn organico
Los métodos empiricos para determinar el Koc se basan principalmente en la
relacion de éste con propiedades de los organicos como el coeficiente de
distribucion octanol - agua, Kow
Log Koc = 1.029 logKow ~ 0.18 (Connell et al., 1990) (3)

Si aplicamos la funcién logaritmica a la ecuacion 3 y reemplazamos la ecuacion 2
en la 3, tenemos:

Log (Kswifoc) = 1.029 log Kow - 0.18 (4)

Log Ksw — log foc = 1.029 log Kow - log 0.66 (5)
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Si reemplazamos la ecuacion 1 enla 5:

Log (Cs/Cw) — log foc = 1.029 log Kow — log 0.66 (8)
Despejando Cw para obtener la concentracion en la fase acuosa del suelo:

Cw= Cs*066/foc Kow'? (7)
Bajo condiciones de equilibrio, Cw es la concentracidbn que se encuentra en
solucién y por tanto inmediatamente disponible para que los organismos la
asimilen. Las concentraciones de HAP que se liberen luego de consumido ei Cw,
dependeran de la cinética de desorcidn que se establezca (Connell, 19S0;
Krauss, 2000). En todo caso, la cinética que se vaya a establecer estara en
funcidn det tiempo de envejecimiento del compuesto y de las interacciones que
éste haya tenido con el medio (aislamiento o sorcién a la materia organica

presente).

2.4.3 Aislamiento y Envejecimiento
El término aislamiento se refiere a la pérdida de disponibilidad fisica de un
contaminante; mientras que envejecimiento se refiere al tiempo de contacto entre
el contaminante y el suelo, requerido para disminuir su biodisponibilidad
(Alexander, 1995).

Mboléculas de

hidrocarburos sorbidas Bacterias adosadas
/.F

OM Bacterias dispersa
- - & ﬁ
J . 0
J
* 7 , .
0 Moléculas de hidrocarburos disueltas
J
Particula de suelo

o agregado

Figura 5.- Modelo que muestra las especies y procesos que afectan el
comportamiento de un contaminante orgénico en el suelo
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El envejecimiento se considera como el resultado del aislamiento y sorcion de los
contaminantes quimicos en los nanoporos, que hace que su liberacion sea lenta
hasta estar disponible para las colonias de microorganismos capaces de
degradarlo. Estas colenias, por lo general, son también sorbidas por la materia

organica complicando més aun el proceso (figura 5).

El significado toxicolégico del envejecimiento radica en el hecho que la
asimilacién y la toxicidad de los compuestos, disminuye conforme aumenta su
persistencia y se tornan mas aislados con el tiempo. Sin embargo, esta
disminucion no siempre ocurre, debido a las propiedades del suelo o de los

compuestos (Alexander, 2000).

2.5 Hidrocarburos Totales del Petroleo, HTPs
Los Hidrocarburos Totales del Petrdleo, HTPs, han sido definidos como la
concentracion total de hidrocarburos extraidos y medidos por un método particular
(Gustafson, 1998) Una misma muestra analizada por diferentes métodos puede
producir diferentes valores de HTP Los cuatro métodos mas usados para
determinar ia concentracion de HTP son:

1. Cromatografia de gases (GC),

2. Espectrometria de infrarrojo (IR)
3. Analisis gravimeétricos
4

Inmunoensayos

A pesar que las agencias reguladoras de Estados Unidos han utilizado los HTPs
para establecer los niveles de limpieza en agua y suelo, los datos sobre las
concentraciones de éstos no pueden ser usados para estimar cuantitativamente
el riesgo para la salud humana, debido a que las concentraciones de HTPs

analizan el conjunto de compuestos y no a cada uno de ellos.
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La utilidad de los HTP radica en que se trata de una herramienta barata que
puede ser usada con ciertos propositos como:

»  Determinar si existe un problema de contaminacion.

= Evaluar la magnitud de la contaminacion -

»  Seguir la evolucion de un proceso de remediacion.

2.6 Estudios anteriores
Existen tres tendencias principales en las que se han desarroliado métodos de
analisis quimicos que intentan reflejar la biodisponibilidad de los hidrocarburos

policiclicos aromaticos en el sueio.

2.6.1 Extraccion con agua y una resina X (Tenax)

Su objetivo es medir la cinética de desorcion de ios contaminantes organicos
hidrofébicos en suelos contaminados a diferentes tiempos de equilibrio,
relacionar las tasas de desorcidn lenta y las propiedades moleculares de los
compuestos, y por ultimo, determinar la factibilidad de predecir el alcance de un

proceso de biorremediacion a partir de la medicion de la cinética de desorcidn.

Fundamentos
Al igual que la sorcidén/desorcion (2.3.2),  la biorremediacidn de suelos y

sedimentos contaminados con organicos muestra un comportamiento bifasico de
una primera fase inicial de rapida degradacion seguida por una fase de
transformaciones mucho mas lenta (Pignatello, 1986; Brusseau, 1991 vy
Cornellisen, 1997) Se ha planteado que esta fraccidén de los compuestos que
puede ser rapidamente desorbida es analoga a la fraccién disponible para los
microorganismos (Cornelissen, 1998; Reid, 2000). Como se dijo anteriormente
(2.1), 1a transferencia de masa de los contaminantes sorbidos a la solucion del
suelo es considerada como una de las causas que limitan la biodegradacion, pues
regula la disponibilidad, especialmente el tamaro de la fraccion rapidamente

desorbible (Cornellissen, 1288) Con el aumento del tiempo de envejecimiento la
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disminucién en la transferencia de masa se. acentia, |0 gue provoca una
reduccion en la magnitud de la fraccidn rapidamente desorbible y disponible

(Alexander, 1995; Pignatello, 1996).

Con estos antecedentes se propone un método que permita conocer la magnitud
de la degradacién de un HAP a partir del conocimiento de la fraccion rapidamente

desorbible

Para medir la cinética de desorcién se utiliza la resina conocida como Tenax
(polimero poroso basado en 2,6-difenil-p-Oxido de fenileno), la cual se ha visto
que es efectiva en los experimentos de desorcién debido a su alta capacidad de
sorcién (Cornelissen, 1997; Pignatello 1990 en Cornelissen, 1998) y la rapida

sorcion del soluto presente en el agua

Metodo

Se contaminan los suelos secos y se agitan constantemente con agua, Tenax y
HgCl:. Este Ultimo es utilizado para inhibir la actividad microbiana.

Para tiempos seleccionados, Tenax es separada de la suspensién y reemplazada
por resinas nuevas. El contenido de HAPs en Tenax es extraido con hexano para

ser analizado por cromatografia liquida.

Conclusiones

Se determinan dos velocidades constantes de desorcion.  Una rapida, 10™ /h, y
la otra lenta, 10° / h. Las fracciones de desorcion lenta se incrementaron con la

hidrofobicidad del soluto y el tiempo de equilibrio.

Posteriormente, esta técnica ha sido orientada a predecir el alcance de la
biorremediacién en un sedimento contaminado, mediante la determinacién de la
cinética de desorcion de algunos HAPs presentes en los sedimentos, antes y

después de la biorremediacion (Cornelissen, 1998).
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En la figura 6(a), se muestra que la fraccién rapidamente desorbible del
fluoranteno (FLU4) es significativamente menor después de la biorremediacion,
La figura 6(b), para el benzo(ghi)perileno (BGP6), muestra que las fracciones
rapidamente desorbibles permanecen sin variacion antes y después de la
biorremediacion. Esto nos dice que para los compuestos degradables, como el
fluorateno, la disponibilidad varia antes y después de Ia biorremediacion, mientras
que para los compuestos no degradables como el benzo(ghi)perileno su

disponibilidad no se ve afectada por la biorremediacion,

TWSHSe

n ' 3850

Fuente: Comelissen, 1998

Figura 6.- Desorcién de (a)fluorante (FLU4) degradado (b) benzo (ghi) perileno
(BGP6) no degradado. (A) antes y ) después de la biorremediacion
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L.a fraccion de los compuestos que puede ser rapidamente desorbida es analega
a la fraccién disponible para los microorganismos (Cornelissen, 1988; Reid,

2000).

2.8.2 Extracciones no exhaustivas con solventes organicos

El objetivo es determinar la factibilidad de utilizar ensayos guimicos para predecir

la disponibilidad de los compuestos organicos en el suelo.

Fundamentos

La concentracién total de un contaminante en el suelo no refleja su disponibilidad
para los organismos. Esta diferencia se debe a varios factores: 1) la mayor
parte del contaminante susceptible a la degradacidn se encuentra asociada a la
solucién del suelo (Ogram, 1985 en Comellisen 19898); 2) el aumento del
tiempo de envejecimiento disminuye la biodegradabilidad del contaminante
(Alexander, 1994).

Este método se basa en la extraccion del contaminante presente en la fase liquida
del suelo y en el que se encuentra facilmente desorbible. Para ello utiliza una
serie de solventes organicos, entre ellos el butanol, que se ha comprobado son
capaces de retirar los compuestos no polares parentales y metabolitos mas

polares asociados a la fase acuosa del suelo (Brusseau, 1991; Mc Leod, 2000).

La sorcion de los contaminantes organicos no polares ha sido modelada como
una distribucion de un soluto hidrofébico entre un solvente polar (agua) y una
materia organica sorbente (Chiou, 1989; Brusseau, 1991). Con este fin, la
materia organica ha sido conceptualizada como una amalgama de dos fases, una
amorfa y otra microcristalina. En esta ultima existen sitios con una alta energia de
sorcién que probablemente son |los causantes de la histéresis de desorcion (figura

7), (Pignatello, 1996). La difusion de pequehias moléculas de contaminante a
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través de la M.O es funcion de algunos factores incluyendo Ila forma y el
tamafio de los sorbatos y la naturaleza y conformacion de la M O. A su vez, la
conformacion de la M.O. esta influenciada por la naturaleza del ambiente en el
gue se encuentra. Esta interdependencia significa que la difusidon del sorbato
puede ser afectada por perturbaciones del ambiente local. En este caso, la
presencia de solventes influencian la conformacién de la M.O. expandiéndola,
sobre todo a |a fase microcristalina, permitiendo la difusién de las moléculas de
contaminantes aisladas en sitios de aita sorciéon. El impacto de estos solventes
es la aceleracion de la cinética de desorcidon que ha sido descrita usando
modelos log - lineales por Brusseau (1999) El uso de estos solventes altera el
coeficiente de distribucidn del suelo, incrementando Jla C,, al facilitar la difusién

de las moléculas sorbidas a la solucion

5.
h=3
=
= .
5 -
- .
s .
] e s
o o Desorcion
=
‘g e B
et Adsorcion

‘eanfidad en soluclén

Figura 7. Ejemplo esquematico de la histéresis de desorcion. La isoterma

de adsorciéon no coincide con la isoterma de desorcién (De Jonge, 1996).

Método
Se contaminan los suelos secos y estérites con fenantreno y pireno.
Las muestras programadas en los diferentes tiempos de envejecimiento se agitan.

con una alicuota de solvente.
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Esta mezcla de suelo-solvente es sometida a centrifugacion para retirar el
sobrenadante, el cuail es analizado.

Los solventes utilizados fueron:

metanol : agua (1:1) metanol : agua (9:1)
n-butanol Etanol

Hexano Metanol

Tolueno agua a 2°C acetonitrilo : agua (1:1)

etanol : agua (35:65) etanol : agua (1:1)

etanol : agua (3:2) metanol : agua (45:55) a 40°C

metanol ;. agua (45:55)

Conclusiones

Los porcentajes recuperados por los diversos extractantes es aproximadamente
similar a la ingesta de las lombrices y la degradacidn bacterial. Esto sugiere que
es factible predecir la biodisponibilidad de los HAPs en suelos a través de

procedimientos quimicos.

La reduccion en la cantidad de HAPs envejecidos que son extraidos con estos
solventes es similar a la reduccién en ia biodisponibilidad de éstos con el
envejecimiento (Kelsey, 1997; Chung, 1999; Alexander, 1999 y Mcleod, 2000).

El solvente adecuado para predecir la disponibilidad varia con el contaminante y
la especie de interés (Jlombrices o bacterias). En el estudio presentado por Kelsey
(1997), se usd una variedad de solventes organicos para exiraer el contaminante
del suelo y se compararon estos resultados con las proporciones de estos
compuestos mineralizados por bacterias (Pseudomonas) o asimilados por
lombrices. Los resultados de estos estudios indican que el butanol es el mejor
solvente para predecir la biodisponibilidad del fenantreno tanto en bacterias,
(tabla 3) como en lombrices, (tabla 4) en donde se observa una buena correlacion

entre los datos obtenidos por el método quimico y el biclogico.
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A partir de los datos presentados por Chung y Alexander (1998), se realizaron
graficas del porcentaje de fenantreno dispenible en suelos con contenidos
diferentes de materia organica (7, 16 y 4 4%) (figura 8). Este porcentaje, relativo
al tiempo inicial, fue calculado a partir de extracciones no exhaustivas y por
analisis de asimilacién en lombrices. Se puede apreciar que existe una clara
correlacion entre los porcentajes de disponibilidad predichos por la extraccion con
solventes y los porcentajes reales que se obtienen del analisis de los tejidos de
las lombrices. También se puede observar la influencia del contenido de materia
organica; a mayor contenido de ésta se tiene un menor porcentaje de fenantreno

disponible.

Tabla 3. Porcentajes, relativos al tiempo inicial, de mineralizacién bacteriana y
asimilacion de lombrices para el fenantreno , comparados con el porcentaje de

extractabilidad con butanol.

Tiempo de Minreralizacién bacteriana Asimilacién de lombrices
envejecimiento | Mineralizacion | Extractabilidad Asimilacion Extractabilidad
(dias) relativa al t, | relativa al ¢, (%) | relativa al t, (%) | relativa al t,

(%) - (%e)

0 100 100 100 100

Il 804 857 657 629

54 643 675 365 452

124 60 0 615 296 19.5

Tomado de Reid et al, 2000, en base a dalos presentados por Kelsey, 1997
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Figura 8. Porcentaje de Fenantreno (Phe) mineralizadoy extraido por
extracciones no exhaustivas, relativos al tiempo. 0, para dos muestras de suefo con
diferente contenido de materia organica: A) 7.16%, y B) 4.49%

A partir de los datos de Chung y Alexander {1998)

2.6.3 Extraccién con Ciclodextrina

Es una técnica de extraccion con base en una solucion acuosa de ciclodextrina
para contaminantes organicos en suelos. Esta técnica busca semejar los
procesos que determinan la biodisponibilidad.

Fundamento

Se conoce que los contaminantes son mas faciimente asimilados desde la fase
acuosa, que los sorbidos a la fase sdlida (Ogram 1985 en Reid 2000; Yeom,
1998). De acuerdo a las caracteristicas hidrofébicas de los contaminantes
organicos no polares, €stos se encuentran en bajas cantidades en la solucién del
suelo. Por ésto se necesita desarrollar un extractante que sea capaz de extraer la

totalidad de la fraccion disponible (1abil) de hidrocarburos del suelo.

Las ciclodextrinas son macromoléculas compuestas de unidades de glucosa, las
cuales tienen una alta solubilidad en agua, pero contienen una cavidad
hidrofébica la cual puede sorber las moléculas organicas hidrofébicas. Una
solucién de ciclodextrina es capaz de captar ia cantidad del contaminante

répidamente desorbido desde la fraccion sdlida del suelo. La fraccién de
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contaminante disponible para los microorganismos es semejante a esta cantidad

determinada por medio de las ciclodextrinas

Meétodo

Las muestras de suelo son contaminadas y dejadas segun los diferentes tiempos
de envejecimiento establecidos. El suelo contaminado y la solucidn de
ciclodextrina son agitados por 20 horas y luego centrifugadas para obtener el

sobrenadante para analizarlo. No se inhibe la actividad microbiana

Conclusiones

La correlacién entre la extraccién con ciclodextrina y la mineralizacién es cercana
a 1:1 (figura 9) Por lo tanto, esta técnica es la que mejor semeja los mecanismos
de transferencia de masa que gobiernan la biodisponibilidad de los contaminantes

organicos.

‘Phe-mineralizable
‘[mg kg wet. wt]:

' Phe extraidc con HPCD 55

{mg kg wet wt.}

Figura 9.- Correlacion de la mineralizacion del fenantreno vs el fenantreno extraido
con la ciclodextrina (HPCD), tomada de Reid et al.{2000).
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2.6.4 Evaluacion de métodos

Todos los métodos presentados pretenden evaluar la fraccidn rapidamente
desorbible para asemejaria con fa fraccion disponible para los microorganismos,
con el objetivo de evaluar el alcance de la biorremediacidn o el riesgo asociado a

estos contaminantes.

Las extracciones con agua y Tenax (Cornelissen et al, 1997) permiten identificar
las dos fracciones en la cinética de desorcidn, la fraccion de rapida y lenta
desorcion. A pesar que la correlacién que se obtuvo entre la fraccion de facil
desorcion y la disponible para los microorganismos es buena, la cantidad
desorbida es mayor que la biodegradada debido tal vez a que para HAPs frescos,
la velocidad de desorcidén es mayor que la de degradacién (Carmichael, 1997,
Cornelissen, 1998). A pesar de ésto, no se han realizado estudios que midan el
impacto del envejecimiento en esta técnica. Por sus caracteristicas este
procedimiento ha sido enfocado en la prediccion del potencial de biorremediacion

de un sifio

Las extracciones no exhaustivas propuestas por Keisey (1997) extraen la fraccion
rapidamente desorbibie por medio de solventes organicos y la asemeja con la
cantidad de contaminante que es asimilado por bacterias y lombrices para
diferentes tiempos de envejecimiento. De ésto se desprende que la cantidad
extraida por métodos quimicos es similar a la cantidad disponible para los
organismos, aunque no llega a ser igual. Sin embargo, estas dos cantidades
tienden a igualarse con el envejecimiento. Incluso algunos autores suponen que
la cantidad extraida puede llegar a ser menor que la cantidad disponible con el
aumento del envejecimiento, ya que se ha demostrado que con el aumento del
tiempo de envejecimiento, la velocidad de desorcion es menor o igual que la
velocidad de mineralizacion (Carmichael, 1997). Este método no es exacto a la
hora de determinar la toxicidad de un compuesto, pero podria aportar una idea

aproximada y rapida del potencial de biorremediacion que tiene un sitio.
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Por uitimo se encuentra el método en el que se utiliza a las ciclodextrinas para
extraer la fraccion rapidamente desorbible de los HAPs. Este método resuita ser
el mas preciso para predecir la disponibilidad de un contaminante en un suelo
recientemente contaminado. Como en los anteriores métodos, el problema esta
en la diferencia en el comportamiento de suelos contaminados envejecidos y
frescos No se han investigado las variaciones que se puedan presentar en

suelos con una larga historia de contaminacion

A pesar de que se ha observado que la actividad microbiana nativa altera la
velocidad de desorcion de los contaminantes, no se han realizado estudios para
ninguno de estos metodos que reporten el efecto que la actividad bioiégica de
comunidades nativas puede tener en la disponibilidad calculada de los

contaminantes en suelos envejecidos.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General
Evaluar la disponibilidad® de HAPs en el suelo, con el fin de prever los niveles de

limpieza que se pueden alcanzar con un programa de biorremediacién.

3.2 Objetivos Particulares
1. Evaluar el efecto de la biorremediacién en la disponibilidad de HAPs en el
suelo.
2. Comparar la fraccion disponible con los porcentajes de degradacion

obtenidos en el experimento de biorremediacion.

? Disponibilidad: se refiere a la cantidad de contaminante (en solucién o rapidamente desorbible) que puede
extraer un solvente y que se supone ¢s similar a la ingesta de los microorganismos.
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4. HIPOTESIS

~ La disminucién en la disponibillidad esta relacionada con [a disminucién de la

fraccion rapidamente desorbible o disponible.

. La disponibilidad de un hidrocarburo policiclico aromatico en el suelo limita su
biodegradabilidad

. Se puede utilizar la extraccién multiple para inferir la concentracién disponible
de HAPs

. El alcance de un proceso de biorremediacion puede inferirse a partir de

ensayos quimicos que extraigan la fraccion rapidamente desorbible de un

hidrocarburo policiclico aromatico degradable.
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5. METODO
5.1 Seleccidén del extractante para determinar la fraccion disponible

5.1.1 Justificacién

El fenantreno y el pireno son compuestos que pesar de no ser genotéxicos han
servido como modelos para examinar la disponibilidad y la degradacién
fotoguimica y biologica de otros HAPs, debido a su relativa degradabilidad y a
que su estructura se encuentra en otros HAPs que son cancerigenos (Chaundry,
1994). Es por esta razon que se eligieron como los compuestos a estudiarse en

la evaluacion de la disponibilidad.

Partiendo de las similitudes establecidas para el comportamiento bifasico de la
desorcién vy la biodegradacion (2.5.1), esta evaluacion esta dirigida a extraer la
fraccion rapidamente desorbible de los HAPs que se supone es equiparable a la
fraccion que se degrada rapidamente. Con este fin se plantea el uso de solventes
organicos los cuales tienen la propiedad de incrementar la desorcidon
termodinamica (al aumentar la solubilidad} y la cinética (al suavizar la materia
organica) (Brusseau, 1991; Pignatello, 1995). De los solventes organicos (2.5.2),
el 'n-butano! y el etanol han sido utilizados por varios autores para remover la
fraccion rapidamente desorbible de fenantreno y pireno en el suelo (Kelsey, 1997,
Mcleod 2000). Debido a que estos solventes recuperan la fraccion de
compuestos en solucion acuosa o sorbidos a la superficie pero accesibles a la
solucién extractante (Northcott, 2001). Esto sucede porque la fraccion disponible
esta en solucion y/o presente en las regiones exteriores de los agregados del ios
suelos o sedimentos, es decir se trata de |la parte que estd en contacto cercano
con la fase acuosa (Cornelissen, 1998). La fraccién de HAPs asi extraidos, ha
sido comparada con la fraccion de compuestos disponibles para los organismos
como bacterias y lombrices (Kelsey, 1997, Alexander, 1999; Chung 1999).
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Una variable importante en este estudio es el tiempo de agitacion sedimento-
butanol, que trata de poner en contacto la solucidn extractante con los
compuestos en solucidn o sorbidos a la superficie pero accesibles a ésta
(Northcott, 2001), de tal forma que la solucién recupere la fraccidn de rapida
desorcidn que es la gue esta disponible para los organismos Un tiempo de
agitacion excesivo haria que la solucién se difunda a través de los nanoporos
y/o la materia organica, aiterando la conformacion de ésta Ultima y recuperando
parte de la fraccidn de lenta desorcidn. Por estas razones se pretende poner al
solvente en contacto intimo con el suelo a través de una agitacion suave, para

permitirle posteriormente equilibrarse con él

5.1.2 Muestra utilizada
Se utilizé suelo no contaminado procedente de un area minera en Colima.

5.1.3 Determinacion de fenantreno y pireno en contaminantes

El objetivo de esta fase es el de identificar la presencia de fenantreno y pireno en
los contaminantes presentes en los suelos de estudio. Los contaminantes
estudiados fueron: una muestra del diesel utilizado en el drea minera de Colima;

y por otro lado una muestra de petroleo procedente de Tabasco.

Para la extraccion y cuantificacion de los hidrocarburos aromaticos presentes en
las muestras, se empled el método de limpieza y analisis de los extractos que se

refiere en el anexo A, Para ésto se utilizé 0 06 g de diesel y 0 04 g de petréleo.

5.1.4 Contaminacion de suelos limpios en laboratorio

El objetivo de esta fase fue el de tener muestras de suelo contaminadas en
laboratorio con los contaminantes presentes en muestras de suelos minerales
Esto se hizo con el fin de conocer el comportamiento de la evaluacion de la
disponibilidad en suelos contaminados frescos.

Esta fase se desarrolld de la siguiente manera:
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1. Suelo limpio de Pefia Colorada fue secado dejandolo 1 noche a 400°C para
luego tamizario por malla No 30 (0.5 mm de abertura) para asegurar la
homogeneidad

2. Los contaminantes fueron:

e Diesel, 006¢g.
¢ Mezcla de fenatreno (Phe), 0 00019 g y pireno {Py), 0.0001 g.

3. Se utilizé 12 g de suelo para la muestra contaminada con diesel, y 24 g de
suelo para la muestra contaminada con la mezcla.

4. El contaminante seleccionado fue disuelto en hexano y adicionado al suelo

5. Las muestras de suelo fueron agitadas manuaimente en un periodo de 30
minutos para permitir que el hexano se volatilice y el contaminante se mezcle
con el suelo

6. Los frascos con las muestras fueron cerrados y ubicados en la oscuridad a
4°C por 2 dias antes de su utilizacion.

7. Se realizd una repeticidén para cada muestra (diesei y de la mezcia Phe-Py)

5.1.5 Extraccién
El objetivo de ésta fase fue conocer la afinidad de los solventes seleccionados, a
partir de la investigacion bibliografica, con respecto al Phe y Py, presentes en un
suelo contaminado con la mezcla de estos dos compuestos. Para ésto, se
tomaron 2 g de muestras de suelo contaminado con la mezcla de Phe - Py vy
fueron llevadas a tubos de vidrio de 50 ml junto con 20 ml de solvente. Los
tubos fueron suavemente mezciados por 10 minutos y posteriormente sometidos a
centrifugacion por 20 minutos. Los solventes utilizados fueron:

Etanol 95%

Butanol, grado HPLC
Los extractos que se obtuvieron despues de a centrifugacion fueron pasados por
un sistema de limpieza y se analizd Phe y Py por cromatografia de gases segun

se explica en el anexo A.
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5.2 Seleccién de muestras para determinacion de la fraccién dispenibie en

un experimento de biorremediacion

5.2.1 Muestras utilizadas (Peiia Colorada)

Las muestras de suelo provienen de Pefia Colorada, una industria minera que
explota un yacimiento de hierro a partir de 1975. EIl proceso de extraccion y
beneficio del mineral obliga al consumo de hidrocarburos para la elaboracion de
explosivos o como fuente de energia para la maquinaria pesada. Esto ha
provocado la contaminacién puntual de los sitios en donde se realizan dichas
actividades (zona de embarque, taller mecanico, tanque de combustible, etc . ),

los cuales estan ubicados en antiguas areas de descapote y explotacion

A partir de los resultados obtenidos en una evaluacién previa del sitio realizada
por el Instituto de Geografia de la UNAM, se determind la necesidad de limpiar
los suelos que registraron concentraciones de hidrocarburos totales del petréleo
de hasta 30 630 mg kg (Arellano, 2000). Con este fin se conformd un grupo de
trabajo, el cual se encargd de desarrollar una metodologia de experimentacion

‘que permitiera limpiar dichos suelos.

La metodologia estuvo basada en el utilizacidon de lodos de la planta de
tratamiento de aguas residuales de |la misma empresa, en diferentes relaciones
lodo:suelo para evaluar con que proporcion se obtendrian los mejores resuitados

de degradacion.

Analisis fisicos y quimicos de los lodos (Anexo D) muestran que estos contienen
bajas concentraciones de nitrégeno y fosforo, pero las cantidades de
micronutrimentos son mas elevadas, principalmente de hiefro y zinc Esto permite
suponer que los lodos pueden funcionar como una fuente significativa de
nutrimentos para estimular el crecimiento de microorganismos en un proceso de

biodegradacién (CIMA, 2001). Ademas se identificé en los lodos (Anexo D),
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bacterias {Flavobacterium, Pseudomonas, Vibrio y Serrfia) que han sido
reportadas en la literatura como géneros con capacidad de degradar diversos
compuestos quimicos, entre los que se encuentran los hidrocarburos (CIMA,
2001).

La experimentacion, a cargo del Instituto de Ingenieria de la UNAM, consistié en
empacar cajones metalicos con los suelos contaminados y adicionaries lodos de
la planta, ambos en dos concentraciones. Las variables consideradas en la
experimentacion fueron las siguientes:

+ Sitios (4)

+ Concentracion de hidrocarburos (2)

+ Volumen de lodos (2)

El arreglo de los cajones (relacion peso de suelo:lodo) se hizo tomando como
base la experiencia adqguirida por el Instituto de Ingenieria en pruebas similares
realizadas con anterioridad En total se instalaron 31 cajones pero debido a
consideraciones de tiempo en la experimentacidn no se consideraron repeticiones

para todos los experimentos.

Las condiciones establecidas para el experimento fueron las siguientes

(CIMA,2001):

+ Aireacion de los cajones en forma manual, removiendo el material dos veces al
dia.

+ Control de la humedad mediante la adicion de lodos cada tres semanas.

+ Temperatura ambiente (bajo condiciones climaticas del lugar).

5.2.2 Monitoreo de la degradaciéon mediante determinacion de HTPs
El monitoreo de HTPs fue utilizado con el propdsito de evaluar el experimento de
biorremediacion que se llevé a cabo en los suelos de Pefia Colorada, debido a

gue es una forma répida y econdmica de evaluar la eficiencia del experimento.
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Con este fin se tomaron muestras de suelo al inicio del experimento y a los 30, 45,
65 y 80 dias.

Las muestras para los andlisis de HTPs se tomaron de los cajones y se
guardaron en frascos de vidrio con un recubrimiento de aluminio en la tapa Estas
muestras se conservaron a una temperatura de 4°C hasta su entrega al

laboratorio

La extraccion y determinacion de HTPs en las muestras se realizd segun se

describe en el anexoc B

5.2.3 Seleccion de muestras para determinacion de la fraccion disponible

De acuerdo a2 los resultados obtenidos en el monitoreo de la degradacion
mediante HTPs, el calculo del porcehtaje de degradacidbn y el tipo de
contaminante, se eligieron unicamente dos sitios para el estudio de la
disponibilidad, uno en el que se obtuvo un bajo porcentaje de degradacion
(Polvorin, Plv) y el segundo sitio fue el que mostré un alto porcentaje (Zona de
Embarque, ZE) En la tabla 4 se pueden apreciar algunas propiedades de los

suelos utilizados en el estudio de disponibilidad.

Tabla 4. Algunas propiedades de los suelos de Pefia Colorada

(%) %
Sitios Textura M.O. | pH C.E. DA DR
arena | limo |arcilla (Sem™) | (gem™) |(gem™)
08
ZE 46 50 4 69 1 078 20 32
0.9
12
Plv 76 18 6 71 14 840 17 32
(11

Se observa que el pH es neutro (6.9 - 7 1) lo cual es un parametro favorable para

la biodegradacion. Sin embargo, los valores de conductividad electrica son
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elevados por el alto contenido de minerales metalicos en los suelos, lo cual

podria ser una limitante para la funcion de los microorganismos (CIMA, 2001).

5.3 Determinacién de la fraccion disponible en suelos contaminados
5.3.1 Muestras utilizadas
Las muestras utilizadas fueron las seleccionadas en el apartado anterior (5.2) Plv

y ZE, mas una muestra procedente de Tabasco.

Los suelos de la zona de Tabasco estan clasificados como Histosoles y Gleysoles
que se hallan sujetos a inundacion la mayor parte del afio. Presentan aitos
porcentajes de materia organica en la superficie clasificandose en
extremadamente ricos a lo largo del perfil (Ortiz, 2001).  En algunos sitios que
presentaban derrames antiguos de mas de 30 afios se encontraron
concentraciones de HAPs de hasta 5 011.3 mgkg-1 entre los 15-30 cm de
profundidad (Ortiz, 2001), lo que sugiere que la biodegradacién se detuvo por
algun mecanismo (condiciones del medio, sorcion y/o aislamiento) debido a que
probablemente los contaminantes no estuvieron biodisponibles para su

degradacion.

5.3.2 Extracciéon maitiple

El objetivo de esta fase fue realizar una extraccion mditiple de la fraccion
disponible, ésto es, extraer con butanol la fraccién inmediatamente disponible
del contaminante presente el suelo. Para ésto, se agitd el suelo durante
diferentes tiempos con n-butanol. Como se sabe la sorcién/desorcion es bimodal
(2.3.2) porque ocurre en dos fases, una lenta y otra rapida, y la divisién entre
ellos es arbitraria pero en muchos casos ocurre en pocas horas o dias. Curtis et
al en Pignatelio (1989) estudio la sorcion de algunos compuestos halogenados de
bajo peso molecular y observd que se requirieron algunos dias hasta alcanzar un
equilibrio aparente con el suelo del acuifero que tenia un bajo contenido de

carbono organico, pero cerca de la mitad de la asimilacion total se dio en las
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primeras 2 horas. Por esta razén, para obtener la fraccion disponible o faciimente
desorbible en el experimento de extraccidn muitiple se consideraron tiempos de O,
2, 4, 8 23, 26 y 100 horas que han sido usados también por otros autores
(Cornelissen, 1998).

El procedimiento para la obtencion de la fraccion disponible fue el siguiente:

2 g de cada muestra de suelo fueron transferidos a tubos de vidrio de 50 ml para
centrifugar, con 20ml de butanol. Los tubos fueron suavemente agitados por 10
minutos, posteriormente fueron dejados en reposo, con el fin de permitir que la
muestra se equilibre con el solvente Los tiempos de equilibrio fueron de 0, 2, 4,
8, 23, 26, 30y 100 horas

Después de cada tiempo la muestra fue centrifugada por 20 minutos y el
sobrenadante fue retirado para ser analizado y reemplazado por solvente nuevo
para obtener el extracto siguiente

Para remover el material particulado del sobrenadante se utilizé papel filtro
Whatman No 5 y posteriormente se evaporé todo el butanol del extracto, para ser
reconstituido en hexano con aproximadamente 5 mil.

Se corri6 un  blanco con el solvente y una repeticion de la cinética de una

muestra de la Zona de Embarque antes del proceso de biorremediacién.

5.3.3 Determinacién y cuantificacion.
La determinacion y cuantificacion del fenantreno y pireno se desarrollé segun se

explica en el anexo A.

5.3.4 Determinacién de fenantreno y pireno en las muestras seleccionadas
antes y después del experimento de biorremediacion y en muestras
de Tabasco.

Con este paso se pretendié conocer las concentraciones de los HAPs (Phe y Py)

de interés en las muestras de suelo al inicio y fin del experimento de

biorremediacién.  Con esta informacion se pudo calcular los porcentajes de

degradacién experimentales. Se supuso que este porcentaje es igual al
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porcentaje de hidrocarburos que estuvieron disponibles durante el experimento de

biorremediacion.

Los suelos organicos no fueron sometidos a ningln proceso de biorremediacion y

unicamente se determind la concentracién total de Phe y Py presentes.

Estas concentraciones fueron determinadas por cromatografia de gases segun se

describe en el anexo A.

54 Comparacion entre la fraccion disponible y el porcentaje de
degradacién en muestras del experimento de biorremediacion

Se calculd un porcentaje considerando como la fraccidn disponible ¢ degradable,

a las concentraciones presentes antes de llegar al punto de inflexion de la curva

de extraccién multiple (figura 11). Se consideré como la concentracién total (el

100%) a aquella que fue determinada por soxhlet para las muestras antes de la

biorremediacion.

Fraccion
disponible

concentraclén en el extracto

tiempo

Figura 11. Curva de extraccion miiltiple hipotética de un contaminante, donde se
observa la fraccién disponible antes de llegar al punto de inflexion de la curva
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Se compararon los porcentajes de degradacion experimental de Phe y Py que se
obtuvieron en 5.2.4 y los porcentajes de disponibilidad calculados a partir de los

datos obtenidos en la extraccién multiple.

En el caso de los suelos organicos se calculd Unicamente el porcentaje

disponible que podria alcanzarse en caso de una biorremediacion.

6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Determinacién de fenantreno y pireno en muestras de diesel y petréleo.
Tanto el fenantreno (Phe) como el pireno (Py) se encuentran presentes en el
diesel y el petrdleo en cantidades altas®, figura 12. En el diesel se encuentran
314 mg kg™ de Phe, y 559 mg kg™ de Py . En el caso del petréleo se tiene 3049
mg kg” de Phe y 702.9 mg kg™ de Py

mPhe
@mPy

concentracién {mg kg™

Diesel Petréleo

Figura 12. Concentracién del fenantreno (Phe) y pireno (Py) en muestras
de diesel y petréleo
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? Los valores se encuentran en el anexo C,
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6.2 Contaminacién de suelos limpios y extraccion.

En general se presentaron dificultades en la contaminaciéon de muestras de
suelos en laboratorio, debido a que la recuperacion (con butanol, etanol o soxhlet)
de los contaminantes en estos suelos fueron muy bajas. Este puede deberse, en
parte, a fallas en el proceso de contaminacién como es el hecho de haber
contaminado suelos secos con organicos, ya gque como dice Northcott (2001), la
contaminacion asi aumenta el aislamiento porque el suelo se enriquece en sitios
activos de sorcion que normalmente estan ocupados por agua, dando como
resultado un porcentaje alto de compuesto sorbido. La falta de homogenizacion
en la contaminacion también pudo haber sido otra causa de los errores en la
recuperacion.

Por otro lado, se observd que las recuperaciones del etanol y butanol eran
similares para un suelo contaminado en laboratorio con una mezcla de Phe y Py
(tabla 5)  Sin embargo, las cantidades recuperadas son bajas ‘respecto ala

contaminacion real de las muestras

Tabla 5. Concentracion de Fenantreno (Phe) y Pireno (Py) disponibles en
extracciones no exhaustivas (con butanol y etanol) hechas en muestras de suelo

contaminadas en laboratorio con una mezcla de los dos compuestos.

Fenantreno - Pireno
%o Yo
Solvente (mg Kg ™) | recuperacion | (mgKg™) | recuperacién
Concentracion real |7 92 42
Etanol 95% 16(18) 202 2125) 50
Butanol 22(23) 2738 20(23) 476

6.3 Seleccidon de solvente.
Debido a los problemas presentados en la contaminacion de suelos que

impidieron observar el comportamiento de los contaminantes con respecto a los
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solventes, la seleccidn del solvente fue realizada con base en los reportes que
existen en la bibliografia. Kelsey (1997) ha sugerido el usoc del butanol como
extractante de la fraccion disponible de fenantreno, tanto para lombrices como
bacterias (2.5.2) Estudios posteriores {Chung, 1999) han propuesto al butanol
como extractante de la fraccidn disponible del pireno, mientras que para el

fenantreno se ha sugerido el uso de etanol.

6.4 Monitoreo de la degradacion mediante determinacién de HTPs en suelos

de Pefia Colorada durante el experimento de biorremediacion.

De los resultados obtenidos en el monitoreo de HTPs para evaluar la eficiencia
del experimento de biorremediacion se observd que en la mayoria de los cajones
se alcanz6 una degradacion superior al 80%, pero no se observd una relacion

clara entre la eficiencia de la degradacion y la cantidad suelo:lodo (CIMA, 2001).

Para la determinacion de la fraccion disponible se utilizd unicamente las muestras
de la ZE y Plv debido a que estas presentaban el mismo contaminante y
mostraban un comportamiento disimil a lo largo del experimento de
biorremediacién (alto porcentajé de degradacién para ZE y un bajo porcentaje de
degradacion para Plv). Los resultados para estos dos sitios se encuentran en la
tabla 6

Tabla 6. Comienido de hidrocarburos totales del petréleo en muestras de Zona de

Embarque (ZE} y Polvorin ( Plv) durante el experimento de biorremediacion

Muestra Contenido de HTP (mg Kg™) %

0 dias 30 dias 45 dias 65 dias 80 dias | degradacién

ZE 11818 6 402 7185 7234 4 545 62
Plv 9 966 9 009 9267 7 828 9 085 38
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Los datos muestran que sblo en el suelo de ZE hubo una degradacion efectiva del
62% luego de los 80 dias. En la figura 13, que muestra la evolucién de la
biodegradacién de hidrocarburos en el suelo de ZE* se puede observar un
comportamiento bifasico de los HTP a lo largo del tiempo de duracion del
experimento. En los primeros 30 dias se advierte la existencia de una fase
répida donde se consumen, probablemente, los hidrocarburos facilmente
desorbibles o disponibles. En la segunda fase, entre los 30 y 80 dias, se observa
un comportamiento que refleja el momento en que la desorcién se vuelve lenta y

la actividad de los microorganismaos esta limitada por esta disminucion.

Segun los datos proporcionados por CIMA (2001), la actividad microbiana
también mostré un comportamiento variable en el tiempo durante el experimento
de biorremediacion (fig 14). En los primeros 45 dias se nota un maximo en el
numero de las comunidades degradadoras que estad relacionado con una
actividad de los microorganismos acelerada debido a la mayor concentracion de
hidrocarburos disponibles. Pasado este tiempo se aprecia un descenso en el
numero de comunidades degradadoras, que permanece constante hacia el final
Esta disminucion esta relacionada con una cantidad de hidrocarburos disponibles
limitada por ia baja en la velocidad de desorcidon de los hidrocarburos sorbidos en

la matriz del suelo

' En la Zonda de Embarque (ZE), la fuente de contaminacion del sitio, lo constituye un tanque de
almacenamiento de diesel
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Figura 13.- Concentracién de hidrocarburos totales de petréleo en el transcurso

del experimento de biorremediacién en el suelo de “Zona de Embarque “ (ZE),
(M.O. =08 %)
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Figura 14. Unidades Formadoras de Colonias (UCF) en el transcurso del
experimento de biorremediacién en el suelo de Zona de Embarque (M.O. =0.8 %).
Segun datos proporcionados por CIMA (2001)

En el caso del suelo de PIV® se tiene una baja degradacién de hidrocarburos de

8 8% que se ve reflejada en una linea semi horizontal sin mayores variaciones

(figura 15)

> En el Polvorin (Pv), la fuente de contaminacion esta dada por el trénsito de vehiculos pesados y el almacén
de combustible que se encuentra aht.
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Figura 15.- Concentracién de hidrocarburos totales de petroleo en el transcurso

del experimento de biorremediacion en el suelo de Polvorin (M.O. =1.1 %)

Otra vez, a partir de los datos de CIMA (2001) se realizé la figura 16, en la que se
observa una poblacién relativamente estable de microorganismos, menor a la
presente en ZE, a lo largo del experimento. Pero al igual que en el caso de la ZE,

en los primeros 30 dias se tiene un maximo en el UCF, a continuacién se observa

un ligero descenso, en el numero de colonias.
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Figura 16. Unidades Formadoras de Colonias (UCF) en el transcurso del
experimento de biorremediacién en el suelo de Polvorin (M.O. = 1.1 %). Segtn
datos proporcionados por CIMA (2001)
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Estos contrastes en los porcentajes de degradacion de ZE y Plv podrian ser
explicables a partir de ias diferencias en las cantidades de hidrocarburos que

estan disponibles para la degradacion.

6.5 Determinacién de fenantreno (Phe) y pireno (Py) en muestras
seleccionadas antes y después del experimento de biorremediacion y en
muestras de Tabasco.

En las muestras de ZE y Plv )Pefia Colorada se puede observar que el Phe y el

Py tienen un presencia inicial importante antes del proceso de remediacién, pero

permanecen aun después del procesa’®, figura 17.
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1 Phe después
£1Py antes

O Py después

concentracién (mg k
8 o 8 %
I3 1 1 13

5 4

ZE Plv

Figura 17. Concentracion de Fenantreno (Phe) y Pireno (Py) en muestras de “Zona
de Embarque” (ZE} y “Polvorin” (Plv), antes y después de la remediacion

Es interesante anotar que aunque los dos sitics no tienen concentraciones
iniciales de HTP muy diferentes (ZE de 11818 ppm y Plv 9966 ppm, ver 6.1), sus

concentraciones inictales de fenantreno y pireno son casi tres veces mayores.

¢ Los valores se encuentran en el anexo C;
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Una diferencia en la composicion de los HTPs podria ser un factor importante en
la disponibilidad de los hidrocarburos, porque un aito contenido de hidrocarburos

de bajo a medio peso molecular favoreceria la biodegradacion.

En la figura 18" se muestran los HAPs presentes en ZE antes y después de la
biorremediacion, donde se puede observar que existe una degradaciéon marcada
de los HAPs de peso molecular medio. Suponiendo que en los contaminantes
presentes en ZE predominen los hidrocarburos de peso molecular medio y bajo
(p.e. Py porcentaje de degradacion de 98%) que pudieran tener una alta
participacion en el proceso de biorremediacion (porcentaje de degradacion de
HTPs de 62%).

. -1
concentracion myg kg

Figura 18. Concentracion de hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAPs) en la
Zona de Embarque (ZE), antes (& ) y después (¢ } de la remediacion.

7 Los valores se encuentran en el anexo Cs. TESIS CON
{ FALLA DE ORIGEN
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En la figura 19 ° se muestra los HAPs presentes en Plv antes y después de la
biorremediacion, donde se puede observar una degradacion moderada ( en
comparacién a ZE) de los HAPs de peso molecular medio  Suponiendo que este
suelo contaminado se encuentre enriquecido en hidrocarburos de alto peso
molecular, y ademas considerando que presentd un porcentaje de degradacion de
HTPs del 8.8%, podemos suponer que |la degradacion de los HTPs fue limitada

principalmente por la falta de disponibilidad de los hidrocarburos de alto peso

molecular
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Figura 19. Concentracién hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAPs)

en el “Polvorin” (Plv), antes (» ) y después (¢ ) de la remediacion

En el caso de los suelos organicos de Tabasco, la repeticion de la concentracion
total no fue buena El hecho que este suelo tenga altos porcentajes de materia
organica, que hacen que se lo clasifique como extremadamente rico (= 4 21%),

pudo haber afectado la homogenizacion de la muestra

¥ Los valores se encuentran en el anexo Cs TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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6.6 Determinacion de la fraccion dispornible en suelos contaminados.

Los resuitados obtenidos para la extraccidn multiple realizada para los suelos
minerales (ZE y Plv) y organicos (T), se muestran en la tabla 7. Aqui se
encuentra la informacion sobre las cantidades de Phe y Py extraidas con butanol

para los diferentes tiempos

Tabla 7. Cantidad de pireno y fenantreno extraidos con butanol antes y después de

fa biorremediacién (ND= no detectado)

Muestra Tiempo de Fenantreno (Phe) Pireno ( Py)
extraccion (mg Kg ™ (mg Kg ™
(horas) Antes Pespués Antes Después
Repeticion - A B A B
ZE. 0 164 165 ND 183 202 04
2 03 14 ND 17 15 05
4 ND ND ND 03 ND 0.6
8 ND ND NP 03 ND 06
23 ND ND 03 ND 0.6
Conc disponible 167 179 20.3 217 15
Plv 0 16 16 15 04
2 ND ND 05 03
4 ND ND 0.3 ND
8 ND ND 03 ND
23 ND ND 02 ND
26 ND ND 03 ND
Conc disponible 16 16 23 67
T 0 03 31 27 01
2 03 29 21 7.1
4 17 57
8 01 13 15 48
23 ND 13 0.3 35
26 ND 12 ND 34
100 ND 13 0.1 36
Conc disponible 0.7 9 66 312
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Para ZE (M.O = 0.8%) se realizé una repeticién para la extraccion multiple en la
muestra de suelo antes del proceso de remediacién. La repeticion resultd buena
y no presentd ninguna otra complicacion. Pero en el caso de T que cuenta con
altos porcentajes de materia organica, que hacen que se lo clasifigue como
extremadamente rico (>4.21 %), no se logré una buena repeticion. Esto puede
estar relacionado con alto contenido de M.O. que afectd la homogenizacion, o que
al ser la M.O. muy heterogenea, los procesos que se dan en ella varian

grandemente y por tanto son dificilmente repetibles.

A partir de los datos de la tabla 7 se realizaron las graficas para los diferentes
suelos, en las que se representé la cantidad de contaminante extraido en funcion
del tiempo de extraccidn, antes y después del proceso de remediacion. Esto se

hizo con el objeto de observar la diferencia en la extraccion multiple de la fraccion
disponible en las dos fases de la biorremediacion. Las graficas que representan
la extraccién multiple de la fraccién disponible del pireno antes del proceso de
remediacion (figuras 20,21, 22) muestran que para los suelos mineraies, ZE y Ply,
esta fraccion se obtiene en las primeras 2 y 5 horas respectivamente; mientras
que para T con un suelo orgénico la liberacion de la fraccion disponible se
prolongd hasta las 40 horas, razén por la cual el tiempo de agitacidon se prolongd
hasta las 100 h. Después de estos tiempos fas curvas se tornan asintéticas, lo
que indicaria que se ha iniciado la fase de desorcién lenta del compuesto. Este
comportamiento particular de los suelos organicos podria ser debido a que los
compuestos estén fuertemente adsorbidos a la M.O., circunstancia que induce a
que la fraccion disponible de fenantreno y pireno se libere mas lentamente que en
los suelos minerales. Esto hace pensar en la materia organica como agente
reductor de la disponibilidad. Sin embargo, en condiciones de campo otras
razones también limitan la disponibilidad de estos hidrocarburos en el suelo de

Tabasco, como son las condiciones del medio, andxicas la mayor parte del afio.
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Figura 20. Curvas de extraccion para el pireno, Zona de Embarque, antes(m) y

después(e+ ) de la biorremediacién
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Figura 21. Curvas de extraccién para el pireno, Polvorin, antes (m ) y

después (¢ ) de la biorremediacion
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‘Figura 22, Curva de extraccién para el pireno, Tabasco

En las graficas 20 y 21 se puede observar la extraccion multiple de la fraccion
disponible de Py después de |la remediacién. En el caso de ZE, la curva despues
de la remediacién no presentan una fraccion disponible o de rapida desorcién
importante, lo que podria explicarse por la influencia de este procesoc que
conduce a una reduccion marcada en la disponibilidad de los contaminantes en el
suelo, lo que puede ser debido a que fue esta fraccion la que participd en el
proceso de degradacion. En consecuencia, el cese en la biodegradacion puede

ser atribuido a la disminucién en esta fracciéon

En el caso de Plv, las curvas antes y después de la biorremediacion tienen una
variacion menos acentuada (en contraste con ZE), lo que nos hace suponer que

la biodegradacion aun no se ha desacelerado compietamente.

En el caso del Phe, la grafica 23 muestra la cinética de éxtraccién para ZE antes
del experimento de remediacidon. Se puede observar la presencia de una
fraccion significativa de Phe disponible. Después de la remediacion no existe
recuperacion de Phe (tabla 7), lo que nos indica que no existe mas compuesto

disponible y que la fraccidén de desorcion lenta es la que controlara a partir de ese

53



momento la biodegradacion Para el Plv, la recuperacién es pobre antes y
después de la remediacidn (tabla 7) lo que seria un indicio que la fraccién
disponible no se afecta por la biodegradacion y que la disponibilidad de este

compuesto en este suelo es baja.

Phe(mgKg'1)
© >N RO

10 15 20 25

tiempo (h)

Figura 23. Curvas de éxtraccion para el fenantreno, Zona de Embarque, antes

de la biorremediacion

6.7 Comparacion entre el poréenta}e disponible y el porcentaje de
degradacion en muestras de un experimento de biorremediacion.
Como lo sugiere Cornelissen (1998), se utilizaron los compuestos que
presentaron una degradacion significativa al final del experimento de remediacion,
Para el célculo aproximado del alcance del experimento de biorremediacion, se
utilizd al Phe y Py por sus porcentajes de degradacién (98% y 92% ZE ; 64% y
19% Plv ) en el experimento de remediacién. En la Tabla 8 se muestra las
concentraciones de Phe y Py totales y disponibles con butanol, y los porcentajes

de degradacion vy disponibles.
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Tabla 8. Concentracibén de fenantreno (Phe) y pireno (Py) totales (extraidos con

hexano) y disponibles (extraidos con butanol) en suelos minerales (ZE y Plv) y

organicos (T), y porcentajes de degradacién calculados a partir de Jas

concentraciones totales y disponibles

Fenantreno Pireno
Muestra conc. fraccién cong, fraccion
total disponible | % Y% total disponible | % %o
(mgKg™") | (mgKg") | disp’ | degr'® | (mgKg™) | (mgKg™) | disp |degr
ZE 34.6 17.9 52 93 26.5 217 82 92
Plv 10.2 16 16 64 87 23 26 19
T 342 07 20 183 6.6 36
(20.79) 9 43) (67.47) (31.2) (46)

En la figura 24 se pueden observar l0s porcentajes disponibles calculados a partir
de la exiraccién muitiple de la fraccién disponible del. Py y los porcentaje reales
que se obtuvieron al final de la biorremediacion en los suelos minerales de ZE
(82% y 92% respectivamente) y Plv (26% y 19% respectivamente). Los
porcentajes de degradacion y disponibles tienes una diferencia de alrededor de
10 puntos y puede deberse a multiples factores: a) probable generacion de
surfactantes'’ por los microorganismos que se adicionaron con los lodos Yy que
aceleraron la mineralizacion a pesar de una desorcion mas lenta de la fraccion
(ZE);

velocidad de mineralizacion que estaria provocando que en Plv |a desorcion sea

disponible, b) posible diferencia entre la velocidad de desorcién y la
mas rapida que la mineralizacién y por tanto el porcentaje disponible sea mayor
que el experimental, mientras que en ZE la desorcion seria mas lenta que la
mineralizacion y por ende el porcentaje calculado seria mayor que el

experimental.

® Porcentaje disponible
' Porcentaje degradado
Los surfactantes actuan en la superficie o interfase entre una fase polar y otra no polar modificando las

propiedades de las fases Esta caracteristica es la que facilita 1a liberacion de los HAPs sorbidos al suelo,

con lo cual favorecen la biorremediacion



La diferencia entre la velocidad de mineralizacién y la velocidad de desorcion ha
sido atribuida a la existencia de comunidades microbianas nativas, adaptadas a la
minerafizacion de los HAPs. Estas comunidades alteran la velocidad de
desorcion en suelos envejecidos, de manera que el contaminante sea desorbido
en cantidades suficientes para asegurar su subsistencia (Carmichael, 1997,
Guthrie, 1998). En los suelos estudiados se ha determinado la existencia de
comunidades microbianas degradadoras nativas (CIMA, 2001), y su actividad

pudo haber afectado la cinética de desorcion de los HAPs.

]
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Figura 24. Comparacién de los porcentajes de degradacién de pireno en

suelos minerales (ZE y Plv) y orgéanicos (T), obtenidos a) experimentalmente en la
biorremediacion, y b) calculados a patirde la cinética de Ia extraccion miiltiple de
la fraccién disponible con butanol

En el caso del Phe, el calculo del porcentaje de degradacion con base en la
extraccidn de la fraccion disponible fue de 52% en ZE y de 16% en Plv, y los
porcentajes obtenidos al final del experimento de degradacion fueron de 98%
para ZE y de 64% para Plv {figura 25), debido probablemente a que el butanol no
es el extractante adecuado para la extraccion de la fraccion disponible de -

fenantreno.
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Figura 25. Comparacién de los porcentajes de degradacién de fenantreno en
suelos minerales (ZE y Plv), obtenidos a) experimentalmente en la
biorremediacién, y b} calculados a partir de la extraccion maltiple de Ia fraccién

disponible con butanol

Como se sabe {5.1.2) los sedimentos que participaron en el experimento
provienen de los terreros caracterizados por un bajo contenido de M.O. y una
fertiiidad limitada. Sin embargo es comun la presencia de liquenes y hongos, y en
algunos tefreros se puede observar la presencia de pastos y material vegetal
apetecible para el ganado (PIQAYCA, 1991). De ahi que posean bajos contenido
de materia organica, de 0.8% para la ZE y de 1.1% para el Plv. Se ha dicho que
la adsorcién en la materia organica es el principal mecanismo que retarda el
movimiento de los contaminantes en suelos con un contenido de materia
organica superior al 0.1%(Chiou, 1989; MclLeod, 2000} Sin embargo, no existe
un contraste significativo en el contenido de M.O. que explique la diferencia en la
disponibilidad de los contaminantes en los suelos minerales de Pefia Colorada.
En el caso de los suelos organicos (T), los porcentajes disponibles fueron de 20 y
36% para el Phe y Py, respectivamente. Desafortunadamente no se pudo

comparar estos resultados con porcentajes de degradacion experimentales que-
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nos hubieran permitido evaluar el comportamiento de los extractantes en suelos

con un alto contenido de M.O

Otro factor significativo en la disponibilidad de los contaminantes en los suelos es
el envejecimiento. Sin embargo, carecemos de los datos acerca del tiempo de
contaminacion de estos suelos que nos permitan comparar €l comportamiento de
jos suelos frente a |la degradacion En todo caso sabemos que se trata de suelos
que han sido continuamente contaminados desde hace mas © menos tres
décadas por lo que se debe esperar una presencia substancial de la fraccién de

lenta desorcién que limitard el éxito de cualquier programa de remediacion.

En suma, la degradabilidad de los contaminantes en los sitios de estudio (ZE y

Piv)esta condicionada por muitiples factores como:

i) La disponibilidad de los contaminantes, sea que éstos estén sorbidos o aislados

en microporos.
i} Actividad de microorganismos adaptados a la mineraliazacidon de HAPs, que
modifican la relacidén entre la velocidad de mineralizacion y la velocidad de

desorcion y de lo cual se habld en parrafos anteriores.

i) Condiciones ambientales, pH, temperatura, contenido de nutrientes, presencia

de oxigeno, durante el experimento de biorremediacion

iv) Diferencias en la composicion de los contaminantes de ZE y Plv. La presencia

de compuestos de alto peso molecular en Plv dificultan la biodegradacion.
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7. CONCLUSIONES
Los contaminantes en cuestion (diesel vy petréleo) y los suelos analizados,

tienen Phe y Py en cantidades significativas.

Upa misma concentracidén de HTPs representa diferentes composiciones de
hidrocarburos.  Por esta razén este parametro no puede ser utilizado para
evaluar el riesgo en un suelo contaminado. Su utilidad en el caso de estudio

es para evaluar el progreso de un experimento de biorremediacion.

Para evaluar el riesgo que representa la exposicion de los organismos a
compuestos téxicos en el suelo, se requiere conocer la concentracion que esta
disponible para la especie en cuestion. Las extracciones exhaustivas (Soxhlet)
no reflejan la cantidad de contaminante disponible para los microorganismos
porgue se ha demostrado en este y anteriores experimentos (Kelsey, 1997)

que solo una fraccion del total es la que se encuentra disponible.

Debido a que la estructura y caracteristicas del Py y Phe se encuentran en
otros HAPs cancerigenos, se los utilizd para |la evaluacion de la fraccidon

disponible.

El butanol extrae los compuestos en solucién acuosa y/o adsorbidos a las
superficies. El grado de accesibilidad del soivente a los compuestos
adsorbidos depende del tiempo y la velocidad de agitacidbn. Un tiempo y
velocidad excesivos harian que el solvente altere excesivamente |la
conformacién de la MO (2.5.2) permitiendo que sean liberados los
hidrocarburos que se encuentran dentro de la M O. o fuertemente adsorbidos a

los nanoporos en los agregados del suelo,

La cantidad de Py extraido del suelo por el butanol antes del punto de inflexion

de la curva de extraccion, es aproximadamente similar a la fraccién disponible
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para los microorganismos, lo que sugiere que a partir de la fraccion
rapidamente desorbible de HAPs de bajo peso molecuiar, como el Py, se
podria predecir aproximadamente la magnitud a la cual los HAPs podrian ser

degradados sin ser limitados por ia desorcion

El comportamiento del Phe en la extraccion multiple de la fraccion disponibie,
no concuerda con resultados del experimento de biorremediacion.
Probablemente esto se deba a una falta de afinidad entre el solvente (butanol)

y el Phe

Esta evaluacidn de la disponibilidad puede servir como una primera
aproximacion mas no se debe perder de vista el hecho que el solvente a
usarse en la experimentacion debe ser elegido de acuerdo al contaminante y a

la especie de interés.

En los suelos mineraies, la fraccion disponible de Phe y Py se liberé mas
rapido que en los suelos organicos debido a la accion de la M.O. como agente

reductor de la disponibilidad.

La baja disponibilidad de los HAPs como el Phe y Py en el suelo puede ser la

causa de la limitacién en su degradablilidad.

La fraccién de HAPs disponibles o rapidamente desorbibles disminuye con la

biorremediacion

Esta evaluacidbn de la disponibilidad se presenta como un acercamiento
econdmico, rapido y facil para predecir el alcance de un proceso de
biorremediacién  El conocimiento de la disponibilidad aproximada de un
contaminante organico en el suelo es un factor importante a la hora de tomar

decisiones, relacionadas con el saneamiento de sitios contaminados, porqgue
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permite escoger la técnica mas adecuada para el suelo a tratar. Sin embargo,

la evaluacion esta limitada a un solo compuesto, pireno.

l.a actividad de los microorganismos nativos y los presentes en los procesos de
biorremediacidon en los suelos minerales de Pena Colorada, consume la
mayoria de la fraccion rapidamente desorbible o disponible, dejando al suelo
enriquecido en las fracciones de lenta desorcidon. Este hecho hace que la
disponibilidad del contaminante se reduzca, y por consiguiente su toxicidad,
pero esta circunstancia limita también los alcances del experimento de

remediacion al no permitir retirar la totalidad del contaminante.

8. RECOMENDACIONES

Las velocidades de desorcidn y mineralizacion en suelos envejecidos y frescos
son diferentes  Por tanto cualquier estudio de disponibilidad que se realice

debe tener claras estas diferencias a la hora de evaluar los resultados.

Diferencias metodolégicas en los procedirhientos, como el tiempo de agitacion,
entre el presente y otros estudios pueden explicar la variacion en la
extractabilidad de los compuestos. El tiempo de agitacidon ha variado entre
segundos de agitacion (con vortex o manual) a horas de agitacion, dando como
resultado diferencias en las cantidades finales extraidas Por esta razon,
estudios posteriores deberan evaluar la influencia del tiempo de agitacion en la

extraccion multiple de la fraccién disponible.

El método de analisis de la disponibilidad que se aplique, debera estar
orientado por los objetivos del estudio. Es decir, debe estar claro que se
quiere averiguar con ello, a) la toxicidad de un contaminante b) el alcance de

un proceso de remediacion o c¢) una probable bioacumuiacién del
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contaminante Las evaluaciones bioldgicas de la disponibilidad son el
instrumento mas idoneo para evaluar la toxicidad de un contaminante. Un
analisis quimico basade en {a extraccion de la fraccion disponible es el mas
indicado a la hora de evaluar el alcance de un proceso de remediacion. Por
uitimo, la bioacumulacién de contaminantes en organismos, especiaimente

peces, es estudiada utilizando modelos tedricos.

Los analisis de disponibilidad que se realicen deberan tener en cuenta la
existencia de comunidades microbianas degradadoras nativas, debido a que

éstas alteran las velocidades de desorcion de los contaminantes en el suelo.
No se puede ignorar la existencia de una fraccion de lenta desorcion, pues

ésto puede ocasionar una sobreestimacidon de la movilidad y la disponibilidad

de los contaminantes.
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Anexo A
Cromatografia de Gases
La cromatografia es un método fisico de separacion de los componentes de una
mezcla, los cuales se distribuyen entre dos fases. Una de las fases la constituye
un lecho estacionario y la otra es un gas que pasa a través de este lecho. En el
caso de la cromatografia de gases, la fase mévil esta constituida por un gas de
arrastre y la fase estacionaria por su parte, esta hecha de un material

adsorbente que separa los componentes presentes en [a fase movil.

Método de Extraccion

Se utilizé la técnica de extraccidbn para hidrocarburos del petrdleo

UNEP/IOC/IAEA (1992), Reference Method No. 20 UNITED NATIONS EXPERTS

POLLUTION (UNEP), aplicando una limpieza con hexano a todo el material de

vidrio, papel filtro y fibra de vidrio por 4 horas en ef sistema soxhlet.

1. Pesar 5 g de suelo humedo en papel filtro previamente purificado y doblar en
forma de cartucho

2. Por medio de una pinza introducir el cartucho en el Soxhlet

3. Adicionar un mezcla extractante de diclorometano — hexano' relacion 5:5 al
matraz bola de 250 ml de capacidad. |

4. Montar e} sistema de extraccién por 8 horas

5. Al término del tiempo de extraccion, concentrar la muestra en el soxhlet,
retirando paulatinamente el solvente presente en la cdmara del soxhlet hasta

un volumen aproximado de 3 a 5 mi

Limpieza del extracto

1. Para esto se utilizaron columnas empacadas en himedo con hexano, en el
siguiente orden: fibra de vidrio + 4 g de silica get + 4 g de alumina y sulfato de
sodio anhidro. Antes de su uso, la silica gel y la alumina fueron activadas a

200 °C durante 12 horas y posteriormente desactivadas al 5% en peso/peso

' 1os reactivos deben ser grado cromatografico
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con agua tridestilada. El sulfato de sodio anhidro fue activado por 12 horas a
400° C.

. Se vacio el concentrado obtenido en la extraccion en las columnas con ayuda
de una pipeta pasteur y se abrid la llave de la columna de manera que se
asegure un goteo continuo. Cuando liegd casi a la sequedad en la superficie
del sulfato anhidro, se adiciond una alicuota de hexano a manera de enjuague
y asi sucesivamente hasta llegar a los 4 enjuagues. Al término de los lavados,
se adicionaron 20 mi de hexano para obtener la fraccidon de hidrocarburos
alifaticos. Cuando se llegd casi a la sequedad, se dispuso de otro matraz para
colectar la fraccidn de hidrocarburos aromaticos, adicionando 30 ml de una
mezcla de hexano-diclorometano (9:1). Nuevamente al llegar casi a |
sequedad se adiciona 20 ml de hexano-diclorometano (5:5) hasta el final.

L a fraccidn de hidrocarburos aromaticos fue concentrada en un rotavapor.

Los concentrados fueron pasados por un sistema de sequedad (minivap) con
- flujo de nitrégeno  Para la fraccion de interés, los aromaticos, los enjuague se
hicieron con una mezcla hexano-diclorometano. Una vez secos los viales en
el minivap, se retiran, se tapan y se etiquetan. De esta forma se guardan a
4°C hasta su analisis en el Cromatografo de Gases.

. Se reconstituyeron los viales con 1 m| de isooctano. |

Estos extractos fueron pasados por el Cromatégrafo de Gases, detector de
ionizacion de flama, GC-FID. El limite de deteccion se tomd en 0.1 ppm.

Se inyectd en el cromatdgrafo 1 pl de muestra.

Se inyectd 1 pl de estandar de aromaticos con una concentracion conocida de

20 ppm.

Calculo de la concentracion

Obtenido los cromatogramas correspondientes a las muestras y al estandar, se

aplico la siguiente formula:

ug/goppm = Area muestra Vol inyectado STD (ul) Coc. STD (ug mi') Aforo muestra (ml)

Area STD Vol inyectado muestra Peso de la muestra (g o 1)
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Anexo B

Determinacion de Hidrocarburos Totales de Petréleo, HTP, por FTIR

La espectrometria de infrarrojo con transformada de Fourier, FTIR, es uno de los
principales métodos de deteccién de HTP en suelos. A partir de este método se
ha definido los HTP como cualquier compuesto extractable con hexano el cual no
es removido por el éxido de aluminio y puede ser detectado por FTIR en una
jongitud de onda especifica. Esta técnica mide la vibraciéon que ocurre cuando
una molécula absorbe energia en la region del infrarrojo en el espectro
electromagnético. Los grupos funcionales C-H tienen frecuencias e intensidades

de absorcién de entre 2900 y 3000 cm™ en el espectro.

Método de extraccion

Se utilizé el método de extraccion con soxhlet, como se describe a continuacion:

1. Pesar 5 g de suelo himedo en papel filtro (previamente lavado con hexano en
el soxhlet por 8 horas) y doblar el papel en forma de cartucho.

2. Por medio de una pinza introducir el cartucho en el soxhlet

3. Adicionar 150 mL de hexano grado cromatografico al matraz bola de 250 ml de
capacidad.

4. Montar los soxhlets en el sistema de extraccion a una temperatura cercana a
los 80°C por 10 horas.

5 Al término del tiempo de extraccidn, concentrar la muestra en el soxhlet,
retirando paulatinamente el solvente presente en la camara del soxhlet hasta

un volumen aproximado de 3 a 5 ml en el matraz.

Limpieza del extracte

Se realiza para evitar las interferencias con otros compuestos que hayan podido
salir durante la extraccion.  Segun la técnica, el extracto debe pasar a traves de
una columna de 6xido de aluminio, el cual actia como sorbente. A continuacion

se describe brevemente el proceso:
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Lavar las columnas de separacion con acetona grado HPLC |

2. Empacar {a columna con oxido de aluminio (alumina) con un grosor

aproximado de 4 cm.

3 Pasar el extracto por la columna empacada y realizar el enjuague del matraz

para evitar pérdidas.

Colectar el extracto en probetas graduadas y tomar nota del volumen obtenido

que sera utilizado en la determinacion de la concentracion del extracto.

Método Analitico

Se utilizd el método DIN 38-409 H18 modificado para suelos, el cual emplea la

espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) (Arellano, 2000).

1

Calibracion del equipo utilizando como estandar el mismo contaminante o

en caso de no existir este, usar escualeno

Previo a la lectura de las muestras, el material empleado se enjuaga con
acetona.
Colocar 3 pL del extracto en la celda de cuarzo limpia y evaporar el

hexano completamente con nitrégeno por 3 minutos aproximadamente. De
lo contrario el hexano puede interferir absorbiendo radiacion en la region
de interés. '

Adicionar 3 mL de 1,1,2-triclorotriflucretano a la celda de cuarzo e
introducirla al equipo. Para la lectura se emplean las intensidades de

absorcién de los grupos CHs a 2960 ecm™ y CH, 2 2929 cm™.

Calculo de la concentracion

Con los datos de absorbancia obtenidos en el FTIR, para las longitudes de onda

de 2960 y 2929 aproximadamente, se realizan los siguientes calculos:

E1 + E2 «1 Vol o
83ml/imgem S4mlimgem ¢ m

Concentracion= F *

donde;
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F = factor de correcion 1 4

¢ = espesor de lacelda (1 cm)

Vol = volumen del extracto obtenido del filtrado (ml)

m = peso de la muestra (Kg)

fd = factor de dilucion

E1 = Absorbancia de la banda del grupo CH;

E2 = Absorbancia de la banda del grupo CH,
A esta concentracion, , se realizdé una correccién dependiendo dei tipo de
contaminante que traia la muestra, de la siguiente manera:

Concentracion giesel =0.8649 * C, - 0 00028658
A estas concentraciones resultantes se les resto el valor del blanco.
Para este método modificado se ha reportado un limite de deteccion de: 0.003
mg mi"(Arellano, 2000).
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Anexo C

petréleo
Muestra Phe Py
mg Kg mg Kg ™
Diesel (0.06 g) 314 4 550.7
Petroleo (0.04 g)|  304.9 702.9

se muestra la concentracion inicial.

Tabla C,. Concentracion de Fenantreno y Pireno en muestras de diesel y

Tabla C,. Concentraciones de fenantreno y pireno totales antes y después
de la remediacidn, y porcentajes de degradacién, en suelos de Zona de

Embarque (ZE) y Polvorin (Plv). Para los suelos organicos de Tabasco (T)

Fenantreno (mg kg™)

Pireno(mg kg™)

Muestra | antes |después| % Antes [después; %
degrd degrd
ZE 346 08 98 26.5 21 92
Plv 102 3.7 64 8.7 7 19
T 3.42 183
(20 79) (67.47)
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Tabla C;. Concentraciones de hidrocarburos policiclicos aromaticos, antes

y después de la remediacion en suelos de Zona de Embarque (ZE)

Compuesto Antes Antes’ Después
Naftaleno 1 37 1.80 :
Acenaftileno 2.84 2.97 08
Acenafteno 532 6 51 0.5
Fluoreno 1753 2047 04|
Fenantreno 3464  39.05 08
Antraceno 4272 4539 0.8
Fluoranteno 3508 36.31 0.6
Pireno 26.47  27.71 21

Tabla C4;. Concentraciones de hidrocarburos policiclicos aromaticos, antes

y después de la remediacién en suelos de Polvorin (Plv)

Antes | Después
Acenaftileno| 277 001
Acenafteno | 258 0.01
Fluoreno 632 0.23
Fenantreno | 10.18 368
Antraceno 13.67 8 49
Fluoranteno | 12 95 527
Pireno 8.66 712
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Anexo D

Caracterizaciéon quimica y fisica de los lodos de la planta de tratamiento,

CIMA (2001)
MUESTRAS
PARAMETROS Pila de lodos secos Pila de lodos frescos
% humedad 92 84 956 05
% nitrégeno total 2.471 2042
% materia organica 5537 58 09
PH 7.35 7.44
Conductividad eléctrica 1.514 1760
(nScm™) |
Fésforo total (ppm) 12 075.47 12 78301
Fosforo disponible 654.72 567 66
(ppm)
Cu (ppm}) 259.8 2902
Mn (ppm) 3824 2306
Zn {(ppm) 2471.00 3 404.00
Fe % 59 4.9
Pb (ppm) 170.6 918
Ni (ppm) 31.7 17 3
Mg (ppm) 3 730.00 4 080.00

Bacterias identificadas en lodos y suelos contaminados

LUGAR DE AISLAMIENTO

ESPECIE

Lodo residual (planta de tratamiento)

Serratia plymuthica
Serratia rubidaea
Pseudomona spp.

Chryseobacterium spp.
Cedacea spp.
Vibrio spp.
Salmonella spp.
Enterobacter cloacae

Suelo Plv

Vibrio vulnificus
Vibrio spp.
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