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Resumen

Se evalué y comparé el porcentaje de remociéon de diesel (fraccibn media de
hidrocarburos) en suelo mediante fito-remediacion convencional y asistida con BPCV
en suelo contaminado por diesel, empleando Rye grass (Lolium perenne) como
especie vegetal para ambos tratamientos y AZm1 (Azospirillum lipoferum) como
bacteria promotora de crecimiento vegetal (BPCV). Se confirmo la hipétesis: la fito-
remediacién asistida tuvo un porcentaje de remocién de 84% en comparacién con la
fito-remediacién convencional que tuvo un porcentaje de remocién de 83%, sélo se
obtuvo el 1% de diferencia significativa. Los resultados del monitoreo de los
sistemas durante el experimento demostraron lo siguientes: la relacion del suelo
conformado fue: arena 37.97 %o, arcilla 22.21 % y limo 22.13 %, siendo un suelo de
tipo Franco Arcillo Arenosa; en materia organica un valor de 2.54 %; en humedad
23.12 %; el suelo presentdé un pH=7.6 del tipo ligeramente alcalino apto para
mantener vivas a las BPCV (Azospirillum lipoferum); respecto al nitrdgeno un valor
de 0.12 mg/kg y de fésforo con 1.16 mg/kg.Respecto a la concentracion letal media
de diesel el valor tedrico fue de 15,007.42 mg/kg; el valor real la establecida para
trabajar en el experimento fue de 10,552 mg/kg. La especie vegetal Rye grass
(Lolium perenne) obtuvo un porcentaje de germinacion y sobrevivencia aceptables
para este experimento.El porcentaje de sobrevivencia para todos los sistemas
estuvo en un rango del 60 % al dia 62. Con respecto al rango de longitud de raiz y
tallo para todos los sistemas fue de 5.30 cm en raiz; para tallo de 11.0 cm al dia 62.
El pH en el suelo no tuvo un cambio significativo a lo largo del experimento. La
concentracion de la fraccion media de hidrocarburos (HTP) en la planta para la fito-
remediacién convencional obtuvo mayor concentracion una concentraciéon de 1,071

mg/kg con respecto del tratamiento 1 sin bacterias AZm1.
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ABREVIATURAS

AZm1l Azospirillum lipoferum (como BPCV)

B Bacteria

BETEX Benceno, tolueno, etilbenceno y xileno

BPCV Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

C1 Control 1 corresponde S+P

Cc2 Control 2 corresponde a S+P+B

Clso Concentracion letal media

D Diesel

HAPS Hidrocarburos aromaticos polinucleares

HTP Hidrocarburos totales de petroleo

N ndamero de replicas experimentales

P Planta

pH Potencial de iones de hidrogeno.

S Suelo

T1 Tratamiento 1 corresponde a Fito-remediacion convencional
T2 Tratamiento 2 corresponde a Fito-remediacion asistida por AZm1l
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Glosario

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2008:

Establece los limites maximos permisibles de hidrocarburos en suelo y lineamientos

para el muestreo y la remediacion.

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-021-SEMARNAT-2000:

Establece las especificaciones de fertilidad, salinidad y clasificacion de suelos.

Contaminacion:

La presencia en el ambiente de uno o mas contaminantes o de cualquier combinacion

de ellos que cause desequilibrio ecoldgico.

Contaminante:

Toda materia o energia en cualesquiera de sus estados fisicos y formas, que al
incorporarse o actuar en la atmoésfera, agua, suelo, flora, fauna o cualquier elemento

natural, altere o modifique su composiciéon y condicién natural.
Derrame:

Cualquier descarga, liberacion, rebose, achique o vaciamiento de hidrocarburos que

se presente en el suelo.
Hidrocarburo:

Compuestos quimicos, constituidos principalmente por &atomos de carbono e

hidrégeno.

Hidrocarburo de fracciéon ligera:

Mezcla de hidrocarburos cuyas moléculas contengan cadenas lineales entre cinco y

diez 4tomos de carbono e hidrégeno (Cs a Cig).

Hidrocarburos de fraccion media:

Mezcla de hidrocarburos cuyas moléculas contengan cadenas lineales entre diez y

veintiocho atomos de carbono (Cio a Cyg).

10



Mabel Carranza Rodriguez Remocion de diesel contenido en suelo mediante
Fito-remediacion convencional y asistida por BPCV

Hidrocarburo de fraccion pesada:

Mezcla de hidrocarburos cuyo peso molecular sea mayor a Cgs.

Fito-remediacién: Tecnologia biolégica emergente que utiliza plantas para degradar,

extraer, contener, o movilizar contaminantes en suelos o agua.

Residuos peligrosos: Son aquellos que posean alguna de las caracteristicas de

corrosividad, reactividad, explosividad, toxicidad, inflamabilidad, o que contengan
agentes infecciosos que les confieran peligrosidad, asi como envases, recipientes,
embalajes y suelos que hayan sido contaminados cuando se transfieran a otro sitio,

de conformidad con lo que establece la ley.

Restauracién: Conjunto de actividades tendientes a la recuperacion y

establecimiento de las condiciones que propician la evolucion y continuidad de los

procesos natu rales.

Sitio contaminado: Lugar, espacio, suelo, cuerpo de agua, instalacibn o cualquier

combinacién de éstos que ha sido contaminado con materiales o residuos que, por
sus cantidades y caracteristicas, pueden representar un riesgo para la saluda
humana, a los microorganismos vivos y el aprovechamiento de los bienes o

propiedades de las personas.

Suelo: Material no consolidado compuesto por particulas inorganicas, materia
orgénica, agua, aire, y organismos que comprenden desde la capa superior de la

superficie terrestre hasta diferentes niveles de profundidad.

Suelo contaminado con hidrocarburos: Aquel en el cual se encuentran presentes
hidrocarburos incluidos en la tabla sefialada por la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2008,

en una concentracion mayor a los limites maximos permisibles establecidos y que

representan un riesgo a la salud humana, y al medio ambiente.

11
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1.INTRODUCCION

Entre las causas que han generado contaminacion y deterioro ambiental por la
contaminacion de hidrocarburos de petrdleo ya sea en cuerpos de agua y suelos a lo

largo de todo el pais, se encuentran los siguientes factores:

e Exploracién, extraccion, transformacién y transporte de hidrocarburos.
¢ Manejo inadecuado y abandono de materiales y residuos peligrosos.

¢ Mantenimiento inadecuado o falta de éste en instalaciones petroleras.
e Explosiones en instalaciones de alto riesgo.

e Fugas en lineas de conduccion.

e Derrames de hidrocarburos.

Para la contaminacion ambiental por hidrocarburos en materia de suelos existen
diferentes técnicas de tratamiento en las cuales se encuentran las fisicoquimicas y las
biolbgicas, entre las técnica bioldgica se encuentra el tratamiento de fito-remediacidon
(phyto= planta y remedium = corregir un mal), es una tecnologia que utiliza plantas
para remover, transferir, estabilizar, concentrar y/o destruir contaminantes organicos
e inorganicos en suelos, ciertas plantas son removedoras de contaminantes, es decir,
son capaces de absorber niveles mas altos de estos contaminantes que el promedio,
a través de sus raices y concentrarlos mucho mas de lo que lo hacen las plantas

normales.

Para el tratamiento de fito-remediacién asistida se integran bacterias, estas
bacterias tienen la caracteristica de ser promotoras de crecimiento vegetal, el uso de
estas bacterias permiten mejorar o reducir las diversas formas de fertilizacion
quimica al suelo, e incluso pesticidas quimicos, contaminantes como diesel, para que
el suelo o la planta se beneficien, el mecanismo que llevan acabo estas bacterias son
dos: afectan directamente el metabolismo de la planta proporcionando sustancias
que naturalmente se suministran en poca cantidad, siendo capaz de fijar el nitrdgeno
atmosférico y solubilizar el fosforo; el otro mecanismo que usan las bacterias, es
estimular indirectamente el crecimiento vegetal y ayudar a la planta a soportar

niveles de estrés a los que pueda estar expuesta.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Aspectos legales de suelos contaminados por hidrocarburos

Pese a la problematica que existe en el pais sobre contaminacién de suelos
provocada por las actividades que se relacionan con el manejo de productos del
petréleo, la ley no contempla de manera explicita la contaminacion del suelo por

otras fuentes, en particular por hidrocarburos.

La Ley General de Equilibrio Ecolégico y Proteccién al Ambiente (LGEEPA), en su
titulo IV Capitulo 11l se refiere a la “Prevencion y Control de la Contaminacion de
Suelos”. Este capitulo expresa de manera general los criterios relacionados con la
prevencion y control de la contaminacién del suelo, basicamente considera los
residuos como la fuente principal de la contaminacion y hace referencia a su

generacion, manejo y disposicion (Semarnat, 1998).

Como parte de la LGEEPA, actualmente no se cuenta con un Reglamento referente a
la contaminacion de suelos, por lo que hasta hace pocos afos, la participacion de las
autoridades se habia enfocado a aplicar lo expresamente dispuesto en la Ley y en
otros ordenamientos que por similitud se han extendido a los suelos contaminados
(PROFEPA, 2000). Un ejemplo de lo anterior fue el uso de la NOM-052-SEMARNAT-
1993 que establece las caracteristicas de los residuos peligrosos, como marco de
comparacion para determinar la contaminacion de suelos y con base en ellos
establecer la necesidad de remediarlos. Esta préactica, durante un tiempo se hizo
comun pero origind diversas opiniones de rechazo ya que lo suelos contaminados no
pueden ser evaluados de la misma manera que un residuo peligroso, ademas de que

caus6 confusion entre autoridades y el sector productivo del pais.
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De lo anterior, diversas instituciones gubernamentales, educativas, y del sector
privado, se dieron a la tarea de establecer criterios para la evaluaciéon y limpieza de
suelos contaminados con hidrocarburos. En 1998, y a iniciativa de la PROFEPA, se
conformo el “Grupo de Trabajo sobre Restauracion de suelos Contaminados” (GDT),
de caracter interinstitucional y multidisciplinario, cuyo objeto fue el establecimiento

de criterios interinos para la restauracion de suelos contaminados (PROFEPA, 2000).

A partir de la formacion del GDT, se hicieron mas intensos los esfuerzos realizados
por las dependencias de gobierno, principalmente la PROFEPA y el Instituto Nacional
de Ecologia, para reglamentar en materia de suelos contaminados, de tal forma que
desde 1998 y hasta la fecha se ha trabajo en el establecimiento de las bases politicas

en la formulacién de elementos normativos.

En el afio 2001 se publicaron por parte de la Semarnat las Bases de Politica para la
Prevencion de la Contaminaciéon del Suelo y su Remediacion, que incluyé una
propuesta de Reglamento en materia de Sitios Contaminados con Materiales y
Residuos Peligrosos (Semarnat, 2001). En el afio 2002 se emiti6 una norma
emergente NOM-138-ECOL-2002 que establecia los limites maximos permisibles de
contaminacion en suelos afectados por hidrocarburos, la caracterizacion de sitios y
procedimientos para la restauracion. Esta norma fue revisada y mejorada con base

en las experiencias adquiridas con su aplicacion.

El 30 de marzo de 2005 se public6 en el diario Oficial de la Federacién la Norma
Oficial Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SS-2003, gue establece los limites maximos
permisibles de hidrocarburos en suelos y las especificaciones para su caracterizacion
y remediaciéon, y que actualmente regula en el pais la contaminacién de suelos con

hidrocarburos.
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Durante los primeros dos afios de vigencia de la NOM-138-SEMARNAT-/SS-2003, los
usuarios y las autoridades la han aplicado en multiples casos de remediacién, lo que

ha permitido identificar algunas especificaciones susceptibles de mejorar.

La Norma Oficial Mexicana, se sometiéo a consideracion y fue aprobada por el comité
Consultivo Nacional del Medio Ambiente y Recursos Naturales, en su Primera Sesion
Extraordinaria del 2008, celebrada el 13 de noviembre de 2008, para su publicacidon
en el diario Oficial de la Federacion, por lo tanto el PROYECTO A LA MODIFICACION A
LA NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-138-SEMARNAT/SS-2003, establece los
LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES DE HIDROCARBUROS EN SUELOS Y LAS
ESPECIFICACIONES PARA SU CARACTERIZACION Y REMEDIACION para
quedar como NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2008
establece los LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES DE HIDROCARBUROS EN
SUELO Y LINEAMIENTOS PARA EL MUESTREO Y LA REMEDIACION.

La NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2008, es de observancia obligatoria en todo el

territorio nacional para quienes resulten responsables de la contaminacion en suelos

con hidrocarburos indicados en la tabla 2.1.

En la tabla 2.2, se muestran los productos asociados a derrames de hidrocarburos
que se clasifican de acuerdo con sus caracteristicas en hidrocarburos de fraccion

ligera, hidrocarburos de fracciéon media e hidrocarburos de fraccion pesada.

Por otro lado, la dependencia también reconoce que algunos de los programas y
proyectos de desarrollo implementados en el pais, especialmente las politicas
agropecuarias y agrarias, han inducido procesos que favorecen la deforestacion y el

uso irracional del suelo.
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Tabla 2.1 Hidrocarburos por analizar en funciéon del producto contaminante
(NOM-138-SERMANAT/SSA1-2008)

Producto Fraccion Fraccion Fraccion

HAP’s HAP’s BETEX

Contaminante Pesada Media Ligera

Mezclas X

Petrdleo Crudo
Combustoéleo

Parafinas

Petrolatos

X | X [ X | X|X
X | X [ X | X|X

Aceites

Gasoleo
Diesel

Turbosina
Keroseno

X | X | X [ X|X
X | X | X [ X|X

Creosota
Gasavion

Gasolvente
Gasolinas
Gasnafta

X |X|[X |X
X |X|[X X

Tabla 2.2 Limites maximos permisibles para fracciones de hidrocarburos en suelos
(NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2008)

USO DE SUELO PREDOMINANTE (mg/kg base seca)

Fraccion de

Hidrocarburos Agricola® Residencial® Industrial
Ligera 200 200 500
Media 1200 1200 5000
Pesada 3000 3000 6000
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Las disposiciones Juridicas en Materia Ambiental en México se indican en el siguiente

listado:

e Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos Art. 27.

e Ley General del Equilibrio Ecoldogico y Proteccién al Ambiente en Materia de
Residuos Peligrosos.

e Ley General del Equilibrio Ecolégico y Proteccién al Ambiente.

¢ Reglamentos de la Ley General para la Prevenciéon y Gestion Integral de residuos.

¢ NOM-052-SEMARNAT-2005. Que establece las caracteristicas, el procedimiento de
identificacién, clasificaciéon y los listados de los Residuos Peligrosos.

¢ NOM-054-SEMARNAT-1993. Que establece el procedimiento para determinar la
incompatibilidad entre dos o mas residuos considerados como peligrosos por la
Norma Oficial Mexicana NOM-052-SEMARNAT-1993.

e NOM-098-SEMARNAT-2002. Proteccion Ambiental-Incineracion de Residuos
peligrosos, especificaciones de operacion y limites de emision de contaminantes.

¢ NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2008. Que establece los limites maximos permisibles
de hidrocarburos en suelos y lineamientos para el muestreo y la remediacién.

¢ NOM-021-SEMARNAT-2000. Que establece las especificaciones de fertilidad,
salinidad y clasificacion de suelos, estudio, muestreo y analisis.

e NMX-AA-021-1987. Calidad del suelo- Terminologia.

e NMX-AA-021-1985. Proteccion al Ambiente-Contaminacion del Suelo residuos
s6lidos Municipales-Determinacion de Materia Organica.

e NMX-AA-021-1985. Proteccion al Ambiente-Contaminacion del Suelo residuos
s6lidos Municipales-Determinacion de Materia Organica.

o NMX-AA-105-SCFI-2008. Suelos-Hidrocarburos fraccién ligera por cromatografia
de gases con detectores de espectrometria de masas y fotoionizacién-método de
prueba.

¢ NMX-AA-145-2008. Suelos-Hidrocarburos fracciobn media por cromatografia de

gases con detector de ionizacion de flama.
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2.1.1 Sistema de distribucion de hidrocarburos en México

La contaminacion se define como la presencia en el ambiente de uno mas
contaminantes o de cualquier combinacion de ellos que cause desequilibrio ecolégico.
Un contaminante es toda materia o energia en cualesquiera de sus estados fisicos y
formas, que al incorporarse o actuar en la atmoésfera, agua, suelo, flora, fauna o
cualquier elemento natural, altere o modifigue su composicién y condiciéon natural.
(LEGEEPA, 1999).

A continuacién se enlistan algunas causas de contaminacion de cuerpos de agua y
suelos que han generado deterioro ambiental a lo largo de todo el pais en materia de

hidrocarburos, por ejemplo:

¢ Exploracion, extraccion, transformacion y transporte de hidrocarburos.
¢ Manejo inadecuado y abandono de materiales y residuos peligrosos.

¢ Mantenimiento inadecuado o falta de éste en instalaciones petroleras.
e Explosiones en instalaciones de alto riesgo.

e Fugas en lineas de conduccion.

e Derrames de hidrocarburos.

La obtencion de hidrocarburos en México y el deterioro ambiental que le es inherente
abarcan grandes extensiones del territorio nacional como se muestra en la figura
2.1, concentrandose en los estados de Veracruz, Tabasco, Campeche, sur de
Tamaulipas y norte de Chiapas, asi como su almacenamiento que son terminales de

servicio en muchos lugares en México.
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Figura 2.1 Refinerias, oleoductos y poliductos. Fuente: Petréleos mexicanos. Pemex
refinacion
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La produccion nacional de petrdleo crudo se realiza mayoritariamente en la region
marina del Golfo de Campeche, la cual aporta el 71%, seguida de la regién sur, con
el 24.5% vy por la regién norte con el 3.7%. México, el alto consumo del petrdleo
hace que, paralelamente a la creacién de centros de explotacion o refinacion, se
generan asentamientos humanos con sus correspondientes demandas de servicios y
generacion de aguas residuales y basura. Al no estar preparada la zona para el alto
consumo del petrdleo, la alteracion del medio va en aumento junto con las

afectaciones generadas por la propia planta industrial (Jiménez, 2001).

Los productos combustibles que diariamente se utilizan en el transporte tanto publico
como privado tales como gasolina, Diesel, combustdleo, gasdleo, gas avion y gas LP,
son producidos y distribuidos en México por PEMEX. La comercializacion a menudo de
gasolina y diesel, se lleva a cabo en estaciones de servicio (gasolineras) y en estos
lugares uno de los riesgos ambientales que involucra el manejo de estas estaciones,
como se observa en la figura 2.2, son los derrames o fugas de combustibles que
provocan la contaminacion, tanto del suelo, como del agua en los sitios donde se

encuentran los tanques de almacenamiento (Muiiz, 2007).

Otra fuente de contaminacion de suelos en México son todas las empresas y
pequenos negocios que contaminan al tirar sus desperdicios peligrosos, ya sea por
ignorancia, intencionalmente o por descuido vierten los residuos peligrosos sin

importarles el dafio que puedan causar directamente al suelo (Jiménez, 2001).
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Figura 2.2 Terminales de almacenamiento. (Fuente Petr6leos mexicanos. Pemex
refinacion 2004)
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2.2 Caracteristicas generales del diesel

El petréleo y los productos derivados de él, son mezclas complejas que contienen
primordialmente hidrocarburos (compuestos que contienen moléculas formadas por
atomos de carbono e hidrégeno), compuestos de azufre, nitr6geno, y oxigeno y en

menos proporcion elementos metalicos.

La complejidad de los productos del petréleo se incrementa de acuerdo con el
numero de carbonos que contienen; mientras mayor es este niumero, que es el caso
de los productos mas pesados, mayor es el niumero de posibles combinaciones de los
atomos. Por ejemplo, las gasolinas tienen un menor niumero de componentes que el
diesel y esto se relaciona con el niumero de carbonos que contienen (es mayor
namero de carbonos en el diesel). Otro ejemplo de lo anterior, es que hay 75
combinaciones de moléculas que contienen 10 carbonos, en cambio, para moléculas
que contienen 20 carbonos, el nimero de combinaciones posibles es de 366,319.
Esto hace practicamente imposible identificar todos los componentes del petréleo o
algunos de sus productos, por lo que éstos se caracterizan en términos de intervalo
en el que se encuentra su punto de ebullicion y el nimero aproximado de atomos de

carbono.

La composicion del petréleo crudo varia de acuerdo con la localizacién del yacimiento,
pero, invariablemente, los principales componentes son los alcanos. El gas natural se
encuentra junto con el petréleo y esta constituido principalmente por metano,
mientras que el petréleo crudo es una mezcla sorprendente de hidrocarburos hasta el

tamafo de Csg.

El diesel es producido en primera instancia a partir de fracciones destiladas del
petréleo crudo, con algo de mezcla con gaséleo. Los componentes mayores del diesel
son similares a aquellos presentes en el petréleo crudo, pero incluyen una elevada

proporcion de aromaticos (arriba del 30 a 40%). Aunque el proceso de destilacion del
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petrdleo crudo también produce pequefias cantidades de alquenos, asi como
aromaticos, los alquenos producidos no se encuentran dentro del intervalo de
carbonos para el diesel, por lo que terminan en la fraccién de la gasolina. El intervalo
tipico de carbonos para el diesel grado No. 1 es de Cg a C;7, con una mayor
proporcion de intervalo entre Cio y Ci4 (similar al combustible Jet A y al Queroseno).
El intervalo tipico de carbonos para el diesel grado No. 2 es de Cg a Cy, CcONn una
mayor proporcién en el intervalo de C;p a Cyo. En todos los casos, la mayoria de los
combustibles estan entre un 60 y 90 % formados por alcanos normales, ramificados
y cicloalcanos. El punto de ebullicién de los compuestos que forman el diesel estan
entre 250 °C y 400 °C (C,3 a Cys) (Roberts et al., 1974).

Los hidrocarburos totales del petrdleo, HTP, 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 méas usados para determinar

la concentracion de fraccion media de hidrocarburos (HTP) son:

Cromatografia de gases.
Espectrometria de infrarrojo.

Analisis gravimétricos.

Db PR

Inmunoensayos.

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

conjunto de compuestos y no cada uno de ellos.

La utilidad de los HTP radica en que se trata de una herramienta barata que puede

ser usada con ciertos propoésitos como:
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e Determinar si existe un problema de contaminacion.
e Evaluar la magnitud de la contaminacion.

e Seguir la evoluciéon de un proceso de remediacion.

El diesel industrial es un producto altamente demandado por su alta eficiencia en la
combustién, con muy buena carburacién en todos los rangos de la flama. Sus
principales usos son para Sistemas de Combustién Industrial de flama abierta como:
calderas, quemadores y hornos. Y para uso en la Combustidon Interna de motores de

maquinaria pesada como: trascabos, tractores, trilladoras, etc. (Martin et al., 2004).

En las siguientes tablas (2.3, 2.4 y 2.5) se muestra uso general de diesel industrial,

las propiedades y medidas de seguridad para el mismo.

Tabla 2.3 Tabla de Usos generales de Diesel Industrial

Uso General del combustible Automotriz

Combustible para maquinas de combustion interna.

Algunas Motores disefiados para combustibles Diesel
aplicaciones (camiones de carga de servicio ligero y pesado, de
construccion y automoviles, etc.)

Presentaciones | Liquido. Contrato: cantidad minima de 6000 m3/ afio
de ventas Sin contrato: cantidad minima 35 Ton.

Transporte Autotanques y Ductos

Almacenamiento | Tanques de almacenamiento

Fuente: Pemex, 2004
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Tabla 2.4 Tabla de propiedades de combustible en flama Diesel Industrial

DIESEL
PROPIEDADES UNIDADES INDUSTRIAL

Dens'dacld a2s kg/L 0.83 a 0.845
Viscosidad a
38.8°C SuUS 30-34
.Temp. de Gr,ados 68-74
inflamacion centigrados
Poder kcal/Kg 10,500 - 10,680
calorifico
Poder kcal/Kg 8,700 - 9,000
calorifico
Azufre %vol. < 0.05
Perfil de Grados
destilacion centigrados
Temp. inicial Gr'ados 190
centigrados
10% de destila Grados
. 230
A centigrados
50% de destila Grados
. 300
A centigrados
Temp. Final Gr,ados 370
centigrados
Contaminacion | ... sin hL_ij y
cenizas
Composiciéon
aproximada | 77 C13-Cis

Fuete: Grupo Energéticos, 2010
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Tabla 2.5 Tabla de Medidas de seguridad para el Uso de Diesel Industrial

Medida de seguridad para Dieseles

Portar siempre la hoja de seguridad del producto en la unidad de
arrastre.

No se deje al alcance de los nifios.

Evitar el contacto con materiales oxidantes fuertes, tales como el
acido nitrico.

Evitar las fuentes de calor, chispas y flamas abiertas.

Ventilacion adecuada.

Todo el equipo gque se utilice para el manejo de esta substancia debe
de estar conectado eléctricamente a tierra.

Deben de evitarse temperaturas extremas en el almacenamiento de
esta substancia.

Los recipientes que haya almacenado este producto, no deben
presurizarse, calentarse, soldarse a otras fuentes de ignicion.

Debe evitarse la introduccidn de este producto a vias pluviales,
alcantarillas, s6tanos o espacios confinados.

No almacenar en contenedores sin etiquetas; los recipientes que
contengan esta substancia deben almacenarse separados de los
vacios y de los parcialmente vacios.

Donde es probable el contacto repetido y prolongado, utilice gafas de
seguridad con proteccion lateral, mangas largas y guantes
resistentes a productos quimicos.

En caso de incendios o derrames, emplear agua en forma de rocio o
espuma regular, no utilizar chorro de agua.

En caso de contacto con los ojos, lavar inmediatamente la zona
afectada con agua limpia corriente por lo menos durante 15
minutos, o hasta que la irritacion disminuya.

En caso de ingestion no provocar el vomito y mantener a la victima
abrigada y en reposo.

En caso de contacto con la piel, retirar inmediatamente y confinar la
ropa y calzados contaminados. Lavar la parte afectada con
abundante agua, empleando jabén si se encuentra disponible.

En caso de inhalacién, retirar a la victima a un lugar bien ventilado y

donde se respire aire fresco.
Fuente: Pemex, 2004
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2.2.1 El diesel como contaminante de suelos

El comportamiento de los hidrocarburos en el suelo esta controlado en gran medida
por propiedades fisicas del suelo (como textura, porosidad, permeabilidad y pH) y por

el contenido de materia organica, como se describié anteriormente.

Cuando los contaminantes organicos, como el diesel, llegan al suelo, puede
presentarse como vapores o liquidos, adsorbidos o disueltos. Pueden tener varios
destinos (Brady, 1999):

1) Escapar como vapor a la atmadsfera sin ningin cambio quimico.

2) Ser adsorbidos en el suelo.

3) Moverse hacia abajo a través 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 las plantas y animales y trasladarse a la cadena tréfica.

Los derrames accidentales y las fugas de materiales y residuos peligrosos es quiza la
causa de la mayoria de las afectaciones que se producen en sitios localizados. Un
porcentaje significativo de derrames de materiales peligrosos se relaciona con
productos del petréleo, solventes volatiles o hidrocarburos totales de petréleo (HTP).
El uso generalizado de combustibles en diversas actividades industriales y su
almacenamiento en tanques, algunos de ellos enterrados, han hecho de los
hidrocarburos del petrdleo como diesel el contaminante més importante de suelo,
(Canals, 2005).

De acuerdo con los datos de la Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente
(PROFEPA) registrados en el periodo de 1995 a 2000, las sustancias mas frecuentes

involucradas en eventos de contaminacion por fugas o derrames de materiales o
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residuos peligrosos fueron hidrocarburos (petroleo crudo, combustoleo, diesel,
gasolina, gas natural y gas L.P.), amoniaco, acido sulfurico, asfalto, acido clorhidrico,
cloro, mezclas de solventes y aceites gastados, principalmente. En este mismo
periodo, de 108 sitios contaminados por residuos o0 materiales peligrosos
identificados por la PROFEPA, 19 corresponden a grasas y aceites residuales y 11

corresponden a derrames de hidrocarburos (PROFEPA, 2000).

Con respecto al diesel se sabe que estan constituidos de una mezcla muy compleja
de distintos compuestos quimicos. Gran parte de ellos pueden ser metabolizados y
convertidos en CO, y H,O por diversos organismos marinos Yy terrestres,
fundamentalmente bacterias y hongos, que son bastante frecuentes y ubicuos. Sin
embargo; existen varios factores que dificultan el proceso de degradacion. El
principal es que el petréleo contiene mucho carbono y bastante azufre en formas
asimilables por los microorganismos, pero tiene muy poco nitrégeno y fésforo, y
como todos los seres vivos los microorganismos necesitan aporte equilibrado de
diferentes nutrientes. Por lo tanto los hidrocarburos de petréleo no podran ser
metabolizados eficientemente por los microorganismos a menos que se suministre

fuentes de nitrégeno y fésforo adecuada (Casal et al., 2004).

Un segundo factor que limita la degradacién del diesel es la insolubilidad en agua de
la mayoria de sus componentes, lo que limita su biodisponibilidad, es decir, la
facilidad con Ila que seran captados por los microorganismos. Muchos
microorganismos han desarrollado diversas estrategias para poder captar los
hidrocarburos de diesel insolubles mas eficientemente. Las mas comunes son las
excrecion al medio de las moléculas que facilitan la solubilidad o la dispersiéon de
estos compuestos en el agua, o el desarrollo de superficies celulares hidr6fobas que
permiten al microorganismo adherirse a la interface entre el agua y petréleo,
captando asi los hidrocarburos directamente sin necesidad de que se disuelvan
previamente en el agua. Un tercer factor que limita la degradabilidad del petréleo es
la relativa toxicidad de muchos de sus componentes. Moléculas como el benceno, el

xileno, y todos sus analogos son bastante téxicas y normalmente sdélo se degradan
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bien si estdn en concentraciones moderadas. Asimismo, muchos compuestos
poliaromaticos tienen actividad mutagenética. Finalmente, la disponibilidad de

oxigeno es también importante (Anderson et al., 1993).

Por lo tanto, la degradacion del diesel en suelos contaminados es relativamente
eficiente en la zona mas superficial, en la que hay oxigeno, pero es muy lenta en
capas mas internas (a mas de 10 centimetros de profundidad), donde el oxigeno
escasea. Aunque existen microorganismos capaces de degradar hidrocarburos en
ausencia de oxigeno (anaerdébicamente), crecen mas lentamente que los
microorganismos aerobicos, y el proceso degradativo es mas eficiente (Bosser y

Bartha, 1999).

Los derrames de diesel provocan dafios genéticos y muerte a manglares, pastos
marinos, humedales y plantas terrestres. También incrementan o reducen la biomasa
y actividad fotosintética de comunidades de fitoplancton, al reducir la cantidad de luz,
alterando el pH, disminuyendo la cantidad de oxigeno, disminuyendo la disponibilidad

de alimento (Hoffman et al., 2003).

2.3 Caracteristicas generales de tipo de suelos

La matriz del suelo constituye un recurso natural que desempefia diversas funciones
en la tierra, proporcionando un soporte mecénico asi como nutrientes para el
crecimiento de plantas y microorganismos. Estd formada por cinco componentes
principales: minerales, aire, agua, materia organica y organismos Vivos. Los
materiales minerales son los principales componentes estructurales y constituyen
mas del 50 % del volumen total del suelo. El aire y el agua juntos ocupan el volumen
de los espacios, y usualmente conforman de 25 a 50 % del volumen total. La
proporcion relativa aire/agua fluctia considerablemente con el contenido de humedad
del suelo. El material orgéanico ocupa entre 3 a 6 % de volumen promedio, mientras

que los organismos vivos constituyen menos del 1 % (Volke y Velasco, 2002).
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El suelo funciona como filtro quimico y bioldégico que amortigua el impacto ambiental
de los contaminantes organicos derramados en la biosfera. 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 el material pasivo (roca madre). Se define también como la regiéon que
sustenta la vida vegetal y de la cual las plantas obtienen soporte mecénico y
nutrimentos. Este ambiente es uno de los sitios mas dinamicos en interacciones
bioldégicas en la naturaleza, en el cual se realizan la mayor parte de las reacciones
bioquimicas involucradas en la descomposicibn de materia organica, la

intemperizacion de las rocas y la nutricion de cultivos agricolas (Jiménez, 2001).

También es un elemento que regula los ciclos del agua siendo un amortiguador y
transformador, que tiene la propiedad de retener sustancias mecanicamente o fijarlas
por adsorcion, contribuyendo a la protecciéon de aguas subterraneas y superficiales
contra la penetracion de agentes nocivos. El suelo ademas, promueve fendmenos de
transpiracion del aire a través de la superficie. También es un soporte fisico de
infraestructura. Por sus caracteristicas fisicas, quimicas y mecanicas, el suelo posee
propiedades de soporte para el desarrollo de actividades forestales, recreativas y
agropecuarias, ademas de socioecondémicas como vivienda, industria y carreteras,

entre otras (Brady, 1999).

El suelo posee materiales no renovables por lo que es un yacimiento de materias
primas, como minerales no metalicos de interés para la construccidon, minerales

metalicos y combustibles fésiles como el petréleo (Colin, 2005).
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2.3.1 Importancia de sus propiedades en su depuracion

Textura

Las distintas porciones de arena, limo y arcilla definen la textura de cada suelo y
horizonte. Las particulas del suelo se distribuyen en diversas fracciones atendiendo a
su tamafo. El tamafno de las particulas minerales individuales puede ser: Arcilla
(<0.002 mm); limo (0.002-0.02); arena (0.02-2.0 mm); grava>2mm (Porta et al.,
1994).

En la tabla 2.6 se observa la influencia de la textura en el comportamiento del suelo.
Pueden ocurrir excepciones a estas generalizaciones, especialmente resultado de la

estructura del suelo y la mineralogia de la arcilla (Brad, 1999).

En caso de contaminantes de suelos con hidrocarburos, el tamafio de particula
predominante es una caracteristica importante, debido a que a mayor superficie
activa mayor sera la cantidad de hidrocarburo adsorbido. Ademas, la oxidacion
microbial ocurre en la interface agua- sdolido de la superficie de una particula,
entonces la degradacién microbial es mas eficiente en particulas finamente divididas
(Porta et al., 1994).

Tabla 2.6 Influencia de la textura en el comportamiento del suelo

Propiedad /7 Comportamiento Limo Arcilla
Capacidad del mantener el agua baja media a alta alta
Aireacion buena media a alta pobre
Tasa de drenaje alta lenta a media | muy lenta
Materia orgéanica del suelo baja media a alta alta a media
Descomposicion de la materia rapida media a alta lenta
organica
Compactibilidad baja media a alta alta
Potencial de lixiviaciéon del alto medio bajo
contaminante
Habilidad de almacenar nutrientes pobre medio alto
para la planta
Resistencia al cambio de pH bajo medio alto
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Para realizar la clasificacion textural, se utiliza el triangulo textural que divide en 12
clases texturales basicas, que dependen del porcentaje de las fracciones antes
mencionadas en él. En la figura 2.3 se presenta el triangulo textural que explica la

relacibn en porcentaje de cada una de las fracciones con respecto a las demas
(Pérez, 2006).

100
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fran co axc illosa

franco arcillo avanoso
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arenoso franco
100
S0
o arena
-

Figura 2.3 Triangulo de textura (Fuente: Crespo Picahardo, 2008).

Por ejemplo, una mayor cantidad de agua se infiltra 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.
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Potencial Hidronio pH

El pH del suelo se refiere a la acidez relativa de la solucién del suelo. El estrato
acuoso en la superficie de las particulas del suelo es la region de mayor abundancia
en microorganismos. Para que esta actividad bacteriana sea Optima se requiere un
pH de 7 (Cole, 1994).

Materia organica

Los principales constituyentes de la materia organica (MO) del suelo, son: carbono
(52-58 %), oxigeno (34-39 %), hidrégeno (3-4 %) y nitrogeno (3.7-4.1 %). Esta
materia orgénica estd constituida principalmente de substancias humicas y no
hdmicas (que se originan por la descomposicibn de biomasa). La materia organica
mejora la estructura del suelo, la capacidad de retencion del agua, la aireaciéon y la
agregacion. Es una fuente importante de micronutrientes (B y Mo) y macro
nutrientes (N, P y S). Su alto contenido de carbono es fuente de la energia necesaria

para las actividades de la micro y macro fauna (Cole, 1994).

2.4 Tecnologias de remediacion para suelos contaminados por

hidrocarburos

El término tecnologia de tratamiento implica cualquier operacion unitaria o serie de
operaciones unitarias que altera la composicibn de una sustancia peligrosa o
contaminante a través de acciones quimicas, fisicas o biolégicas de manera que

reduzcan la toxicidad, movilidad o volumen del material contaminado (EPA, 2001).

Las tecnologias de remediacién representan una alternativa a la disposiciéon en tierra
de desechos peligrosos que no han sido tratados, y sus capacidades o posibilidades
de éxito, bajo las condiciones especificas de un sitio, pueden variar ampliamente

(Volka y Velasco, 2002).
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Factores que inciden en la eficiencia de una tecnologia de remediacion:

El comportamiento de un contaminante en el suelo (como se observa en la figura
2.4), asi como la efectividad de una tecnologia de remediaciéon, estan determinados
por una variedad de factores que interactian de manera compleja y que dependen de

las caracteristicas propias del contaminante asi como de las del suelo (AEET, 2006).

Hidrocarburos

_'ﬁ}&&m\-iw fi[x_m_

Hidrocarburos en fase no acuosa

Subsuelo Fercolado Q
/ Fluma en el suelo

Nivel de capa
freatica saturada

enagua  pjmg en el agua subterranea

>
Direccion de flujo del agua subterranea

Figura 2.4 Pluma de hidrocarburo durante su infiltracién vertical sobre suelo y el
manto acuifero (AEET, 2006).

Por consiguiente, para la seleccidon adecuada de una tecnologia de remediacién con
buenas perspectivas de éxito, es indispensable considerar tanto las propiedades del

contaminante como las del sitio contaminado.
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En general, dentro de los factores a considerar se encuentran los siguientes: a)
procesos quimicos (reacciones de hidrdlisis, oxidacion, reduccién, fotolisis); b)
procesos fisicos o de transporte (sorcién, adveccion, dispersion, difusion,
volatilizacibn y  solubilizacibn; ¢) y procesos biolégicos (degradacion,

biotransformacion y toxicidad) (Volka-Velasco, 2002).

Como se menciond, el uso de una tecnologia de remediaciéon en particular depende,
ademas de los factores especificos del sitio y de las propiedades fisicoquimicas del
contaminante, de su disponibilidad, de la fiabilidad demostrada o proyectada, de su

estado de desarrollo y de su costo (Cunningham, et al., 1993).

Antes de considerar la aplicacion de cualquier tecnologia de remediacion, es
fundamental conocer ciertas caracteristicas, tanto del suelo (ambientales), como del
contaminante y de los organismos vivos (plantas, hongos, bacterias, etc.) presentes
en el sitio, con potencial metabdlico para degradar los contaminantes. De esta
manera, los procesos de remediacion dependen de estos tres factores que deben

encontrarse en equilibrio (Casal et al., 2005).

La obtencion de esta informacion requiere de muestreo y determinacion de las

caracteristicas fisicas y quimicas que se describen a continuacion:

Factores ambientales. Dentro de los factores mas importantes para la remediacion de

un suelo se encuentran las condiciones ambientales y las caracteristicas

fisicoquimicas del suelo (Mudiz, 2007).

i) Temperatura. Puede afectar propiedades del contaminante asi como la velocidad
de un proceso de biorremediacion, ya que la velocidad de las reacciones

enziméaticas depende de ésta.
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i)

i)

Humedad. Una alta humedad en el suelo provoca problemas durante Ila
excavacion y el transporte asi como aumentos en los costos durante el uso de
métodos térmicos. La humedad también puede afectar los procesos de
biorremediacién debido a que, en general, aunque todos los microorganismos
necesitan agua para subsistir, debe existir balance, ya que si el contenido de agua
es muy bajo, la actividad microbiana se detiene, y si es muy alto, disminuye el
intercambio gaseoso a través del suelo.

Tipo de suelo. La capacidad de retencion de agua de un suelo varia en funcion
de las fracciones organicas y minerales. En general, los materiales no
consolidados (arenas y gravas finas) son mas faciles de tratar. Asimismo a mayor
tamafo de particula en la fraccion mineral, la permeabilidad y la aireaciéon son
mayores. La capacidad de retencibn de agua en un suelo aumenta
proporcionalmente al contenido de materia organica. Un suelo con alto contenido
de humedad disminuye la movilidad de compuestos organicos y con ellos la

eficiencia de ciertas tecnologias, como el lavado de suelo.

iv) pH. ElI pH afecta la solubilidad y disponibilidad de macro y micro-nutrientes, la

movilidad de metales y la reactividad de minerales. Generalmente, los metales
son moviles a pH bajo, en forma de especies idnicas libres o como 6rgano-metales
solubles; al pH alcalino forman carbonatos o fosfatos minerales insolubles. La
actividad y crecimiento microbianos son fuertemente afectados por el pH. La
mayoria de las bacterias tienen un rango 6ptimo de 6.5 a 8.5; si el suelo es acido
se favorece el crecimiento de hongos.

Aceptores de electrones. Su presencia es importante para aplicacion de
tecnologias de biorremediacién. La mayoria de estos son compuestos inorganicos

oxidados.

vi) Potencial Redox. Mide la oxidacion relativa de una solucibn acuosa y

normalmente se encuentra controlado por el contenido de humedad del suelo. En
ambientes anaerobios reducidos, los metales precipitan debido a la presencia de
iones ferrosos y carbonatos; en cambio, bajo condiciones oxidantes, los metales

se hacen mas solubles.

vii)Permeabilidad. Se refiere ala facilidad o dificultad son la que un liquido puede

fluir a través de un medio permeable. La permeabilidad de un suelo es uno de los
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factores que controla la efectividad de la tecnologia in situ. En general, una baja
permeabilidad en el suelo disminuye la efectividad de la mayoria de las
tecnologias de remediaciéon. Caracteristicas de los contaminantes (Volka-Velasco,
2002).

La naturaleza y caracteristica del contaminante es otra variable de suma importancia
para el éxito o fracaso de un proceso de remediacién. Dentro de las mas importantes

se encuentran: toxicidad, concentracion, disponibilidad, solubilidad y sorcién del

contaminante a la superficie sdélida (Muhiz, 2007).

i) Toxicidad. El factor clave para decidir la remediacion de un sitio es la toxicidad
para los seres vivos. La descarga de quimicos téxicos a un suelo implica, entre
muchos otros problemas, que son generalmente resistentes a la biodegradacion.
La biorremediacion se inhibe si un quimico es téxico para los organismos
degradadores.

ii) Concentracion. La concentraciéon de un compuesto en un suelo es un factor de
gran importancia para definir el uso de una tecnologia de remediacion en
particular. En general, altas concentraciones inhiben la actividad microbiana; sin
embargo, ésta depende de la estructura del contaminante. Algunos quimicos
pueden ser inhibitorios en baja concentracién, mientras que otros pueden serlo en
cantidades mayores.

iii)Solubilidad. Es la cantidad de un elemento o compuesto que puede disolverse en
agua. Lo quimicos difieren significativamente entre si en cuanto a su solubilidad
en agua. En general, esta disminuye al aumentar el tamafio de la molécula y los
compuestos polares son mas solubles que los no polares. Mientras mayor es la
solubilidad de un compuesto, mayor es su biodisponibilidad.

iv) Sorcién. La sorcibn de un quimico a la matriz s6lida del suelo afecta su
solubilidad y su biodisponibilidad. La sorcion incluye la adsorcién (retencion
superficial) y la absorcién (captacion hacia el interior de la matriz). La sorcion de
un contaminante a las particulas del suelo puede no s6lo provocar la falta de

biodisponibilidad, sino que también dificultar su extracciéon quimica.
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V) Volatilidad. Es la tendencia de un compuesto o elemento para moveré de una
fase liquida a sélida a una gaseosa. Entre metales, el Hg y el Se tienen formas
volatiles.

vi) Polaridad y carga i6énica. Los compuestos no polares tienden a ser hidrofébicas
y se concentran en la materia organica del suelo. Los compuestos no polares
generalmente tienen menos movilidad en el suelo que los polares. La carga idnica
determina la capacidad de un compuesto para su adsorciéon en un sélido (Volka-
Velasco, 2002).

Factores microbioldégicos. Es un factor de importancia para la aplicacion de

tecnologias biolégicas, este tipo de factores implica la verificacién de la existencia de
poblaciones de microorganismos degradadores, es decir, si existen grupos
microbianos capaces de degradar o transformar el contaminante y si estos se
encuentran en numero suficiente. Las poblaciones microbianas pueden encontrarse
en numero suficiente en el sitio a tratar (autéctonas o nativas) o bien pueden
adicionarse poblaciones nativas aumentadas en laboratorio u organismos

genéticamente modificados (Mufiz, 2007).

Tecnologias de Remediacion:

Las tecnologias de remediacion pueden clasificarse de diferentes maneras, con base
en su estado de desarrollo (tradicionales e innovadoras), el lugar en donde se
realizan (in situ y ex situ) y, en el caso de la contaminacion por metales, con base

en la alteraciéon de propiedades del contaminantes (Mufiz 2007).

Lugar de tratamiento

Con base en el lugar en donde se lleva a cabo el tratamiento de un suelo, las

tecnologias se pueden clasificar in situ o ex situ:
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In situ: Los tratamientos In situ son aquellos que permiten tratar el suelo
contaminado son la necesidad de excavar o transportar el suelo fuera de la zona
(espacio) contaminada, lo cual genera una disminucion de los costos. Este tipo de
tratamiento requiere de periodos largos, ademas de que existe la posibilidad de que
el tratamiento de remediacion no sea uniforme dada la variabilidad de las
caracteristicas del suelo y debido a que es mas dificil de verificar la eficiencia de los

procesos empleados (Volka-Velasco, 2002).

Ex situ: Los tratamientos fuera de sitio son aquellos que requieren de una
excavacion del suelo contaminado antes de realizar los procesos de remediacion, lo
cual incrementan los costos. Este tipo de tratamiento, generalmente requieren
periodos cortos y presenta una mayor certeza de la uniformidad de los procesos
empelados debido a que se puede obtener una adecuada homogeneizaciéon del suelo.
En general, existe un mejor manejo del suelo contaminado, sin embargo, esto puede
presentar condiciones de exposicion a los trabajadores. (Volka-Velasco, 2002), en la

tabla 2.7 se muestra las ventajas y desventajas de remediacion in situ y ex situ.

Tabla 2.7 Ventajas y desventajas de las tecnologias de remediacion In situ y ex situ
(Instituto de Ecologia) Fuente: Velasco, 2002.

* Menor tiempo de tratamiento.
*Uniformidad: es posible
homogeneizar y muestrear
periédicamente.

* Permite tratar el suelo sin
necesidad de excavar ni
Ventajas transportar.

*Potencial de disminucién de
costos.

*Necesidad de excavar el suelo.
*Aumento en costos e ingenieria
para equipos.

*Debe considerarse la
manipulacién del material y la
posible exposicién al
contaminante.

*Mayores tiempos de
tratamiento.

* Pueden ser inseguros en
cuanto a la uniformidad:
heterogeneidad en las
caracteristicas del suelo.
*Dificultad para verificar la
eficacia del proceso.

Desventajas
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Remediacion bioldgica.

La remediacion biolégica se utiliza para describir una variedad de sistemas que
utilizan el potencial metabdlico de organismos vivos (plantas, hongos y bacterias,
entre otros) para limpiar ambientes contaminados. La biorremediacién de un suelo
implica su descontaminacion por via biolégica. En el caso de los sitios contaminados
con metales, los microorganismos pueden modificar su movilidad en el ambiente a

través de cambios en sus caracteristicas fisicas o quimicas (Volka-Velasco, 2002).

Remediacioén fisicoquimica.

Los tratamientos fisicoquimicos utilizan las propiedades fisicas y/o quimicas de los
contaminantes o del medio contaminado para transformar, separar o inmovilizar el
contaminante. Son tratamientos econémicamente factibles y la mayoria se encuentra
disponible comercialmente, por lo cual son las técnicas mas empleadas para la
remedicion de diferentes matrices contaminadas con los residuos peligrosos desde
hace décadas. Estas tecnologias involucran una variedad de procesos como,
mezclado, neutralizacion, filtracién, sorcidén, absorcién, evaporacion y floculacion,

entre otros (Volka-Velasco, 2002).

En la tabla 2.8, se observa las ventajas y desventajas de la remedicion biolégica y

fisicoquimicas
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Tabla 2.8 Ventajas y desventajas de las tecnologias de remediacioén clasificadas de
acuerdo con el tipo de tratamiento. Fuente Volka-Velasco, 2002.

Ventajas BIEISVENETES

* Son efectivos en cuanto | * Requieren mayores
a costos. tiempos de tratamiento.

*Son tecnologias mas | *Es necesario verificar la

benéficas para el | toxicidad de intermediarios
ambiente. y/o productos.
Tratamientos
biologicos *Los contaminantes | * No pueden emplearse si el
generalmente son | tipo de suelo no favorece el
destruidos. crecimiento microbiano.

*Se requiere un minimo
0 ningun tratamiento

posterior.
*Los residuos generados
por técnicas de separacion,
*Son efectivos en cuanto | deben tratarse o
a costos. disponerse: aumento en

costos y necesidad de
* Pueden realizarse en | permisos.

Tratamientos .
periodos cortos.

fisicoquimicos . L
q *Los fluidos de extraccion

*El quipo es accesible y | pueden aumentar la

no necesita de mucha | movilidad de los

energia ni ingenieria. contaminantes: necesidad

de sistemas de

recuperacion.
. . Son efectivos a
Tratamientos "

L . Es el grupo de

térmicos corto plazo de tiempo.

tratamientos mas costosos.
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2.4.1 Fito-remediacion como alternativa

El término fito-remediacion (phyto = planta y remedium = corregir un mal) fue
acufado en 1991 (EPA, 2000). Se determina como un proceso que utiliza plantas
para remover, transferir, estabilizar, concentrar y/o destruir contaminantes
(orgéanicos e inorganicos) en suelos, lodos y sedimentos, y puede aplicarse tanto in

situ como ex situ (Van Deuren et al., 1997).

La fito-remediacioén incluye cualquier proceso bioldgico, fisico o quimico que, mediado
por plantas, ayuda a la adsorcidn, secuestro y degradacion de los contaminantes, ya

sea por las plantas mismas o por microorganismos que se desarrollan en la rizésfera.

Existen diferentes tipos de fito-remediacién como se muestra en la figura 2.5 en
funcion de la forma y lugar de actuacion. Los mecanismos de fito-remediacion
incluyen: rizo-degradacion, la fito-extraccion, la fito-degradacion y Ila fito-

estabilizacion.

En la tabla 2.9, se muestra las caracteristicas y funciones derivadas de la Fito-

remediacion (Casal et al., 2004).
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Microorganismo
degradante de
toxinas

Figura 2.5 Diferentes mecanismos de fito-remediacion.
(Fuente Casal et al., 2004)
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Tabla 2.9 Caracteristicas y funciones en la fito-remediacion.
Fuente (Casal et al., 2004)

de

Mecanismo
Fito-remediacion

Caracteristica

Funcion

Rizo-degradacion

* Se lleva acabo en el
suelo que rodea a las
raices.

* Las sustancias que
excretadas naturalmente por
éstas, suministran nutrientes
para los microorganismos,
mejorando asi su actividad
biolbgica.

Fito-extraccion

*Los contaminantes
son captados por las
raices, tallo y hojas
de la planta.

* Cuando es captado por la
raiz (fito-acumulacion),
posteriormente estos son
traslocados y/o acumulados
hacia los tallos y hojas (Fito-
extraccion).

Fito-estabilizacion

* Las plantas limitan
la movilidad Y
biodisponibilidad  de
los contaminantes en
el suelo.

*Las raices producen
compuestos quimicos que
pueden absorber y/o formar
complejos con los
contaminantes,
inmovilizandolos asi en la
interface raices-suelo.

Fito-degradacion

*Metabolizar el
contaminante en los

*Consiste en el metabolismo
de contaminantes dentro de
los tejidos de la planta, a

tejidos de la planta. través de enzimas que
catalizan su degradacion.
2.4.2 Ventajas y Desventajas de la Fito-remediacion
El éxito de la fito-remediacibn depende de la edad y el tipo de la planta,
concentraciones de nutrientes en el suelo, caracteristicas del suelo, tipo y

concentraciéon del contaminante. Su principal inconveniente es la lentitud, ya que las

plantas eliminan o degradan solo una pequefia cantidad del contaminante durante

cada ciclo de cultivo,

adecuadamente un suelo contaminado. Las ventajas y desventajas de la fito-

por

remediacién se muestran en la tabla 2.10.
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Tabla 2.10 Principales ventajas y desventajas de la fito-remediacion
(Casal et al., 2004)

Ventajas ISV ETES

Los contaminantes
pueden pasar a otras
cadenas troficas.
Alcance aproximado de
2-5 mts.

El contaminante puede
ser toxico para las
plantas.

Las plantas exdticas
Evita la erosion. pueden ser dafinas a los
ecosistemas.

Incrementa la mineralizacion de
los contaminantes.

Bajos costos.

Minimiza disturbio a los
ecosistemas.

Aumenta la disponibilidad del
contaminante.

Evita la erosion.

Puede abarcar grandes
extensiones de suelos
contaminados.

Proceso lento.

La técnica de Fito-remediacion, que utiliza la vegetacién para la descontaminaciéon in
situ de suelos y sedimentos contaminados por metales pesados y contaminantes
organicos, se esta erigiendo como una tecnologia emergente. Tal como se muestra
en la figura 2.6, las plantas pueden degradar a los contaminantes por medio de tres

mecanismos (Colin, 2001):

e Absorcion directa de los contaminantes y su acumulacion en el tejido de la planta
(fito-extraccion).

e Liberacion al suelo de oxigeno y substancias bioquimicas, como por ejemplo
enzimas que estimulan la biodegradacion de los contaminantes.

e Intensificacion de la biodegradacién por los hongos y microbios localizados en la

interface suelo-raiz.
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1

Almiimae barmmar Ao ek =soe

Algunas formas de contaminante
quedan retenidas en las partes
o de otras

fibrosas del arbol

plantas.

Algunos
contaminantes

Las enzimas de hongos y los
microbios liberados por la planta
reaccionan con los contaminantes
dearadandolos.

k-

= s e b

Otros contaminantes son
absorbidos por el arbol a través de
las raices.

Almiirvme rreck s o o es -

Algunos contaminantes en el
suelo son degradados por el
oxigeno y las enzimas emitidas

05, enzimas g
por las raices.

Figura 2.6 Mecanismos de fito-remediaciéon de una planta. Fuente (Colin, 2001)
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Ciertas plantas son hiperacumuladores de contaminantes, es decir, son capaces de
absorber niveles muchos mas altos de estos contaminantes que el promedio (en un
factor entre 10 y 100, para dar una concentracion de contaminante en la planta de
0,1 % o0 mas), a través de sus raices y concentrarlos mucho mas de lo que lo hacen
las plantas normales. Esta capacidad probablemente evolucioné a lo largo de
periodos de tiempo a medida que las plantas crecieron en suelo naturales que

contenian elevadas concentraciones de contaminantes (Juarez, 2007).

La dificultad de la Fito-remediacion es que los hiperacumuladores usualmente son
plantas que crecen lentamente y, por tanto, acumulan con lentitud a los
contaminantes. En general es necesario recolectar las plantas antes de que pierdan
las hojas o empiecen a pudrirse, con el fin de que los contaminantes absorbidos no

se dispersen o retornen al suelo (Juarez, 2007).

Las plantas pueden absorber, de forma eficiente, substancias organicas
moderadamente hidrofébicas como los componentes BTX y algunos disolventes
clorados. Substancias mas hidrofébicas, se enlazan muy fuertemente a las raices y
no son asimilados por la planta. Una vez absorbidos, la planta almacena la substancia
por medio de su transformacibn en un componente de la lignina, o bien es

metabolizado y los productos son liberados a la atmoésfera.

Los experimentos realizados en diversos lugares de ensayo han mostrado que la fito-
remediacion puede utilizarse con éxito para degradar los productos derivados del
petréleo en suelos; y para fortalecer la técnica y remediacion se requiere de una
técnica que fortalezca a la planta durante la fito-remediacién (Colin, 2001), en donde
ademas se promueva el crecimiento de microorganismos asociados a las raices de la
planta, una de ellas es la utilizacibn de microorganismos en la rizésfera, dichos
microorganismos son las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (Casal et al.,
2004).
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2.5 La importancia de la especie vegetal y la rizosfera

El ciclo de vida de una planta tiene efectos profundos en los procesos quimicos,
fisicos y biolégicos que se presentan en la vecindad inmediata donde ésta se
encuentra. Las plantas alteran profundamente el suelo que tienen alrededor, al
adquirir agua, nutrimentos y al fenecer. Las raices en particular, tienen un papel

relevante en el area del suelo que ocupan (Cunningham, 1996).

Las sustancias naturales liberadas por las raices de las plantas (azucares, alcoholes,
acidos) contienen carbdn orgéanico que actian como recurso de nutrientes para los
microorganismos del suelo, esta adicibn de nutrientes estimula la actividad
microbiana hasta 20 veces mas que la normalmente presentada en la parte del suelo
sin raices, por otra parte, otros estudios demuestran que la rizésfera puede tener de

10 a 100 veces mas microorganismos que el resto del suelo (Sutherlan, 2002).

Los pastos de pradera se han aplicado para la restauracion de suelos contaminados
con HTP y se sugiere que las raices de estos pastos pueden ser muy efectivas para la
estimulacion de la microflora en la rizésfera debido a sus fibras naturales. Estas
fibras proveen de mas area superficial a la raiz para la colonizacion microbiana que
otras raices y esto resulta en un incremento en la poblacibn microbiana del suelo

contaminado (Tortora, 1993).

De esta forma las raices afectan las propiedades de su propio ambiente, alteran el
pH, la composicién del suelo, aire y actividad microbiana dando como resultado un
microambiente muy diferente en la rizésfera, comparada con el resto del suelo

(Cristensen et al., 1995).
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2.5.1 Rye grass (Lolium perenne) especie vegetal para Fito-remediacion

Para aplicar fitorremediacién, las especies se seleccionan teniendo en cuenta la
tolerancia al contaminante, el potencial de evapotranspiracion, las enzimas
degradativas que producen, las tasas de crecimiento, el tipo de crecimiento radicular
y la capacidad para bioacumular y/o degradar los contaminantes, ademas de otros
factores como ser la biodisponibilidad de los contaminantes debido a la absorcién por

las particulas del suelo y la adecuada actividad microbiana (Jonson et al. 2002);

Los contaminantes de naturaleza organica e inorganica pueden ser absorbidos por las
plantas, como sucede con Lolium perenne en suelos contaminados por diesel
(Gunther et al., 1996).

El Rye grass (Lolium perenne) o raigras, es uno de los géneros de nueve especies
euroasiaticas de hierbas anuales o perenes, mesotérmicas, con hojas planas y
tiernas. Poseen una espiga terminal, distica, comprimida, con el raquis articulado.
Las espiguillas son plurifloras, alternas y solitarias en cada nudo, las laterales con
una sola gluma y la terminal con dos, dispuestas en el mismo plano que el raquis. La
flor hermafrodita con tres estambres. Dentro del género se encuentran especies de
gran importancia forrajera en regiones de clima templado con el “Rye grass anual”
(Lolium multiflorum) y el Rye grass (Lolium. perenne). Ademas, es un cultivo
importante en la explotaciéon agropecuaria debido a sus posibilidades de produccion
de forraje de calidad en las épocas mas deficitarias e inclusibn en rotaciones como
cultivo intercalar. Ademas presenta un ciclo anual y tiene una buena adaptacion a la
climatologia e idéneo para desarrollarse a bajas temperaturas y con coincidencia

habitual con los meses de mayor precipitacion.

En el 2004 se realiz6 un experimento utilizando Rye grass (Lolium perenne) en un
suelo contaminado con diesel. La relacién entre las varias especies de crecimiento, la

actividad microbiana y la tasa de disipacion del diesel fueron monitoreadas. Los
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resultados indicaron que el crecimiento del Rye grass puede disminuir los umbrales

de disipaciéon de diesel en el suelo.

La tasa residual de diesel en la rizésfera fue 55% menor que en la correspondiente
al suelo libre de contaminantes y la reduccién ocurridé posterior al crecimiento de la
raices. En la rizésfera el nimero de bacterias aerobias y la cantidad de actividad de
la deshidrogenasa fueron mayores que en la zona libre de raices, ademas expuso una

correlacion con el crecimiento de las mismas.

Ademas la tasa de la disipacion por la actividad de la deshidrogenasa fue mayor en la
riz6sfera que en la zona libre de raices. En conclusién, las raices del Rye grass se

determinaron como eficaces para la biodegradacion del suelo contaminado con diesel

Se han utilizado distintas especies de Lolium perenne midiendo la respuesta de los
microorganismos nativos y la inoculacion de BPCV en un suelo contaminado con HAP,
en donde no se observaron diferencias en los tratamientos pero no se notdé un

incremento en la comunidad microbiana y su actividad.

En el 2006, se realizé un estudio experimental para observar la contaminacién por
diesel en estratos bien definidos del suelo y ver la distribucién y desarrollo de las
raices, utilizando Lolium perenne. La distribucién y brotes de las raices fueron
monitoreadas con respecto del tiempo y se determinaron la densidad radicular, la
biomasa en la parte aérea del pasto y la concentracion final de HTP. Se observé un
cambio en la distribucién de los estratos debido principalmente a la irrigaciéon. La
planta presenté un desarrollo radicular mayor en las zonas libres de hidrocarburos

una vez ocupado este espacio las raices comenzaron a crecer en la zona contaminada

En el mismo afio, se realiz6 otro estudio de multiproceso de fito-remediacion

acelerando la cinética de remediacion para la remocién de HTP e hidrocarburos
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clorados en el suelo utilizando como potenciador a las BPCV. La presencia de estas,
como ya se ha discutido anteriormente, mitigan el estrés por etileno permitiendo un
incremento en la microbiota de la rizésfera. Se utilizaron pruebas piloto en
invernadero en un periodo de tres afos logrando el 70% de remediacion del 15% de

HTP, y en otro sitio se logré remediar mas del 50% del 1% de HTP recalcitrantes.

Debido a sus capacidades para crecer en suelos contaminados con diesel y de
degradar este contaminante, se ha seleccionado al Rye grass como una de las

plantas gramineas a emplear para la fase experimental de la presente tesis.

2.6 Mecanismos de estimulacion del crecimiento de las plantas

En el suelo existe una gran cantidad y diversidad de microorganismos, los cuales son
particularmente abundantes en las zonas inmediatas a las raices de las plantas.
Dentro de estos grupos microbianos, se han identificado numerosas bacterias
benéficas de vida libre, las cuales se conocen como rizobacterias promotoras de

crecimiento de las plantas (Camarillo, 2006).

En numerosos estudios de inoculacibn de BPCV, ademas de la mejora en el
crecimiento de las plantas, fueron observados incrementos en el contenido de
nitrégeno total de las plantas inoculadas respecto al testigo, no obstante, en la
mayoria de estos estudios no fueron observadas diferencias significativas en el
porciento de nitrégeno o en el contenido de proteina entre las plantas inoculadas y
no inoculadas, razén que contribuy6 a desechar la idea de que la fijacién biolégica de

nitrogeno fuera el mecanismo responsable de los efectos benéficos observados.
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Debido a que los efectos de la inoculacion con BPCV sobre el mecanismo de la raiz y
la parte aérea de las plantas similares a los que se presentan cuando las plantas son
tratadas con fitohormonas fue sugerido que estas sustancias podrian ser
responsables del mejor crecimiento de las plantas, asi como de los incrementos
observados en el contenido de minerales y en el rendimiento de los cultivos (Gerard,
1993).

El us6é de bacterias promotoras de crecimiento vegetal permite mejorar o reducir las
diversas formas de fertilizacion quimica al suelo, e incluso en pesticidas quimicos,
contaminantes por hidrocarburos, etc., para que, el suelo, la planta, y el ecosistema

se beneficien (Bashan, 1998).

Las ampliamente conocidas BPCV son aquellas que inoculadas a la siembra de la
semilla, inducen su germinacion para luego colonizar la raiz, en donde al transformar
sus exudados radicales en sustancias promotoras del crecimiento vegetal
(Garcia, et al., 1995), causan el efecto similar a las fitohormonas aplicadas
comercialmente a las semillas y plantas: como una mayor proliferacion de pelos
radicales, que incrementa una mejor y eficiente adsorcidn mineral como nitrégeno,

fosforo, hierro (Mackenzie,2005).

Las BPCV propician principalmente el crecimiento vegetal en dos formas:

e Afectando directamente el metabolismo de las plantas proporcionando sustancias
qgue son naturalmente suministradas en poca cantidad, siendo capaces de fijar
nitrégeno atmosférico, solubilizar fésforo y hierro, transformandolos a estados de
o6xido reduccion que los hace disponibles para las plantas y en la producciéon de
las fitohormonas tales como auxina, giberelinas, citocinas y etilenos. Ademas,

las BPCV incrementan la tolerancia al estrés ambiental provocado ya sea por
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sequia, salinidad, toxicidad por la presencia de metales, pesticidas y otros

contaminantes (Camarillo, 2006).

. De forma directa, son utilizadas como biocontrol. Las BPCV estimulan
indirectamente el crecimiento vegetal mediante la prevencion de efectos
degenerativos patdgenos. Las BPCV producen entonces, sustancias que resultan
dafinas o inhiben a otros microorganismos, sin que éstas pongan en riesgo a la
planta, limitando la disponibilidad de hierro para los microorganismos patégenos

o alterando el metabolismo de los mismos (Bashan y de Bashan, 2005).

2.6.1 Azospirillum lipoferum (AZml) como bacteria promotora del

crecimiento vegetal (BPCV)

Como se menciono anteriormente existen bacterias que se encuentran libremente en
la rizésfera, sobre las raices o en el interior de las mismas pero sin formar
estructuras especializadas y que también fijan el nitr6geno peros en estos casos la
aportacion es mayor, algunos ejemplos de estas bacterias son: Azotobacter
beijerinckii, Azospirillum brasielense o Azospirillum lipoferum Bacillus cereus,

Pseudomonas putida, Burkolderia spp, (Cristensen, 1995).

Estas bacterias proporcionan una fuente muy considerable de nitrégeno asimilable
siendo de importancia a las bacterias asociativas formadoras de estructuras
especializadas tales como Rizobium y Frankia (Camarillo, 2006). La mayoria de los
organismos fijadores de nitrégeno no simbidticos son capaces de fijar grandes
cantidades de nitrégeno en condiciones de laboratorio. Sin embargo, en el suelo
suele haber escasez de glucidos utilizables, que son los que aportan la energia para
la reduccién de nitr6geno a amonio, incorporando después en las proteinas. Las
bacterias simbidticas fijadoras de nitrégeno realizan una tarea alin mas importante

en el crecimiento del vegetal y la produccién de las cosechas (Tortora, 1993).
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La mayoria de las bacterias se unen a la raiz de cada huésped, normalmente en el
pelo radical (figura 2.7). En respuesta la infeccibn bacteriana se forma una
invaginacion en el pelo radical y posteriormente un hilo de infeccién y penetra en las
células de la raiz. Dentro de las células las bacterias cambian su morfologia y se
convierten en unas formas mayores llamadas bacteroides, que finalmente se
acumulan en la célula vegetal. La infeccién estimula las células radicales para formar
un noédulo, similar a un tumor de las células llenas de bacteroides. El nitrégeno
entonces es fijado por un proceso simbidtico de la planta y la bacteria. La planta
proporciona condiciones anaerdébicas y nutrientes para el crecimiento de la bacteria y

la bacteria nitrégeno para incorporarlo a las proteinas vegetales (Tortora, 1993).

Caracteristicas y mecanismo de accidon especificos de Azospirillum

Es una bacteria en forma de espirilo que se encuentra en el suelo, viviendo de forma
libre y asociada a las raices de una gran variedad de plantas. A través de mudltiples

realizados en diferentes especies se han evidenciado las siguientes caracteristicas:

¢ Amplia distribucién

e Capacidad para colonizar la rizosfera y la superficie e interior de las raices de
diversos vegetales

e Fija nitrégeno atmosférico

¢ Produce fitohormonas

e Produce sideréforos (agentes quelantes del hierro)

e Produce sefiales moleculares que activan diferentes funciones de las plantas.

Juegan un papel importante durante la colonizacion del ambiente rizésferico y de la
superficie de las raices, debido al efecto antagdénico que estos compuestos ejercen
contra otros miembros de la comunidad microbiana, incluyendo a microorganismos

fitopatdgenos que sean sensibles a estas biomoléculas.

54



Mabel Carranza Rodriguez Remocion de diesel contenido en suelo mediante
Fito-remediacién convencional y asistida por BPCV

Pelo radical
w
Células de la raiz ,
engrosadas forman un ’# \‘
noédulo
Rizobios

Hilo de
infeccion

@ Las bacterias se convierten
en bacteroides; las células
de la raiz que los contienen
aumentan de tamafio.

Los rizobios se unen al pelo radical;
se forma el hilo de infecciéon a través
del cual las bacterias entran en las
células de la raiz.

Figura 2.7 Formacion de nédulo radical. Fuente (Tortora, 1993).
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Respecto a los mecanismos de accion con efecto directo sobre el desarrollo de la
planta, los primeros estudios estuvieron enfocados en la fijacion de nitrégeno y su
asociacion con gramineas (pastos), sin embargo, posteriormente se demostré que la
contribucién de nitrégeno fijado hacia la planta es minimo y fluctia del 5 al 8 % de

nitrégeno total.

Uno de los compuestos de mayor importancia y el mas ampliamente estudiado es el
acido indol acético (AlA) que induce la aparicion temprana de pelos radicales, asi
como el incremento de la longitud de las raices y ademas modifica el contenido de
fitohormonas de las plantas conduciendo a la estimulacién del crecimiento de las
mismas. En este sentido, la literatura indica que la inoculacién con Azospirillum da
origen a un mayor desarrollo del sistema radical, lo que se traduce en una mayor
superficie de absorcion de nutrientes, lo que fue confirmado al registrar incrementos
en el contenido de nitrégeno, fosforo, potasio y otros minerales, asi como, con el

mayor desarrollo de la parte aérea de las plantas.

A pesar de las caracteristicas fisioloégicas de Azospirillum estan bien definidas, no se
ha logrado especificar cual es el primer mecanismo de accion por el que ésta bacteria
favorece el desarrollo de las plantas, no obstante se descubrié que la bacteria es
capaz de sintetizar biomoléculas que transmiten sefiales que atraviesan la pared
celular de las plantas y al ser reconocidas por sus receptores inician una cadena de
eventos que resultan en la alteracion del metabolismo de las plantas. Asi mismo se
ha demostrado que los nitritos sintetizados por Azospirillum induce el aumento en la

formacion de las raices laterales (Camarillo, 2006).
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3. OBJETIVOS Y ESTRATEGIA DE TRABAJO

3.1 Objetivo General

Evaluar y comparar la remocion de diesel en suelo mediante la Fito-remediaciéon

convencional y asistida por BPCV.

3.2 Objetivo Particular

e Conformar un suelo artificial y evaluar la respuesta del componente vegetal y
microbiano del sistema en presencia y ausencia del diesel.

e Evaluar la Fito-remediacién convencional con Rye grass (Lolium perenne) de
suelo contaminado con diesel, bajo condiciones controladas en laboratorio.

e Evaluar la Fito-remediacién convencional con Rye grass (Lolium perenne)
asistida con AZml de suelo contaminado con diesel, bajo condiciones
controladas en laboratorio.

e Comparar ambos tratamientos en funcién de los porcentajes de remocion de

diesel.

3.3 Hipdtesis

La fito-remediacion asistida por AZml como Bacteria Promotora de Crecimiento
Vegetal en suelo contaminado por diesel tendrd un mayor porcentaje de remocidn

que la fito-remediacién convencional.

3.4 Estrategia de Trabajo

La estrategia de trabajo se realiza en dos partes, la primera parte se conforma de las
pruebas preliminares al experimento y la segunda se conforma por la parte

experimental, por lo anterior mencionado se plante6 de la siguiente forma:
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* Pruebas de germinacion, sobrevivencia y mortandad de la
especie vegetal Lollium Perene en suelo conformado a diferentes
concentraciones de diesel, para obtener la concentracion letal
media (Clzg).

* Contaminacidon de suelo conformado con diesel a la

concentracion establecida (15,000 mg/Kg).

* Inoculacion de semillas de la especie vegetal con la cepa
AZm1 (BPCV).

* Caracterizacion de los sistemas durante la etapa experimental

(suelo y planta vegetal).

o/

~\

* Obtencién de resultados finales en los sistemas de Tratamientol

(Fito-remediacion convencional) y Tratamiento2 (Fito-remediacion

N
* Obtencidén del suelo natural.
Caracterizacion del suelo natural.
* Elaboracion del suelo conformado.
Caracterizacion del suelo conformado.
W,
\

-
\

J

~
*¥ Montaje, tratamiento y monitoreo de las unidades
experimentales (figura 3.2).

w,

™\

gura 3.1 Diagrama de estrategia de trabajo para la fase experimental.
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4, METODOLOGIA

4.1 Obtencion del suelo natural

El suelo natural fue recolectado de la zona de Tierra Blanca, Estado de Veracruz en la
cuenca de Papaolapan, perteneciente a una regidon con probabilidades altas de

incidencia a derrames por hidrocarburos.

Una vez que la muestra de suelo se obtuvo, se llevo al laboratorio (Laboratorio de
Microbiologia Experimental, Faculta de Quimica), se mantuvo en refrigeracién a

temperatura de 4 °C y se procedi6 a su caracterizacion.

De este suelo se determinaron los siguientes pardmetros fisicos y quimicos: carbono,

fosforo aprovechable, humedad, materia organica, nitrégeno total, pH y textura.

Figura 4.1 Suelo natural, procedencia de Tierra Blanca, Veracruz.

4.1.1 Caracterizacion del suelo natural

Los métodos utilizados para la caracterizacion se enlistan en la tabla 4.1. Para la
determinacién de fésforo aprovechable, humedad, materia organica, nitrogeno y pH 'y
textura se utilizaron los métodos descritos en la Norma Oficial Mexicana NOM-021-
SEMARNAT-2000 que establece especificaciones de fertilidad, salinidad y clasificacion

de suelos, estudio, muestreo y analisis.
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Tabla 4.1 Métodos empleados para la determinacion de propiedades y
caracterizacion del suelo natural y suelo conformado

pH Método AS-02 (NOM-021-SEMARTNAT-2000)

Humedad Método As-05 Gravimetria (NOM-021-SEMARTNAT-2000)

Materia organica y
carbono organico

Método AS-07 de Walkley y Black (NOM-021-SEMARTNAT-2000)

Nitrégeno Kjeldahl
Foésforo Olsen et al (Laboratorio de Edafologia Ambiental 2000
Textura Método As-09 Hidrometro de Bouyoucos (NOM-021-SEMARTNAT-2000)

No

ta: La descripcion y fundamento de las técnicas se muestran en el ANEXO A.

4.2 Obtencion del suelo conformado

Ya obtenidas las respectivas proporciones segun las propiedades del suelo natural se
llevé acabo la formaciéon del suelo conformado. Como se observa en la Figura 4.2, se
formdé con un lote de: arena, feldespato como limo, y arcilla tipo caolinita. Las tres
fracciones fueron obtenidas comercialmente (fabrica: Fernando Montes de Oca # 18
Col. San Nicolas, Fraccionamiento Fincas Industriales Tlalnepantla, Edo. De México),
la materia organica se adicion6 en forma organica de tipo comercial y agua destilada
para la homogenizaciéon de la mezcla.

El suelo conformado se guard6é en un contenedor de plastico con tapa a temperatura

ambiente.

Figura 4.2 Suelo conformado, colocacién de
arena, limo, arcilla.
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4.2.1 Caracterizacion del suelo conformado

Para la caracterizacion del suelo conformado, se tomo cierta cantidad de suelo
guardado en el contenedor y se secd a temperatura ambiente aproximadamente por
24 horas, se macer6 en un mortero de porcelana y se tamizé a través de una malla
de 200 mm. Se tomaron muestras de la cantidad especifica que indica cada técnica
a determinar.

Las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo conformado que se determinaron se

muestran en la Tabla 4.1.

4.3 Determinacion de la concentracion letal (CLsg) de diesel para el

experimento

El procedimiento consisti6 en determinar la concentracion letal media por medio de
germinacion y sobrevivencia de la especie vegetal Lolium perenne en el suelo

conformado, y se contaminé a diferentes concentraciones (mg/kg) de diesel.
El método fue el siguiente:

a) Se tomo6 3.6 kg de suelo humedo guardado en el contenedor y se sec6d a
temperatura ambiente aproximadamente por 24 hrs. para obtener la humedad
requerida a trabajar, se maceré en un mortero de porcelana y se tamizé a
través de una malla de 200 mm.

b) Se contaminé 300 g de suelo a diferentes intervalos de concentraciones:
0,000, 6000, 7000, 8000, 9000,10000, 12000, 16000, 20000, 24000, 28000,
32000 y 36000 mg/kg de diesel, con el fin de corroborar la concentracion letal
media se planteo el disefio con 3 replicas para cada concentracion, se mezclo
en un mortero aproximadamente 1 hora para asegurar la homogeneidad del
contaminante en el suelo.

c) Se dejo reposar el suelo con diesel durante un periodo de 72 horas.

d) Se pes6 150 g de suelo por cada concentracion establecida anteriormente y se

coloco en un vaso de vidrio con capacidad de 250 mL.
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e)

f

Q)
h)

1)

K)

Se agreg6 15 semillas de la especie vegetal Lolium perenne por cada vaso en
el suelo, a una profundidad no mayor de 0.5 cm y se adicioné agrolita en la
parte superficial.

Se agreg6 agua para humedecer el suelo y se taparon los vasos con bolsas
negras de plastico para evitar el paso de la luz y obtener una germinacion
Optima, se colocaron en el cuarto de incubacién cerrada para asegurar
obscuridad total a una temperatura de 32 °C por 96 horas.

Se rocié agua cada 48 horas a las semillas.

Se saco los vasos del cuarto de incubacién para seguir con el procedimiento de
crecimiento y sobrevivencia de la planta vegetal y se colocaron en el
laboratorio.

Se rocio agua cada 48 horas a las plantas.

Se obtuvo un 50% de crecimiento de la especie vegetal al dia 6 a partir de su
germinacion.

Se dejo los vasos con la especie vegetal como se observa en la figura 4.3, por
un periodo de 15 dias con el fin de obtener el porcentaje de sobrevivencia para
las diferentes concentraciones establecidas de diesel

Ya transcurrido los dias sefialados se registré los resultados de porcentaje de

germinacioén y sobrevivencia de la especie vegetal.

Con esta prueba se encontré la concentracion letal media y se obtuvo por

medio de regresion lineal.

Figura 4.3 Suelo conformado y especie vegetal a diferentes intervalos de

concentracion de diesel Clsg.
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4.4 Preparacion de suelo con diesel y sin diesel para las unidades

experimentales

Se llevé a cabo la preparacion del suelo conformado en dos lotes cada uno de 14 kg,
con una humedad de 17.32 = 3 % y se mezclé con agrolita (materia inerte) para
mejorar la estructura del suelo. Uno de los lotes fue contaminado con diesel a una
concentracion tedrica de 15,000 mg/kg dando una concentracién real de 10,552
mg/kg en, en la figura 4.4 se muestra el resumen en diagrama de los pasos de la

preparaciéon del suelo.

El método fue el siguiente:

a) Se tomd del contenedor dos lotes 14 kg de suelo, se sec6é a temperatura
ambiente aproximadamente por 24 hrs. Se obtuvo una humedad de 17.32 +3
% la requerida para poder trabajar el suelo, se macer6 en un mortero de
porcelana para adquirir la textura deseada para trabajar.

b) Se contamind el primero lote de suelo adicionando diesel con una probeta y se
homogenizé con una espatula por un periodo de 2 horas aproximadamente,
para obtener el diesel en toda el area del suelo. La concentracion establecida
tedricamente fue de 15,000 mg/kg de diesel y la concentracion real fue de
10,552 mg/kg.

c) Se dejo reposar el suelo con diesel por 72 horas.

) {__f ek
Secado de suelo al Trituracion de suelo Textura final de Suelo

aire libre y probeta con diesel

Suelo con Diesel (1zq.) vy Suelo contaminado con Adicion de diesel en
suelo sin Diesel (Der.) Diesel el suelo

Figura 4.4 Diagrama que resume las actividades realizadas para el suelo
contaminado y sin contaminar.
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4.5 Indéculo de semilla Lolium perenne con AZm1 como BPCV

Una vez establecida la concentracion de diesel, se llevd acabo la inoculacion de las

semillas de Rye grass la cepa con la que se trabajé fue Azm1.

En el Laboratorio de Microbiologia Experimental, se ha trabajado con tres cepas
especificas de Azospirillum lipoferum las cuales son AZml1l, AZm3 y AZmb5, de
acuerdo a trabajos previos experimentalmente en el Laboratorio de Microbiologia
Experimental, se obtuvo que la cepa AZm1 presentdé mayor densidad bacteriana por
semilla y tolerancia al diesel, para fines del presente trabajo se proporcioné la cepa
AZm1l por las caracteristicas antes mencionadas, la cepa se obtuvo activada y
propagada, se realiz6 tinsiones de Gram para observar la forma y caracteristica fisica
de la cepa, una vez llevado acabo estas actividades se inoculé la semilla de Rye
grass. La totalidad de las semillas se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de
sodio al 5 % durante 10 minutos, con el fin de eliminar totalmente impurezas
alrededor de la semilla, se enjuagé en agua estéril, los pasos resumidos se muestran
en la figura 4.5. El montaje de las unidades experimentales tuvo dos lotes; uno con

semillas inoculadas con la cepa AZm1 y el otro lote semillas sin inocular.

Para la inoculacibn se siguié la propagacion de la cepa como se muestra a

continuacion:

a) se desinfectd las semillas con una solucién de hipoclorito de sodio a 5 % por
diez minutos y se enjuagaron con agua estéril.

b) Se coloco las semillas desinfectadas en cajas Petri estériles a las cuales se les
agrego la suspension activa de la cepa AZm1 y se dejé reposar por un periodo
de 2 horas a temperatura ambiente

c) Se inocul6 las semillas de forma endégena y se agregaron a la superficie del
suelo conformado preparado, y para asegurar la presencia de las bacterias se
volvié a inocular, de forma exdgena, es decir afiadiendo un mL a la superficie

del suelo con las semillas.
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Inoculacién
enddégena de las
semillas.

Desinfeccion de Suspension activa
semillas con de la cepa AZm1.
hipoclorito.

Inoculacién exégena Semillas en reposo por Adicion de la suspension
sobre la superficie del un periodo de 2 horas a la semilla.
suelo. en cajas Petri.

Figura 4.5 Diagrama que resume las actividades de inoculacion de
semilla durante el experimento.

4.6 Conformacién y Montaje de los sistemas experimentales

Ya preparado el suelo contaminado como se explicé en la seccion 4.4, se llevé acabo
el montaje de los sistemas experimentales. Estos sistemas se monitorearon para
obtener la concentracion de diesel en fraccion media de HTP durante los siguientes
intervalos de dias, al dia cero, y los siguientes intervalos de 10, 22, 37, 52 y 62 dias.
Se considerd para cada arreglo del sistema tres replicas por cada uno, en la figura

4.6 se muestra el resumen en diagrama de pasos.

Para la conformacién de los sistemas se siguieron los siguientes pasos:

a) Se colocé6 las unidades experimentales en vasos de vidrio tipo comercial con
capacidad de 125 mL, se lavé previamente con agua acidulada y se enjuago
con agua destilada.

b) Se prepar6 posteriormente dos lotes de suelo el suelo como se menciona en la

seccion 4.4., el primero con diesel y el segundo sin diesel.
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c)

d)

f)

Q)

h)

1)

De los dos lotes de suelos se clasific6 dos lotes diferentes el primero con
semillas Rye grass inoculado con AZm1 y el segundo con semillas Rye grass
sin inocular.

Una vez identificado la separaciéon se coloc6é 150 g de suelo en cada vaso con
y sin diesel y 25 semillas de Rye grass (Lolium perenne) por vaso.

Una vez colocadas las semillas se esparcié en poca cantidad agrolita, con el fin
de darle una mejor textura y se agregd agua para su germinacion,

Ya completado las 90 unidades experimentales, se colocaron bolsas negras con
ligas a los vasos para evitar el paso de luz.

Los vasos se colocaron en un cuarto de incubaciébn a una temperatura de
30+5 °C, y se dej6 por un periodo de 120 hrs,

Durante este periodo se regd cada dos dias, con revisiones diarias.

Una vez germinadas las semillas, se coloc6 las 90 unidades experimentales
dentro del laboratorio a una temperatura de 20+5 °C.

Durante este periodo se rego cada tres dias, con revision diaria hasta el dia 62

donde finaliz6 el monitoreo experimental.

Tabla 4.2 Nomenclatura y distribucidon de las unidades experimentales (S- suelo,

Se-semilla Rye gras (Lolium perenne), D- diesel, B- AZm1)

Bloque b Bloque c Bloque d

Sistema dia 22 dia 37 dia 52

S+ D
testigo

S +B

S+P
CONTROL 1

S+P+D
TRATAMIENTO 1

S+P+B
CONTROL 2

S+P+B+D
TRATAMIENTO 2

67



gris con diesel

Mabel Carranza Rodriguez Remocion de diesel contenido en suelo mediante
Fito-remediacion convencional y asistida por BPCV

Lo sistemas experimentales fueron etiquetados para su distribucién de acuerdo a
cada caracteristica de sistema, en la tabla 4.2, se observa la nomenclatura. De
acuerdo a su distribuciéon experimental se obtuvo un matriz que sefala parametros

fisicoguimicos medibles durante el experimento, se observa en la tabla 4.3.

Colocaciéon de
semillas de Lolium
perenne al suelo
sin inocular.

Colocacion de

2 semillas de Lolium
150 g de suelo en ~ | perenne al suelo
un vaso de vidrio. i
Suelo conformado inoculadas con
contenedor rojo sin AZm1l
diesel, contenedor

L . L Semillas sobre la
Adicién de agrolita al Adicién de agua a los superficie del suelo
suelo, y en cada vaso sistemas, para iniciar con agrolita, en vaso

su germinacioén de vidrio.

Vasos con bolsas de Vasos en el cuarto de Vasos en el laboratorio
color negro para incubacion, periodo de 5
evitar pasé de luz a dias aproximadamente
los sistemas para germinacion de
semillas

Figura 4.6 Diagrama que resume las actividades de conformacion y
montaje de los sistemas experimentales.
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4.7 Caracterizacion de los sistemas

Se realiz6 la caracterizaciéon y parametros fisicoquimicos de los sistemas como se

indico en la figura 4.3.

4.8 Factores de respuesta

Como factor respuesta se dio seguimiento al porcentaje de sobrevivencia, longitud
de raiz y tallo de la planta, peso base seca estos resultados se encuentran en el

Anexo B.

4.9 Determinacion de la fraccion media de hidrocarburos totales
de petrdéleo (HTP)

La preparacion de la muestra de suelo para el analisis del contenido de diesel se
realiz6 secando las muestras al aire libre por un periodo de 3 a 5 dias a
temperatura ambiente; una vez secas, se tritur0 la muestra en un mortero de
porcelana y se colocaron en frascos de vidrio color &mbar con tapa de teflon y

refrigeracion a una temperatura 4 °C.

Las plantas se retiraron de las unidades experimentales y fueron cepilladas con el
fin de eliminar los granulos restantes del suelo especialmente la parte de la raiz,
posteriormente fueron extendidas y colocadas sobre charolas de aluminio en donde
se dejoé secar por un periodo de 3 a 5 dias a temperatura ambiente, de igual
formase obtuvo el peso en gramos para obtener la base seca de planta, estas se
colocaron en frascos de vidrio ambar cerrados con tapa teflon y en refrigeracion a
4 °C.

Una vez obtenidas las muestras en frascos se procedié a la extraccion con un
equipo Soxhlet por un periodo de 18 horas en una solucibn de extraccion
consistente en una mezcla de hexano con diclorometano (1:1). Posteriormente se

concentraron con equipo rota vapor y se pasaron por una columna cromatografia
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empacada con sulfato, silice, alimina, sulfato de cobre granulado, posteriormente

las muestras nuevamente son evaporadas con la ayuda de un rota vapor hasta un

volumen aproximado de 5 mL transvasandose a viales.

Figura 4.8 Diagrama que resume los pasos para la separacion del suelo con la
planta, A) Sistemas experimentales en el laboratorio, B) Planta con suelo sobre
charola de aluminio Antes de cepillar el suelo, C) Planta con suelo, D) Planta sobre
charola para la medir la longitud de la planta.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion del suelo natural

La muestra de suelo natural fue obtenida de Tierra blanca, Veracruz, México.

Se determ