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RESUMEN

RESUMEN

La contaminacién del suelo esta dada principalmente por la liberacion incontrolada de combustibes, los
cuales pueden ser transportados desde la superficie a través de la zona no saturada hacia los mantos
acuiferos, situacion que representa un riesgo para la salud. El suelo desempefia un papel amortiguador, ya
que los contaminantes pueden ser retenidos e incluso degradados por accion de la flora nativa. En este
trabajo se estudid la biodegradacion de benceno, tolueno y xileno (BTX), en el suelo de dos sitios donde se

registraron derrames de gasolina varios afios atras.

Las muestras de suelo fueron obtenidas de una terminal de almacenamiento de combustible (Sitio 1) y de un
sitio cercano a la fuga de un poliducto (Sitio 2). Las muestras para los anélisis fisicos y quimicos se
almacenaron en frascos de vidrio, aquellas que se utilizaron para los analisis microbiol6gicos se mantuvieron
en los mismos cartuchos de acetato obtenidos con un nucleador manual. Todas las muestras se mantuvieren

a 4°C hasta su procesamiento.

Durante la caracterizacion fisica de los suelos, el color de los suelos, resulté estar determinado por su
fraccion inorganica, ya que el contenido de materia organica fue bajo, por lo que los nutrimentos (nitrégeno
en sus diferentes formas y fosfatos) se vieron también disminuidos. La clase textural del suelo del Sitio 1 fye
franco arenosa y arena para ¢l suelo del Sitio 2, esto hace que sean permeables y limitados en la capacidad

de retencién de agua y nutrimentos. El pH en ambos sitios tendié hacia la alcalinidad y la baja conductividad

A. L. DEYTA TECO vi



RESUMEN

eléctrica registrada no reflejé problemas de salinidad en los dos suelos, sus caracteristicas resultaron ser
tipicas de zonas semiaridas. Para ambos suelos, el conteo de bacterias totales y heterdtrofas fue del orden de
109-1011 bacterias/g y 102-106 ufc/g, respectivamente. En cuanto a las bacterias degradadoras de tolueno,
su presencia se detectd a lo largo de todo el perfil en los dos sitios. Sin embargo, las condiciones mas
favorables se encontraron a una profundidad entre los 40-60 cm de profundidad para el Sitio | y entre 10-15

cm para el Sitio 2.

La capacidad degradadora se evalué en microcosmos con y sin la adiciéon de nutrimentos y de bacterias
previamente aclimatadas. Los substratos residuales se cuantificaron en un cromatégrafo de gases con
detector de ionizacién de flama. Como parte del seguimiento de la actividad microbiana se evalué el

consumo de oxigeno y produccion de biéxido de carbono.

Las velocidades iniciales de biodegradacion de BTX no se reflejaron en los maximos porcentajes de
biodegradacion alcanzados en ambos suelos. El efecto de la adicion de nutrimentos y de bacterias
aclimatadas, se reflejé principalmente en la disminucion del tiempo en el cual se alcanzan los méximos
porcentajes. La produccion de bidxido de carbono y el consumo de oxigeno coincidieron con la disminucion

en la concentracion de los contaminantes, que fueron utilizados como substratos.

A L. DEYTA TECC vii



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El deterioro del medic ambiente ha causado una gran preocupacion mundial. En este ambito, se ha resaltado
la necesidad de abarcar la contaminacién de los suelos en razon de la liberacién incontrolada de
contaminantes, de los cuales sobresalen los hidrocarburos y los combustibles, y en la que se ven involucrados
en gran parte los errores humanos al igual que los accidentes. Situacién que esta presente en gran parte del

pais.

La presencia de tales contaminantes en el suelo tiene repercusiones directas sobre la salud humana por
efectos del contacto directo, inhalacion o ingestion de los mismos. Por otra parte, su transporte a través del
suelo, puede originar la contaminacién de los mantos freticos, deteriorando la calidad del agua ahi presente,
la cual en la mayoria de los casos es fuente de abastecimiento para las poblaciones aledafias. Asimismo, se

pueden ver afectadas la estructura y productividad de los suelos.

La necesidad de eliminar contaminantes de los suelos y acuiferos ha favorecido el desarrollo de tecnologias
de limpieza y recuperacién de los mismos. El proceso de biodegradacion, que se basa en el uso de los propios
microorganismos del suelo para transformar o degradar los compuestos organicos, es uno de los mas
aplicados en el desarrolio de dichas tecnologias. De ahi que surja la necesidad de desarrollar metodologias
que permitan evaluar la capacidad biodegradadora de los microorganismos presentes en el suelo, con el fin de

establecer posibles soluciones a los problemas de contaminacién de los mismos, con especial atencion a los




INTRODUCCION

que se presentan en México, ya que existen pocos reportes tanto de evaluacién del proceso de biodegradacion

en suelo como de tipo resolutivos.

En el presente trabajo evalué la importancia de la relacion existente entre las caracteristicas fisicas, quimicas
y microbiolégicas de dos suelos contaminados con gasolina varios afios atrds y las condiciones bajo las cuales
pudiera darse el proceso de biodegradacién de los hidrocarburos monoaromadticos volatiles BTX, que son

considerados como indicadores de la presencia de gasolinas.

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad degradadora de dos suelos contaminados con gasolina, sobre los hidrocarburos
monoaromaticos volatiles benceno, tolueno y xilenos conocidos en conjunto como BTX, con base a las

caracteristicas intrinsecas de los mismos suelos.

1.2 OBJETIVOS PARTICULARES

* Realizar la caracterizacion fisica, quimica y microbiolégica de ambos suelos

* Determinar si las comunidades microbianas nativas de ambos suelos, tienen el potencial de biodegradar
BTX.

= Especificar si la adicion de bacterias aclimatadas provenientes de los mismos sitios favorecen el proceso

de biodegradacion.

* Establecer que parametros de la caracterizacion de cada suelo, estan relacionados con la biodegradacion

de BTX.

s Desarrollar técnicas especificas para el seguimiento de la actividad biodegradadora de BTX en muestras

de suelo a nivel microcosmos.

» Determinar la factibilidad de desarrollar el proceso de biodegradacion de BTX en ambos suelos, como

parte de la tecnologia de biorremediacion.

A. L. DEYTA TECO 2
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2. MARCO TEORICO

2.1 EL SUELO COMO RECURSO NATURAL

2.1.1 Definicion

La palabra suelo deriva del latin solum que significa piso o superficie de la tierra, distinguiéndola de la roca
solida. Sin embargo, al igual que una gran cantidad de palabras que empleamos cotidianamente tiene

diferentes significados, los cuales pueden ser utilizados en diversas formas.

Algunas de las definiciones bajo las cuales se conceptualiza al termino suelo, se basan en conceptos simples
como, la tierra que pisamos, la interfase entre la atmosfera y la litosfera, la base de la agricultura, la mezcla
de materiales o como parte del patrimonio nacional (FitzPatrick, 1980; Foth, 1985; Millar et ai., 1972).
Algunos otros tocan conceptos mds complejos como, material intemperizado o regolita, material mineral no
consolidado y como cuerpo tridimensional no organizado que forma un habitat (Aguilera, 1989; Foth, 1985,
Palacios, 1996). Sin embargo, para tener una definicién mas apegada a fines ambientales, es necesario
considerar al suelo como un cuerpo tridimensional que conforma el habitat de miles de especies microbianas
y plantas superiores, y que por lo tanto, desempefia un papel trascendental en los ciclos biogeoquimicos,
hidrolégico y de la cadena alimenticia, asi como de su constitucién como medio filtrante en el proceso de la

recarga de los acuiferos que constituyen la fuente de abastecimiento de agua.
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2.1.2 Formacion

Ei principal proceso formador del suelo lo constituye la intemperizacion, y la diversidad de los mismos queda
marcada por el tipo de roca sobre la que actia, junto con otros factores fisicos, quimicos y bioldgicos.
Dokuchaev (FitzPatrick, 1980) establecié que los suelos se desarrollan como resultado de la interaccion de

cinco factores, con los cuales se elabord la siguiente ecuacién:

S = f(roca basal, clima, organismos, topografia, tiempo)

I. Laroca madre es sobre la cual se desarrolla el suelo.
La exposicién del material parental conduce al establecimiento de plantas y comunidades biol6gicas.
El clima actia como fuerza directriz al promover los cambios tanto en suelos como en ecosistemas.

La edad de la region se toma a partir de la edad de la roca o material de origen.

Al

El relieve o topografia determina la distribucion de la humedad y los patrones de erosion y eluviacion.

De los 5 factores, solo el tiempo puede considerarse como una variable independiente, los otros cuatro
dependen en mayor grado uno de otro o de algin otro factor como la adicion de suelo, ta pérdida de
materiales, la transferencia y las transformaciones, para crear cierto nimero de procesos especificos que
conducen a la diferenciacion de horizontes y a la formacién del suelo Fig. 2.1 (FitzPatrick, 1980; Gorshkov et

al., 1970, Palacios, 1996).

CLIMA
rayos UV
rayos infrarrajos ’
rayos cOsmicos
luz monocromatica

luz solar
radiaciones

ORGANISMOS

microfauna
macrofauna

precipitacién

glaciaciones
B e TIEMPO
; edafocronelogia

Reacciones ]
fisicoquimicas R.eacc.mnes
biofisicoquimicas
SUELO

vida vegetal
vida humana
vida animal

Fig2.1 Procesos formadores del suelo (Aguilera, 1989)
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Para que se forme | cm de suelo deben transcurrir mas de 100 afios bajo condiciones ideales y sélo se podria
recuperar un suelo de 20 cm con los elementos que el hombre pudiera tener (Palacios, 1996). Bajo esta
perspectiva el suelo en teoria es renovable, pero en la practica no lo es; de ahi la importancia que tiene su

cuidado como sistema y recurso natural.

El suelo en si, constituye un estrato de rocas de determinada granulometria, mezclado con substancias de
origen organico. La disposicion reciproca de las distintas fracciones no €s desordenada, por lo menos en
suelos que ya no son jovenes, sino que tales componentes se disponen en una determinada estructura (Parisi,

1979).

Un concepto fundamental, es que en ¢l suelo existen niveles estructurales y que tradicionalmente se compone
de tres fases: so6lida, acuosa y gaseosa {(Tabla 2.1). La fase solida constituye aproximadamente el 50 % del
volumen de la mayor parte de los suelos superficiales y consta de una mezcla de particulas organicas e

inorganicas cuyo tamafio y forma varia considerablemente.

Tabla 2.1 Composicién porcentual media de un suele himedo (Parisi, 1979)

Componente %
Fraccién mineral 45
Substancias orgdnicas 5
Agua 25
Aire 25

2.1.3 Propiedades fisicas y quimicas

Cada suelo presenta un conjunto de propiedades fisicas y quimicas, que dependen de la naturaleza de sus
componentes. El clima del suelo presenta los mismos componentes que el clima atmosférico: temperatura y

humedad.

Temperatura. Las variaciones de temperatura del suelo son las manifestaciones de la energia solar, de la
cual parte es absorbida y convertida a calor, mientras que el resto es reflejada a la atmésfera. El efecto
principal de la temperatura es influir en la tasa de las reacciones, pero también se ven afectados el volumen,
la presion, los potenciales de dxido-reduccion, la difusion, la viscosidad, la tension superficial y la estructura

del agua entre otros.

El contenido de humedad puede tener influenciar la temperatura, ya que la cantidad de calor que se necesita

para elevar en 1°C la temperatura de un gramo de suelo es alrededor de la quinta parte de la necesaria para
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calentar 1 g de agua. Lo cual indica que los suelos con alta humedad se calientan con mayor lentitud debido a
la cantidad considerablemente mayor de calor requerida para elevar la temperatura (Foth, 1985; FitzPatrick,
1980).

La transferencia de calor depende de varios factores de los cuales las variables mds importantes son la
porosidad y la humedad. Cuando el suelo esta seco la conduccién de calor es muy lenta, debido a que la
conductividad en el aire del espacio poroso es lenta. Por lo tanto, entre mayor sea la porosidad menor es la
conductividad y en consecuencia una porcién elevada de materiales finos tiende a calentarse con lentitud

(FitzPatrick, 1980).
Humedad. La humedad del suelo comprende todas las formas de agua que entran al sistema del suelo (Fig.

2.2). El agua de la superficie migra hacia abajo por la fuerza de gravedad y los espacios porosos pueden

llenarse con la solucion del suelo o aire, de acuerdo con la cantidad de humedad.

Condensacién ( +) Precipitacion ( +)  Evapotranspiracién ( - )

Escurrimiento
superficial { +)
Escurrimicnto

\’ Escurrimiento
\. superficial { - )
subterraneo ( 4
\ Intjl!ﬁgcibn (+) \\.”
by

Intersepcion

Agua almacenada ( + )

Escurrimiento

"—‘_ Percolacion ( - )
i subterrdneo (- )

Efecto capilar (+)

4 V; TT

Agua fredtica

Fig. 2.2 Componentes del ciclo hidrolégico del agua (Gavande, 1972)

Algunas capas de agua se absorben fuertemente a las particulas del suelo debido a las fuerzas adhesivas, y
conforman el agua de adhesién, la cual se mueve muy poco. Mas alla de la fuerte atraccion de las particulas
del suelo, las moléculas de agua también se mantienen como una pelicula de agua de cohesion. Las moléculas
del agua de cohesion comparadas con las de adhesion, estin en mayor movimiento, tienen un mayor nivel
energético y se mueven mas facilmente (Fig. 2.3). El movimiento del agua ocurre cuando hay diferencias de
potencial entre diferentes puntos del sistema. El agua tiende a moverse de alto a bajo potencial (Millar et al.,

1972, Gavande, 1972).

A.L.DEYTA TECO 6



MARCO TEORICO

Agua de
adhesidn Aguade
cohesion
& Particula
Macroporo del suelo
lleno de aire

Fig. 2.3 Relacién de agua de adhesién y cohesién con respecto a las particulas del suelo
y macroporos llenos de aire (Millar, 1972)

Color. El color del suelo esta influido por la cantidad y tipo de materia organica, la condicién de drenaje y la

aireacion.

El color obscuro, por lo general se debe a que contiene materia organica en estado avanzado de
descomposicion. La materia organica imparte a los suelos un color gris, gris oscuro o pardo oscuro, a menos
que algin otro constituyente, como el dxido de hierro o una acumulacién de sales modifique ¢l color. Los
colores gris claro y blanco se originan por la falta de alteracién de materiales maternos de color gris o blanco,
depositos de carbonato de calcio, presencia de sales, o como resultado de la remocién de hierro, dejando

cantidades significativas de minerales claros (Foth, 1985; Aguilera, 1989 FitzPatrick, 1980).

Si los suelos estin mal drenados, hay una mayor acumulacién de materia organica en las capas superficiales
dandoles a estos una coloracion muy oscura. Cuando las capas inferiores contienen poca materia organica,
son gris claro, indicando una condicion de drenaje deficiente. Si el drenaje es intermedio el color gris del
subsuelo es interrumpido por moteados amarillos, pero cuando permite la aireacion y las condiciones de
humedad son favorables para la actividad quimica, el hierro de los minerales del suelo se oxida e hidrata

formando compuestos amarillos y rojos (Aguilera, 1989; Foth, 1985).

Muchos horizontes del suelo tienen un color dominante. Los horizontes que estan secos una parte del afio y
otra hiimedos, tienden a presentar una mezcla de dos o més colores. Cuando algunos colores estén presentes
en un disefio manchado o jaspeado, se usa la palabra moteado para describir esta condicién. ElI moteado
origina vetas, motas que estan relacionadas con el tamaiio de la superficie de los colores mediante el contraste
(débil, distinto, prominente), la abundancia (pocas, comunes, muchas) y el tamafio (finas, medias, grandes)

(Aguilera, 1989).
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Textura. La textura expresa el tamaiio relativo de las particulas del suelo, como una proporcion relativa de
arena, limo y arcilla. La Textura influye en la magnitud de la mayoria de las reacciones fisicas y quimicas, ya

que ésta determina el tamaifio de la superficie sobre la cual ocurren dichas reacciones.

Los grupos de particulas que conforman al suelo se denominan separados y son divididos con base al tamaiio
sin tomar en cuenta su composicion quimica, color, peso y otras propiedades (Tabla 2.2). El témino
esquelética (no mostrado en la Tabla) corresponde a las rocas, guijarros y grava, cuyos tamafios pueden

rebasar el centimetro (Aguilera, 1989; Foth, 1985).

Tabla 2.2 Algunas caracteristicas de los separados de un suelo (Foth, 1985)

Separado Didmetro Diimetro Niimero de particulas  Area superficial
mm"* mm® por gramo en 1 g/em?

Arena muy gruesa 2.00-1.00 - 90 11

Arena gruesa 1.00-0.50 2.00-0.20 720 23

Arena mediana 0.50-0.25 - 5700 45

Arena fina 0.25-0.10 0.20-0.02 46000 91

Arena muy fina - 0.10-0.05 - 722000 227

Limo 0.05-0.002 0.02-0.002 5776000 454

Arcilla Menor de 0.002 Menor de 0.002 90260853000 8000000°

a Sistéma United States Department of Agriculture.

b Sistema Intemacional Soil Science Society.

¢ Area superficial de particulas de arcilla montmeorillonita con forma de placas, determinada con el método de retencion de glicol por Sot ¥y Kemper. (véase

SSSAP, vol.23, Pag, 106, 1959). Otros supuestos en base a esferas y cilculos basados en ¢} mayor tamafio permisible.
Las particulas de arena son de tamaiio relativamente grande y en consecuencia exponen poca superficie en
comparacion con aquellas que exponen un peso igual de particulas de limo o de arcilla. Debido a esto, los
separados de arena desempefian un papel pequefio en las actividades fisicas y quimicas del suelo. Cuando
estin presentes en una proporcion no reducida, las arenas aumentan el tamaiio de los espacios entre las

particulas, facilitando con ello el movimiento del aire y del agua (Foth, 1985).

El limo tiene un drea superficial mayor, una velocidad de intemperizacion mds ripida y una liberacion de

nutrimentos solubles més rapido que las arenas, v tienen poca tendencia a reunirse o adherirse a otras

particulas (Millar et al., 1972),

La arcilia es el separado més potente capaz de impartir sus propiedades a una mezcla de separados, debido a
que presenta un area superficial por gramo, mil veces mayor que €l limo y casi un millén de veces mayor que

la arena muy gruesa. Dado que una gran cantidad de agua es retenida como una pelicula en la superficie de
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las particulas de arcilla, la cantidad de ésta en el suelo influye grandemente en su capacidad total de retencion

de agua y de algunos nutrimentos disponibles, actuando como un almacén (Aguilera, 1989).

Los suelos de textura gruesa con 20 % o mas de materia organica y suelos de textura fina con 30 % o mas de
materia orgdnica en peso tienen propiedades dominadas por la fraccion organica en vez de la fraccidn

mineral. Si tales suelos tienen mas de 30 cm de espesor se les denomina suelos organicos (Aguilera, 1989).

Densidad Aparente. La densidad aparente o de masa es la medida en peso del suelo por unidad de volumen.
Esta relacionada con el peso especifico de las particulas minerales y las particulas organicas asi como por Ia
porosidad, por lo que puede variar con la condicién estructural del suelo, y depende en gran parte de su
contenido de agua al contraerse e hincharse conforme se seca o se moja (Aguilera, 1989, Blake et al., 1986;

Gavande, 1972).

La densidad aparente es importante para estudios cuantitativos de suelos, para calcular los movimientos de
humedad, los grados de formaci6n de la arcilla y la acumulacion de los carbonatos en los perfiles de suelos.
Dentro de estudios de fertilidad sobresale debido a que las labores continuas con implementos pesados
inducen compactacion, reduciendo la infiltracion y la penetracion de las raices {Aguilera, 1989; FitzPatrick,

1980).

Casi todos los suelos minerales tienen una densidad aparente que varia de 0.4 a 2.0 g/cm?; la de los suelos
arcillosos granulados superficiales por lo comin esté en el intervalo de 1.0 a 1.3 g/cm®; para los suelos
superficiales de textura gruesa es de ordinario entre 1.3 a 1.8 g/em’. En los suelos superficiales de textura
fina, el mayor desarrollo de su estructura explica que tengan una menor densidad aparente con relacion a
suelos mas arenosos. La de los suelos organicos es muy baja con relacion a la de los suelos minerales. Existe
una variacién considerable en esa densidad, dependiendo de la materia orgénica y del contenido de humedad
en el momento de muestreo. Son comunes valores en el intervalo de 0.1 a 0.6 g/em” (Aguilera, 1989; Foth,

1985; Blake et al., 1986).

Densidad de particula. La densidad de particula o real, sdlo considera a las particulas sélidas y se toma
como una funcidn aditiva de las densidades de los constituyentes del suelo. En consecuencia, la densidad de
las particulas es constante y no varia con la cantidad de espacio que haya entre las particulas. Por tanto, un
suelo suelto poroso tendra una densidad aparente menor que un suelo compacto, aunque la densidad absoluta
de las particulas individuales de los dos suelos pudiera ser la misma (Foth, 1985; FitzPatrick, 1980; Gilbert,
1967).

o
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Para muchos suelos minerales, la densidad media de las particulas es de 2.6 g/cm’. No presenta gran
variacion en diferentes suelos, a menos que haya diferencias notables en el contenido de materia organica o
en la composicion mineraldgica; ya que aparte de ciertos minerales pesados como la magnetita, que rara vez
aparece en cantidades apreciables, la densidad de los componentes inorgénicos, esta comprendida dentro de

una serie bastante reducida (Foth, 1985; Gilbert, 1967).

Porosidad. La porosidad esta formada por la suma de los porcentajes de poros de diferente tamaifio, que
actian de la siguiente manera: los poros grandes sirven para la aireacién e infiltracion, los poros medianos
para la conduccién del agua y los poros pequeiios para el almacenamiento de agua disponible. El tamaiio de
los espacios porosos es tan importante como la cantidad total de poros y tanto €l peso como el espacio poroso
varian de horizonte a horizonte y ambos se ven afectados por la textura y la estructura del mismo. Los

intervalos de porosidad varian entre 0 y 60 % para los depdsitos sedimentarios (Tabla 2.3) (Aguilera, 1989).

El espacio poroso aumenta con la adicién de materia organica y generalmente disminuye desde la superficie

hacia la profundidad, especialmente si existen zonas de compactacion.

Tabla 2.3 Intervalos de porosidades para materiales sedimentarios (Iturbe ef al., 1992)

Materiales Porosidades (%)
Arcillas 45 - 55
Limo 40-50
Arena media 35-40
Arena uniforme 30-40
Arena fina media 30-35
Grava 30-40
Gravey arena 20-35
Arenisca 10-20
Pizarra 1-10
Caliza [-10

pH. El pH del suelo es producide por un grupo de condiciones quimicas especificas, bajo las cuales se puede
registrar la acidez, neutralidad o alcalinidad. El valor promedio registrado se encuentra en el intervalo de 3 a

9, pero se pueden registrar valores fuera de estos limites.

La acidez del suelo es comiin en las regiones en donde la precipitacion es alta, lo suficiente para lixiviar

apreciables cantidades de bases intercambiables de los ntveles superficiales de los suelos. La alcalinidad se
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presenta cuando existe un alto grado de saturacion de bases. La presencia de sales, especialmente de calcio,
magnesio y sodio en forma de carbonatos favorece la presencia de los iones oxhidrilos (OH') sobre los iones
hidrogeno (H') en la solucion del suelo. Los suelos alcalinos son caracteristicos de las regiones aridas y

semidridas (Aguilera, 1989).

Los factores principales que controlan el pH son [a materia organica y el tipo y cantidad de cationes. Asi,
cantidades grandes de materia organica inducen acidez, excepto cuando estd balanceada por una
concentracion elevada de cationes basicos. Por otra parte tiende a estar correlacionado con la precipitacién

pluvial y sus efectos principales son bioldgicos (FitzPatrick, 1980 Millar et af., 1972).

Conductividad eléctrica. La conductividad es una expresién numérica de la capacidad de una solucién
acuosa para transmitir una corriente eléctrica. Esta habilidad depende de la presencia de iones, su
concentracion total, movilidad, valencia y concentracion relativa, esto altimo concerniente al efecto que tiene

la relacion agua suelo, para extraer 1a solucién. (APHA, 1990; Jackson, 1982).

La medida de la conductividad eléctrica de los extractos obtenidos de los suelos, permite establecer una
estimacién cuantitativa de la cantidad de sales que contiene, ya que a medida que la concentracién idnica
disminuye, la conductividad eléctrica es menor. Los cationes mds importantes en el extracto de suelo son
Ca*", Mgz", K" v Na" y los aniones primarios normalmente presentes son sulfatos, cloruros, nitratos y

carbonatos 0 bicarbonatos {Jackson, 1982; Hendershot et al., 1993).

Materia organica. La materia orginica de los suelos se forma y acumula en ellos por incorporaciones de
residuos vegetales a nivel rizosfera, y por la caida de las hojas, frutos, corteza de los fustes y por los

caddveres microbianos y productos de descomposicion tanto de macro como de microfauna.

La materia organica se fermenta por accién de los microorganismos, formandose quelatos, acidos. fulvicos,
huminas, aminodcidos, bases puiricas y pirimidicas, proteinas, aziicares, grasas y ceras. Aporta al suelo
macronutrimentos como N**, P, 8%, Ca®*, Na”, K™, y Mg?*; asi como micronutrimentos FeZ', Zn®*, Co¥,

Cu®, B y Mn”* e incrementa [a capacidad de intercambio catiénico total (Aguilera, 1989).

Las zonas frias y templadas presentan mayor cantidad de materia organica en comparacion con las regiones
tropicales, mientras que en las zonas aridas y semiandas el contenido es muy bajo. Los suelos organicos se
caracterizan por presenta un 30 % de materia organica y Jas turberas hasta 90 %. Las relaciones C:N son
valiosas para detectar la fertilidad de los suelos y los balances de oxidacidn y nitrificacion. Las relaciones

C:N normales sonde 9, 10y 11.
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Composicién quimica. En la corteza terrestre se encuentran alrededor de 92 elementos quimicos.
Aproximadamente el 98 % de la corteza terrestre esta formado por ocho elementos quimicos {Fig. 2.4). Sin
embargo a esta lista deben agregarse otros elementos que tienen gran importancia en la evolucion de los
suelos y en la composicion de las plantas (Hidrégeno 0.87 %, Cloro 0.19 %, Fosforo 0.11 %, Manganeso 0.09
%, Carbono 0.08 %, Azufre 0.06 % y Nitrogeno 0.03 %). El silicio y el oxigeno constituyen el 75 % de la
misma. Muchos de los elementos importantes para el crecimiento de las plantas y de los animales se

presentan en cantidades muy pequeiias (Foth, 1985; Vivé, 1945).

Los nutrimentos se vuelven disponibles a través de la intemperizacién de los minerales y la descomposicion
de la materia orgdnica, con excepcion del nitrogeno que se incorpora al suelo por medio de la accidn
microbiana de bacterias correspondientes al ciclo del nitrégeno, por medio de bacterias simbiodticas y por la
acumulacién de materia organica de origen vegetal y animal, Los nutrimentos son absorbidos de la solucién

del suelo o de las superficies de los coloides como cationes y aniones (Aguilera, 1989).

i Aluminio 8.1%
Hierro 5.0%
Calcio 3.6%
Sedio 2.8%
Potasio 2.6%
Magnesio 21%

Fig. 2.4. Los ocho elementos de Ia corteza terrestre que se presentan en porcentaje superior al 1% en peso.
El resto de los elementos coastituye el 1.5% en peso (Millar, 1972)

2.1.4 Microbiologia del suelo

E!l poblamiento edéfico del suelo presenta una gran variedad de poblaciones, pero la mas numerosa y variable
es la poblacién bacteriana (se estiman poblaciones viables desde un millén o menos, hasta varios miles de
millones por gramo de suelo). En los suelos aireados adecuadamente predominan bacterias y hongos,

mientras que en los que contienen poco oxigeno, las bacterias son las principales responsables de los cambios

quimicos y biolégicos.
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Las bacterias del suelo pueden ser nativas (autdctonas) y aloctonas. Las nativas pueden presentarse en estados
resistentes y perduran por largos periodos sin tener actividad metabdlica, pero en determinado momento
proliferan y participan en las funciones bioquimicas de la comunidad. Las aléctonas por el contrario, no
participan de manera significativa en las actividades de la comunidad, entran con la precipitacion, en tejidos
enfermos, estiércol o aguas negras; y pueden permanecer por algin tiempo como formas inactivas e incluso
crecen por periodos cortos, pero sin contribuir en las transformaciones o interacciones ecoldgicas (Alexander,

1980).

Los microorganismos del suelo habitan en los poros y se desarrollan sobre las superficies, ya que casi no se
encuentran formas libres en la solucion del suelo. Sin embargo, cuando el tamaiio de poro es mas pequeiio a 1

um de didmetro, la superficie de los poros permanece desocupada al resultar inaccesibles (Wild, 1992).

Las fuerzas que desempefian alguna funcion en la dindmica de las poblaciones, asi como el efecto de estas
poblaciones sobre su medio ambiente, estan determinadas en gran medida por las caracteristicas fisicas y
quimicas del svelo. Por lo que, el cuestionamiento clisico de los factores que limitan a la actividad
bacteriana, no tiene una respuesta rapida y facil, pues estin implicadas innumerables interacciones de los
factores ambientales muy estrechas, que la variacién de uno de los factores afecta frecuentemente y de

distinta manera a diferentes bacterias (Alexander, 1980; Clark, 197!; Rose, 1977).

El factor principal que limita el crecimiento bacteriano en el suelo es la escasez de alimento, o la carencia de
una fuente de energia apropiada y disponible. La naturaleza de un material energético afiadido influye tanto
en la rapidez como en la duracién de la elevacion de la actividad, e igualmente en la especificidad de la flora
que responde. Los suelos con eievado contenido de materia organica tienden a contener organismos con
mayores exigencias mientras que la fraccion del suelo asociada a las raices de las plantas posee un nivel mas

elevado de organismos con menores exigencias (Wild, 1992; Clark, 1971).

El contenido de humedad influye en la actividad microbiana en diferentes formas. Representa un papel
importante en la velocidad de desplazamiento de los organismos moviles y en la eliminacién de excreciones
téxicas o inhibitorias del crecimiento de otros organismos. Esto puede proporcionar una explicacién adicional
al descenso de la actividad metabdlica cuando el contenido de humedad disminuye, incluso antes de que se
alcancen condiciones extremas. Incluso las variaciones periddicas del tamafio de la comunidad, estin
directamente relacionadas con las variaciones de la humedad. Cuando la humedad es excesiva, la
proliferacion microbiana se detiene principalmente porque dicho exceso limita el intercambio gaseoso y

disminuye el suministro de oxigeno disponible, creando asi un ambiente anaerobio, ya que el oxigeno se
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difunde a través el agua unas diez mil veces mas lentamente que en el aire (Wild, 1992; Clark, 1971;
Alexander, 1980).

La temperatura es un factor de interés ya que rige todos los procesos biologicos. Cada grupo de
microorganismos presenta su méxima actividad a una temperatura dada y se ha demostrado una asociacién
entre el tamaiio y tipo de comunidad con la temperatura, De ésta relacién se reconocen tres grupos: los
mesdfilos, que soportan temperaturas que van de los 25 a los 30°C, los psicréfilos que se desarrollan por

abajo de los 20°C y los terméfilos que soportan arriba de los 45°C.

El pH afecta la habilidad de los microorganismos para conducir las funciones celulares, el transporte de la
membrana celular y el equilibrio de las reacciones catalizadas, teniendo un impacto en las tres
conformaciones dimensionales de las enzimas y de las proteinas transportadoras de las células. También

afecta las fuerzas responsables de la produccion de energia dentro de la célula (Suthersan, 1997).

La escala de pH que toleran las bacterias del suelo se encuentra entre un pH 4 y un pH 10. El éptimo dentro
de estos margenes se encuentra muy cercano al punto neutro hacia el lado alcalino. Las condiciones altamente
acidas o alcalinas tienden a inhibir muchas bacterias comunes, sin embargo, a pH 3 aiin se encuentra una gran

cantidad de microorganismos.

En cuanto a la variabilidad en el nimero de bacterias edaficas, se sabe que no estin uniformemente
distribuidas a lo largo del perfil 6 largo de un solo horizonte. Cuando se hacen exdmenes cada 24 horas e
incluso cuando se realizan cada 2 horas, el nimero de bacterias que se detectan cambia dristicamente. Se ha
intentado relacionar estos cambios con los diferentes factores ambientales, pero se ha comprobado que
pueden producirse, incluso, cuando estos permanecen constantes. Unicamente se ha visto que con muy pocas
excepciones, su distribucion en el suelo simula la distribucion de la materia organica, y en los casos en que la
distribucion tipica del perfil esta desordenada, es decir en donde el maximo bacteriano no se da a la misma
profundidad del perfil que el maximo valor para la materia organica, la disconformidad puede deberse a
condiciones de aridez en la superficie del suelo, o ser demasiado acido para permitir un desarrollo bacteriano

abundante (Wild, 1992; Clark, 1971).

2.1.4.1 Movimiento bacteriano

La presencia de bacterias en el subsuelo, regolitas y mantos acuiferos, en nimeros considerados como tipicos

de suelos superficiales, es el indicio de que hay movimiento bacteriano a partir de la superficie del suelo o de
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que fueron depositadas junto con el material sedimentado. El movimiento de las bacterias se clasifica en dos

categorias, movimiento activo y movimiento pasivo.

Movimiento activo. Aunque algunas bacterias del suelo muestran tener una gran motilidad in vitro, no se
puede asumir que lo sean in situ, ya que tienen que vencer la alta viscosidad y la tensién superficial del agua
en los suelos no saturados que resultan de la atraccion del agua por las supetficies minerales (Murphy et al.,
1996).

Se ha puntualizado que el movimiento activo bacteriano en el suelo, requiere continuamente de vias de agua,
las cuales pueden depender tanto del contenido de agua como de la distribucién del tamaiio de poro. Sin
embargo dicho movimiento se ve restringido y en particular por la adsorcion que hay entre las particulas del

suelo y las bacterias (Murphy et al. 1996).

Movimiento pasivo. La motilidad celular contribuye a la migracion, pero la escala de movimiento se reduce
a unos cuantos milimetros, por lo que el movimiento en una escala de metros, es principalmente de tipo
pasivo. Las diferentes comunidades de! suelo (larvas, nematodos, insectos, etc.) contribuyen al movimiento
de las bacterias, como resultado de su alimentacién y en mayor grado de los biocanales creados por ellas
mismas, permnitiendo la percolacion a través de ellos. Asimismo, las raices de las plantas pueden llevar
bacterias de la superficie a través del perfil de expansion de su sistema radical. No obstante el movimiento del

agua parece ser el vector pasivo mas importanie en términos de distancia y niimero de bacterias transportadas

En cuanto a las propiedades del suelo, si bien el agua es el mediador primario del movimiento, la textura del
suelo es determinante, ya que afecta el grado de adsorcion (presumiblemente por el contenido de arciila) y
filtracion {como resuitado de diferencias en la distribucion del tamaifio del poro). Las propiedades quimicas
como el pH deben ser también consideradas, ya que tienen que ver con aspectos fisicos y quimicos de las

interacciones bacterias-minerales del suelo (Murphy ef al., 1996).

2.1.4.2 Fisiologia microbiana

La capacidad de los organismos para utilizar los nutrimentos de sus alrededores, les confiere la habilidad para
en un habitat. Los nutrimentos tienen tres funciones: proveer los materiales que se requieren para la sintesis
protoplasmatica (anabolismo), abastecer de la energia necesaria para el crecimiento celular (catabolismo) y
servir como aceptores de electrones liberados en la reaccion que proporciona energia a los microorganismos.
Las diferencias en nutricién no estan relacionadas con las sustancias minerales esenciales, sino con las

moléculas que contienen carbono y nitrégeno.
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El hecho de que un compuesto pueda o no ser utilizado como nutrimento, estd determinado por dos factores
principales. El primero es la capacidad del compuesto de ingresar al interior del microorganismo, lo que suele
significar la capacidad de atravesar la membrana plasmatica. El segundo, es si el organismo es capaz de

sintetizar las enzimas que se necesitan para su metabolismo (Rose, 1977).

El niimero y {a actividad de los microorganismos estan controlados parcialmente por la cantidad de energia
que pueda liberarse en la descomposicion de la materia organica. Aunque la generacién de energia es un
proceso vital basico, los organismos edaficos presentan una amplia capacidad de adaptacion que refleja
distintas condiciones ecolégicas que pueden presentarse en un suelo. Se utilizan tres mecanismos basicos para
la liberacidn de la energia contenida en los substratos organicos, pudiendo algunos organismos tener acceso a

mas de uno en funcion de las condiciones en que se desarrollan (Alexander, 1980; Wild, 1992).

Respiracion aerobia. Proceso utilizado por microorganismos aerobios estrictos y anaerobios facultativos en
presencia de oxigeno, comprende una serie de reacciones de oxidacién, en las que los electrones son
conducidos por una cadena de transportadores, los citrocromos, hasta llegar al oxigeno como aceptor terminal
de los electrones. Este proceso da como resultado la formacion de enlaces fosfatados ricos en energia, como
el adenosindifosfato (ADP) que se transforma a adenosintrifosfato (ATP), el cual se emplea en varios

procesos metabélicos.

Respiracion anaerobia. Aunque el oxigeno es un eficaz aceptor de electrones, existen condiciones en que
éste no esta disponible y algunos organismos son capaces de utilizar otros aceptores inorganicos (nitratos,
sulfuros, etc.), los cuales se reducen. Las etapas iniciales de la respiracion aerobia y anaerobia son iguales, y
solo se diferencian en el aceptor de electrones terminal. La cantidad de ATP generado depende de la
diferencia entre el potencial redox del substrato organico que se oxida y el del aceptor de electrones; por lo

que la respiracion anaerobia es menos eficaz en términos de produccion de energia (Wild, 1992).

Fermentacion. El proceso de fermentacién lo emplean las bacterias anaerobias estrictas, las anaecrobias
facultativas y las levaduras. En este no se requiere de un aceptor de electrones terminal inorganico sino que

un substrato orgdnico actda en los dos sentidos: como donante y como aceptor.

2.1.4.3 Conteo de microorganismos

El estudio detallado de la microbiologia del suelo deberia proporcionar informacién completa acerca del

numero, localizacion, actividad e interacciones con otras formas biologicas, pero la naturaleza heterogénea
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del suelo unida al tamafio de los microorganismos, la diversidad metabélica y las limitaciones técnicas

dificulta estudiar simultineamente mas de dos de las caracteristicas mencionadas.

Los métodos actualmente disponibles para contabilizar los organismos del suelo se agrupan en dos grandes
categorias: los que realizan el conteo con ayuda del microscopio (directos) y los que se basan en el cultivo de

los organismos (viables o indirectos).

Los métodos directos excluyen el periodo de incubacién y se han empleado para examinar a los
microorganismos en forma cualitativa y para apreciar su distribucién espacial. La combinacién del uso del
microscopio y de fluorocromos que se mezclan con algunos constituyentes esenciales (fenilalanina azul,
anaranjado de acridina, etc.), proporciona una estimacion del nimero de microorganismos, informacion sobre

la morfologia y tamaiio celular o mediciones alternativas.

Los métodos indirectos se basan en las técnicas de dilucion del cultivo y toman en cuenta que todos los
microorganismos de interés son capaces de crecer bajo las condiciones de prueba. El método de cuenta en
placa es ampliamente usado, pero no distingue entre c€lulas vivas y latentes, ni revela la existencia de celulas
viables pero no cultivables, y esta influenciada por la adsorcién de los microorganismos a las particulas del
suelo, por lo que hay que optimizar los procesos de extraccion y réplicas. La técnica del nimero mds
probable (NMP), es otra de las pruebas mas empleadas y tiene una mejor sensibilidad metabdlica, pero es

muy larga.

Las técnicas moleculares también han sido empleadas con fines de obtener una cuantificaciéon mas precisa de
los microorganismos presentes en el suelo, sin embargo, se enfrentan a los problemas que presenta la matriz
del suelo. Algunas de estas técnicas, se basan en la resistencia a antibidticos, cuantificacion de constituyentes
celulares (ATP, fosfolipidos), presencia de anticuerpos monoclonales o policlonaies en conjuncién con
técnicas fluorescentes, enriquecimiento de la fraccion microbiana para la extraccion de los acidos nucleicos,
no obstante que en algunos de ellos se presentan problemas de sobrestimar la poblacion viable, degradacion y

contaminacion de los acidos nucleicos.

Es importante acentuar que la mayoria de los métodos empleados actualmente para estudiar el numero y
biomasa de la microbiologia no dependen de un solo método. Dentro de las combinaciones mas empleadas,
estan: ia cuenta en placa y microscopia con fluorocromos (Brockman et al., 1992; Colwell, 1989; Kieft et al.,
1993). En adicion a la combinacién anterior, algunos investigadores emplean NMP, microradiografias

(Pedersen et al., 1990), PCR (Polymerase Chain Reaction) (Lee et al., 1996), fosfolipidos (Findlay et al.,
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1989). Por otro lado, se han desarrollado técnicas para la cuantificaciéon de microorganismos especificos,

como lo son los degradadores de contaminantes organicos (Hanson er al., 1993; Somervillie et al., 1985).

2.2 CONTAMINACION DEL SUELO

El término de contaminacién del suelo, puede definirse como el incremento de la concentracion de un agente
(bidtico o abidtico) introducido o natural, que dificulta o anula la capacidad del suelo para degradarlo, €

incorporarlo a la via de los ciclos biogeoquimicos.

Es importante tener en cuenta que actualmente se tiene mas conciencia en materia de la contaminacion del
suelo, pero los problemas de contaminacién del mismo se remontan al pasado, y muchos de ellos contintian

repercutiendo los ecosistemas, por lo que no pueden ser ignorados.

2.2.1 Contaminantes organicos

Mais de 1600 compuestos organicos se han identificado tanto en forma natural como de contaminantes, siendo de
interés aquellos que contaminan el subsuelo y que se asocian a menudo con combustibles fésiles. Los productos
refinados del petroleo son generalmente mezclas complejas, con una variedad de compuestos organicos con
fracciones minoritarias de aditivos organicos que se encuentran dentro de diferentes clases quimicas. Por
ejemplo, la gasolina, el keroseno, el diesel y los aceites de desecho que tienen diferentes caracteristicas fisicas y

quimicas y por lo tanto se comportan de diferente forma en el medio ambiente (Suthersan, 1997).

Los hidrocarburos son compuestos que se conforman de hidrégeno y carbono. Con base a su estructura se pueden
dividir en dos clases primarias: alifaticos y aromaticos. Los primeros se dividen en alcanos, alquenos, alquinos y
otros analogos ciclicos. Los compuestos aromaticos tienen una configuracion en formas de anillo y tienden a

sufrir una substitucion heterociclica.

De los combustibles derivados del petréleo, la gasolina es el mas utilizado y con ¢l que se han observado los
mayores problemas de contaminacion. Su composicion se basa esencialmente en una mezcla compleja de
hidrocarburos naturales y manufacturados hidrofobicos, relativamente volatiles que varian en proporcion
dependiendo de su uso final. Cada compuesto que le comprende tiene sus propias caracteristicas fisicoquimicas
que determinan su comportamiento en el ambiente. Los hidrocarburos de la gasolina incluyen alifaticos,
aromadticos y aditivos denominados por compuestos con 4 6 12 atomos de carbono, con puntos de ebullicién entre

los 30°C a 200°C.
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2.2.1.1 Hidrocarburos monoaromaticos volatiles

Los hidrocarburos aromaticos constituyen del 2 al 8 % de la composicién de la gasolina. Los hidrocarburos
aromaticos, se conforman unicamente de atomos de carbono e hidrogeno unidos en forma de anillos que se
estabilizan por resonancia. De los compuestos aromaticos sobresalen en particular el benceno, el tolueno, el etil-
benceno y los xilenos (mera, para y orto-xileno), conocidos en conjunto como BTEX, los cuales son
considerados como indicadores de la presencia de gasolinas y ademas se encuentran en las listas de la EPA que
se refieren a materiales peligrosos (Zhou, 1995). Esto en razon de su relativa solubilidad, que pude afectar no
solo al suelo, sino que seria una fuente potencial de contaminacion del agua subterranea. En la Tabla 2.8 Se

presentan algunas de sus caracteristicas.

Tabla 2.4 Propiedades y caracteristicas de BTX

BENCENO

ToLUENO £ ]

CeHs CeHsCH, CoHa(CH;),
78.11 92.14 106.2
0.8765 0.8669 0.8842
80.1 110.6 139.3
1740 500 134

Alcohol, éter y acetona

Etanol, metanol ¥

éter

Alcohot y éter

Amarillo claro / Incoloro

Incoloro

Claro

Inflamable, téxico y cancerigeno

Inflamable y téxico

Inflamable y toxico

Solvente

Componente de las gasolinas

Solvente

Componente de las

Solvente

Componente de las gasolinas

Fabricacién de derivados aromiticos gasolinas Sintesis de compuestos orgénicos
10 14,300 No repertado
10720 7-28 14 - 360
5-16 4-22 7-28

*Criterios Ecolégicos de 1a Calidad del Agua CEACCA-001/89. Perry, 1963

De los BTEX, el tolueno y los xilenos son los que se emplean con mayor frecuencia como solventes en la
industria de pinturas, lacas, gomas y resinas (Yelian ef al., 1992). Clinicamente estos compuestos han llamado

mucho la atencién, ya que a partir de estudios toxicolégicos en animales se ha demostrado que son téxicos y
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carcindgenos para los organismos superiores. Molnar et al., (1986) demostraron que por inhalacion de BTEX se
afecta la coordinacion motora de las ratas al grado de producir un estado tembloroso, asi mismo se ha definido un
incremento en su mortalidad y degeneracion embrionaria al mismo tiempo que se afecta la motilidad del esperma
y la fertitizacion (Yelian et al., 1992; Brown-Woodman 1991). Con respecto a la exposicion del hombre a estos
compuestos, Andrzejak er al., (1992) realizaron un estudio en personas expuestas por 20 afios en promedio a
toluato y benzoato, por razones de trabajo, y observaron la presencia de trombocitopenia, bajos niveles de

hemoglobina, efectos narcéticos y neurotdxicos.

2.2.2 Procesos de transporte

En un principio, se le consideraba al suelo como un sistema purificante de cantidades ilimitadas de
contaminantes quimicos. Se pensaba que los desechos depositados dentro del suelo, de algin modo se
limpiaban. Pero con el tiempo se entendié que la contaminacion, la cual se puede iniciar en la superficie 0 en
el subsuelo por derrames, fugas de tanques de almacenamiento o ruptura de conductos desgastados asi como
por accidentes en los sistemas de transporte; puede migrar hasta los mantos acuiferos o cuerpos receptores
destinados al consumo humano y de fines recreativos; gracias a los mecanismos de transporte, que se presentan

como una combinacién de procesos fisicos, quimicos y bioldgicos.

Las categorias generales de los procesos que afectan el comportamiento y particion de los contaminantes en el
suelo, son los procesos hidrodindmicos, los abidticos y los bidticos. Los primeros afectan el transporte por el
impacto del flujo del agua en el suelo (adveccion, dispersion y flujo preferencial). Los procesos abidticos afectan
el transporte al causar interacciones entre el contaminante y el material de suelo estacionario (adsorcion,
volatilizacién e intercambio i6nico) o por afeccion a la forma del contaminante (hidrélisis, reacciones redox). Los
procesos bidticos pueden afectar el transporte por degradacién del contaminante (organicos) o por inmovilizacion
del contaminante disuelto (disolucién de metales pesados), o en la utilizacién del contaminante en los procesos
metabdlicos (nutrimentos). Ejemplos de los procesos biodticos son: la biodegradacion aerobia y anaerobia

(Suthersan, 1997).

Tabla 2.5 Distribucién de fases de un derrame de 30 000 galones de gasolina (Suthersan, 1997).

Volumen espacial Por:n]ento Vol:;me- Porclelnto
Fase contaminado € e de
total gasolina total
Producto libre 7100 1.0 18 500 62
Adsorbido al suclo 250 000 200 10000 33
Disuelto en el agua 960 000 790 333 1-5
Vapor No cuantificado - - <1
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Los contaminantes organicos, pueden estar en interaccién con el suelo en cuatro fases distintas: 1) como
producto libre movible o NAPLs (Non-Aquous Phase Liquids), 2) como fase adsorbida, 3) como fase disuelta
y 4) como fase vapor. La distribucion del contaminante dentro de las diferentes fases, como resultado de la
dindmica de transporte, es finalmente una funcién de sus propiedades fisicas y quimicas y las caracteristicas
hidrolégicas y geoquimicas de la formacién del subsuelo. Como ejemplo se muestra en la Tabla 2.7 la

distribucién de un derrame de gasolina (Suthersan, 1997).

2.2.2.1 Transporte en zona no saturada

Los NAPLs son inmiscibles o escasamente solubles con el agua. Cuando se derraman, inician su migracion a
través de la zona no saturada (vadosa) como una fase separada (aire, agua y NAPLSs). Si no hay una unidad
edafica impermeable que detenga su transporte, pueden continuar su migracion desplazando aire bajo la
influencia de las fuerzas de gravedad y capilaridad. En su trayectoria, los NAPLs cubren la matriz sélida,
algunos se disuelven en la humedad del suelo, algunos se volatilizan y algunos comienzan a ser atrapados en
los espacios porosos, en respuesta a las fuerzas de capilaridad. Estos procesos influyen por tanto, en la

velocidad de desplazamiento de los compuestos, originando el fenémeno de retardacion.

Por ofra parte, cuando el volumen del derrame excede la capacidad de retencion de la zona no saturada los
NAPLSs alcanzaran la franja capilar, quedando dos fases inmiscibles. En ésta zona los NAPLs deben desplazar
el agua de los poros para continuar su migracién. En este punto, la densidad de los NAPLs juega un papel
importante en su movimiento subsecuente. En la Fig. 2.9 se esquematiza el comportamiento tanto de los
LNAPLs (Light Non-Aquous Phase Liquids) que presentan una densidad menor a la del agua y se quedan en
la interfase, como de los DNAPL (Dense Non-Aquous Phase Liquids) con densidades mayores a las del agua y

que por lo tanto contin(ian su migracién a través de la zona saturada.

La fase de vapor se desarrolla en la zona no saturada, seguida de la liberacién del contaminante a altas presiones
de vapor. La formacion de la fase de vapor es una funcion de la volatilizacién de los NAPLSs, del suelo cubierto, y
de la fase disuelta en los compartimentos del agua subterranea. El comportamiento de la fase de vapor, es el

resultado de las interacciones con y entre estos compartimentos (Suthersan, 1997).

Los mecanismos primarios del transporte de vapor en el subsuelo son difusidn gasecsa y adveccion isotérmica.
Por lo que esta migracion es independiente del gradiente hidraulico del agua subterranea y ocurre en todas
direcciones en la ausencia de una matriz del suelo heterogénea y gradiente térmicos. La migracion continia
indefinidamente dentro de la atmodsfera del suelo y sale a la atmésfera si existe comunicacion. Hasta que el

gradiente de concentracion es satisfecho o se establece el equilibrio (Suthersan, 1997).
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Los contaminantes de la zona no saturada reaccionan con la atmosfera del suelo y con el agua de las
precipitaciones, para después ser transportados a los acuiferos. Por lo que la zona vadosa continba siendo una

fuente de contaminacion sin no se ataca el problema en esta zona.

Fase vapor

ZONA NO SATURADA Fase vapor

Flujo de LNAPLs
acumulacién

Fase adsorbida .
Fase adsorbida

Fase disue .
Fase disuclta

ZONA SATURADA

Flujo de DNAPLs
y acumulacién

Fig. 2.5 Comportamiento de los LNAPLS y DNAPLSs en el subsuelo (Suthersan, 1997)

2.2.3 Contaminacion y tipos de suelo en México

Como se vio anteriormente, el suelo presenta una estructura y caracteristicas precisas en cada ecosistema.
Meéxico se caracteriza por presentar una de las mas grandes variedades de ecosistemas y por lo tanto su

diversidad en suelos es abundante (Fig. 2.5).

Tomando en cuenta que el incremento de las necesidades energéticas e industriales en todo el pais, conlleva
al desarrollo de actividades en las que de alguna forma se ve involucrado el empleo y almacenamiento de
combustibles, los problemas de contaminacion sobre los recursos naturales (agua, aire, suelo, flora y fauna)

se ven incrementados, representando asi mismo, un riesgo para la salud publica.

Las redes de ductos de distribucion estan siempre sujetas a riesgos de accidentes de diversa indole como
derrames, explosiones incendios y fugas de gases. Las tuberias, ductos y tanques de almacenamiento de

combustibles generalmente no se revisan con la frecuencia requerida. Otros derrames de hidrocarburos que
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ocurren accidentalmente y son menos considerados se refieren a volcaduras de pipas y como parte de las
actividades de transporte. A todo esto, se suman las tomas clandestinas de combustibles que son

evidentemente muy comunes y poco denunciadas. )

En lo que va del afio, se dieron a conocer varios casos relacionados con la contaminacion del suelo y del agua
por hidrocarburos. En Villahermosa Tabasco, se encuentran contaminadas mas de mil hectireas de tierra y
agua por la explotacién de hidrocarburos (Lépez, 1999). Asimismo, se han registrado en el mismo estado
explosiones de bodegas de almacenamiento (Lopez, 199). En 1998, en el Estado de México se presento una
fuga de 50 mil litros de gasolina en el ducto Poza Rica-Venta de Carpio, afectando una superficie de cultivo
de 600 hectareas, las cuales hasta la fecha no han sido limpiadas y los habitantes se quejan de que la “ordefia
de ductos” es una actividad constante en aquel sitio (Gudiiio, 1999). En Tehuantepec Oaxaca, el derrame de
chapopote y petroleo en la zona de playa, afecto la actividad pesquera del lugar (Rios, 1999). En Cuautla
Morelos, se detecto contaminacién del suelo y del manto acuifero con cromo, cadmio y xileno, en los

alrededores de un a exhacienda que ocupo una fébrica de pigmentos alemana y funciono de 1973 a 1997
(Cruz, 1999).
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Fig. 2.6 Tipos de suelo en Méxice (Tamayo, 1980}
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Con esto, se puede apreciar la gran cantidad de trabajo e investigacion que hay que realizar en los suelos del
pais, ya que no se han desarrollado muchos estudios con fines de poder recuperarios, ya sea para fines

recreativos, de construccion tanto habitaciones como industrial o para el desarrollo de la agricultura.

2.3 BIODEGRADACION

Dados los altos riesgos a la salud que implica la presencia de compuestos toxicos en el ambiente, es necesario
encontrar procedimientos efectivos para su eliminacion. La biodegradacion, es uno de los procesos que ha
tomado importancia, debido al papel trascendental que juegan los microorganismos en la reduccion de la
complejidad de los compuestos quimicos y que tienen lugar en la naturaleza; por lo que se presenta como una

opciéon muy viable para el tratamiento de suelos contaminados con quimicos organicos.

En la Fig. 2.10 se presentan las interacciones mas cercanas que se presentan con el proceso de
biodegradacién. Sin embargo, se debe tener en cuenta que para que la biodegradacién se cumpla como un
proceso completo dentro de la naturaleza, es necesario tener en cuenta estudios relacionados con la ciencia

del suelo, como es el caso de la limnologia, edafologia y quimica e ingenieria del suelo.

Condiciones
ambientzles

pH
Temperatura .
Humedad Biomasa
Nutrimentos
Aceptor final de clectroncs +
I Biogas
Biodegradacién +
Contaminante
orgdnico Material
Microorganismos no-biodegradable

Estructura
Propiedades

Fig. 2.7 Interacciones con la biodegradacién (Suthersan, 1997)

La biodegradacion natural sobre los compuestos organicos tanto en sistemas acuéticos como terrestres, tiene
gran importancia en el funcionamiento de la biosfera, por medio de la participacion de los microorganismos
en los ciclos biogeoquimicos. Por lo que las comunidades de microorganismos naturales (nativos o

autoctonos) presentes en el subsuelo con su gran versatilidad fisiol6gica, resultan ser los mejores agentes que
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causan las transformaciones bioldgicas y que pueden llevar a cabo la biodegradacion en diferentes habitats ¥

ambientes, tanto en condiciones aerobias como anaerobias.

2.3.1 Factores ambientales

La persistencia de algunos contaminantes en el medio, esta supeditada a dos factores posibles; uno es que el
compuesto sea realmente recalcitrante y otro porque las condiciones ambientales no son apropiadas para la
actividad microbiana. La optimizacion de las condiciones ambientales debe ser alcanzada con el
entendimiento de los principios bajo los cuales esos compuestos son degradados, v el efecto de las
condiciones medioambientales tanto en los microorganismos responsables como en sus reacciones

metabodlicas.

Uno de los principales obstiaculos que presenta el proceso de biodegradacion, es la presencia de altas
concentraciones del contaminante en el suelo, ya que puede haber efectos de toxicidad sobre la poblacion.
Una medicién de la actividad y un registro del nimero de la poblacion microbiana autéctona podria servir
para evaluar tal efecto. Asi, un conteo bajo puede indicar problemas de potencial téxico o una poblacion bajo

estirés.

Otro de los problemas a tomar en cuenta, es la insuficiencia de nutrimentos en el suelo, sin embargo, la
presencia de minimas cantidades de nitrégeno y fosforo, permitiran la biodegradacién en el subsuelo, aunque
a velocidades muy bajas. Este fenomeno es debido al reciclamiento de los elementos, y bajo tales
circunstancias la velocidad de degradacion estara limitada por la velocidad a la cual los nutrimentos son

reciclados (Suthersan, 1997).

Por otra parte, pardmetros ambientales tales como la temperatura, pH y humedad determinaran la eficiencia
de la biodegradacién. La actividad metabélica de los microorganismos produce acidos organicos a partir de la
degradacién de compuestos organicos, los cuales pueden acidificar al propio suelo si tiene deficiencias en su
capacidad amortiguadora; teniendo que controlar el pH para que la biodegradacion continiie. Por su parte, la
humedad afecta la biodisponibilidad del contaminante, la transferencia de gases, el nivel de toxicidad efectivo
de los contaminantes, el estado de movimiento y crecimiento de los microorganismos y la distribucion de las

especies.
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2.3.2 Adaptacion y potencial de los microorganismos en la limpieza de suelos

El suclo es un ambiente complejo, heterogéneo y cambiante, por los que todos los cambios en él, demandan
una gran capacidad adaptativa de los microorganismos ahi presentes. Los microorganismos que pudieran
ganar algin predominio, son aquellos que cuentan con la habilidad de adaptacion a las condiciones dadas y a
utilizar el substrato mejor ajustado para su maximo indice de crecimiento. Estos procesos pueden o no estar

asociados con una alteracion del genotipo.

Por mas de 50 afios atras, el hombre ha introducido al ambiente compuestos xenobidticos, a los cuales se han
tenido que enfrentar los microorganismos. Algunos de esos compuestos fueron considerados como
recalcitrantes, sin embargo, se ha visto que pueden ser ya biodegradables. Sobre esto se puede pensar que

algunos microorganismos aprendieron a degradar ciertos compuestos especificos (Zehnder, 1995).

Dentro de los mecanismos de adaptacién se resalta el papel que desempeiian las entidades extracromosomales
de ADN, especialmente de los lamados plasmidos. Dichas unidades pueden cargar genes responsables para
la sintesis de enzimas especificamente inactivadoras de nuevos antibiéticos en microorganismos, cambios de
resistencia de bacterias hacia ellas mismas, o para degradar sustancias xenobidticas. Estos factores de

transferencia pueden dispersarse entre diferentes especies en comunidades mezcladas (Kunc et al., 1998).

El control de la formacion y actividad enzimatica es sin duda uno de los principales medios de adaptacién en
microorganismos y especialmente en bacterias, representando una respuesta de los microorganismos a
condiciones de medios mulitisubstratos como el suelo, el cual facilita el uso del substrato mas favorable para
el mayor crecimiento y sintesis celular. Para sistemas naturales colonizados por una comunidad
microbiolégica heterogénea como el suelo, la composta, los lodos, etc., es caracteristico que la fuente de
carbono y energia controlen el crecimiento microbiano y que los substratos disponibles puedan ser usados por
una célula microbiana o por una comunidad, o simultancamente. Por otra parte, es bien sabido que la
descomposicion de substratos complejos, esta asociada a una sucesion de poblaciones microbianas y

comunidades (Kunc et al., 1998).

La informacion rescatada sobre la adaptacion microbiana es necesaria para la formulacion realista de la
legislacion ambiental, ya que se obtiene el conocimiento no solo de las perspectivas, sino también del limite
de los microorganismos para degradar los contaminantes; por otra parte se obtiene el conocimiento de la
susceptibilidad del sitio a la influencia antropogénica, como lo es el tratamiento fisico, quimico e incluso

biolégico (bioaumentacién, fertilizacién) (Zehnder, 1995).
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2.3.3 Biodegradacion de BTX

La conformacion que presentan los hidrocarburos monoaromaticos (Fig. 2.5) les confiere una estructura quimica
muy estable, por lo que, los microorganismos que son capaces de utilizarlos como fuente de carbono y energia
requteren de una gran demanda bioquimica. Por ejemplo, la utilizaciéon de hidrocarburos, se efectia mas
frecuentemente entre los miembros de los géneros Corynebacterium, Mycobacterium y Pseudomonas,
mientras que la capacidad de utilizar compuestos aromiticos estd mas ampliamente extendida pero

probablemente es mas importante entre las Pseudomonas (Rose, 1977).

La presencia persistente de BTEX en un sitio contaminado puede deberse a una minima actividad biolégica por
la falta de un aceptor final de electrones (O;, NO;y', Fe*, CO,, SO4™), o bien por la ausencia de microorganismos
con la capacidad metabélica requerida, ocasionada por una concentracion insuficiente de BTEX que estimule las

enzimas degradativas cuando la poblacién ya esta adaptada.

I
/C\
HC” “XcH
I | o
HC\ //'CH
f Benceno
H
CH,
)
AN
; CH,
CH, CH, —CH, CH, CH, CH,
Tolueno Etilbenceno m-Xleno o-Xileno p-Xleno

Fig. 2.8 Estructura quimica de los BTEX

Los microorganismos capaces de metabolizar aerobicamente hidrocarburos aromiticos de un anillo, estin
ubicados en la subsuperficie. La degradacion se alcanza por dos tipos de oxidacion alternativas. El primer
método involucra, secuencialmente: (1) formacion de dihidrodiol, (2) formacion de alquil catecol, (3) fision
del anillo de estos intermediarios oxigenados, (4) formacion de un aldehido o de un acido y (5) eventual
formacion de CO; y H;O. En principio la degradacién sigue la ruta de la dioxigenasa, es decir, se lleva acabo
la insercién de dos grupos oxigeno. La molécula se transforma gradualmente a unidades de CQ;. El segundo
mecanismo para la degradacion de compuestos aromaiticos es la oxidacion de cualquier substituto alquil- en el

anillo (Suthersan, 1997).
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En la literatura se ha reportado que los BTEX pueden ser biodegradados tanto en condiciones anaerobias como
aerobias. En el primer caso Berry-Spark er al., (1990) evaluaron la adicién de nitrato, para la biorremediacion in
situ de un acuifero contaminado con gasolinas. Los autores encontraron que la adicion de nitrato es tan efectiva
como la adicion de oxigeno, siempre y cuando no estén presentes otros derivados organicos de las gasolinas. Se
ha observado también, que mediante el uso de microorganismos desnitrificantes bajo condiciones anaerobias se
obtiene una buena remocidn de tolueno (Lemon et al., 1989) y en cuanto a esto Zeyer ef al., (1986) sugieren que
los hidrocarburos arométicos presentes en ambientes anoxicos como sedimentos de lagos, digestores de lodos y

zonas de infiltracion, se pueden mineralizar en condiciones desnitrificantes, en ausencia de oxigeno molecular.

Por su parte Hutchins (1991), obtuvo una remocion del 70 al 80 % para BTEX bajo condiciones de
desnitrificacion anaerobia, observando que la degradacion en el sitio de prueba se podia regular por el nitrato, ya
que a altas concentraciones (500mg N-NO;71) se puede presentar inhibicion. Asi mismo mediante la utilizacién
de microorganismos sulfatorreductores. Edwards et al, (1992) consiguieron mineralizar completamente al
tolueno y tres isémeros de xileno a CO,, siendo el aceptor final de electrones el sulfato, sin embargo al parecer la
acumulacion de sulfito como resultado de la sulfatorreduccion inhibi6 la degradacion. Con relacion a esto, se ha
reportado que la adicion de Fe{OH); en un sistema de sulfatorreduccion, facilita el inicio de la degradacion o la

acelera una vez ya iniciada.

Robinson et al., (1990) evalud la sorcion y la disponibilidad del tolueno en suelo organico con bacterias

aclimatadas, obteniendo una degradacion por abajo de los niveles cuantificables, en tan sélo 2 dias.

En lo que respecta a las condiciones aerobias, Anid er al, (1993) estudiaron la capacidad de los
microorganismos nativos para degradar BTEX en columnas, utilizando oxigeno como aceptor final de
electrones, obteniendo una eficiencia de eliminacién para ¢l tolueno por arriba del 95 %. Esta eficiencia
coincide con los porcentajes obtenidos al adicionar dxido de magnesio, el cual bajo ciertas condiciones libera
oxigeno, estimulando asi a los microorganismos aerobios para que se acelere el proceso de biodegradacion

(Bianchi-Mosquera et al., 1994).
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3. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental para la realizacion del trabajo, se divide en; bisqueda y montaje de técnicas,
reconocimiento de los sitos afectados, recoleccion de las muestras y la caracterizacién fisica, quimica y

microbtologica de las mismas, asi como el desarrotlo de las pruebas de biodegradacion.

3.1 TECNICAS PARA EL ANALISIS DE LOS SUELOS

Los estudios de biodegradacion en suelos, requieren del conocimiento de las caracteristicas fisicas, quimicas
y microbiologicas del suelo afectado. Las técnicas empleadas fueron seleccionadas y montadas en el
laboratorio', con base a las pruebas bésicas realizadas en estudios edafolégicos. En la Tabla 3.1 se muestra el

listado de las técnicas, incluyendo informacion sobre la descripcidn y el fundamento de cada una de ellas.

Cabe hacer notar que para la determinacion de cada parametro se cita en algunos casos mas de una referencia,

y esto es porque se encontraron pequeiias diferencias en cuanto a la metodologia.

! Se agradece al M.C Palacios y su equipo de trabajo del Departamente de Edafoelogia del Instituto de Geografia UNAM, su valiosa
COOperacion y asesoria.
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Tabla 3.1 Técnicas empleadas para la caracterizacién de los suelos

PARAMETRO

pH

mamiimen
———

TECNICA

DESCRIPCION

FUNDAMENTO

—— —

REFERENCIA

Potenciométrica

P—

Indica la acidez o la alcalinidad de soluciones
acuosas, y es el resultado de las propiedades de
disociacién de los solutes,

Se basa en la medicién del logaritmo negativo de
la concentracién de iones H' presentes en la
solucién del suelo

Aguilera, 1989
Allison et al., 1985
Hendershot ef al., 1993
Jackson, 1982

Materia orgdnica
(mo)

Walkley y Black
(modificado}

Son los residuos orgdnicos de vegetales,
animales, Microorganismos vivos y muertos, asi

como contaminantes orgénicos,

Se obtiene mediante la oxidacién del carbono
organico con dicromato 4cido, y titulacién del
dicromato remanente.

Tiessen et af., 1993
Pulido et ai., 1992

Carbono organico

{co)

Por célculo

Es el principal nutrimenato que representa del 48
al 58 % del peso total de la materia orgénica.

Se obtiene al dividir el valor de Ja materia
orginica entre 1.72 que es un factor de
conversién tomando en cuenta el porcentaje que
representa.

Tiessen ef al., 1993
Pulido et al., 1992

Nitrdgeno de nitratos

(N-NOy7)

Colorimétrica

Los nitratos constituyen una de las formas
asimilables del nitrégeno.

El proceso depende de la nitratacién de la
posiciéon 6 del &cido fenol disulfénico en
presencia de H,50, fumante.

Jackson, 1982

Nitrdgeno amoniacal

El amoniaco constituye la forma mas facilmente

El proceso se basa en una extraccién, destitacion

(N-NH,") Destilacion | - cimilable del nitrégeno. y titulacién de amoniaco. Jackson, 1982
Nitrégeno Total Nitrégeno cnl forma or‘géni.ca ¢ in?rgﬁnica Incluye la digestion de la muestra para convertir Jackson, 1982
(No) Kjeldahl (nilrat.os, . nitritos, amonio intercambiable vy |el nilrélgeno en amonio ¥y la cuantificacién por McGill et al., 1993
amonio fijo). destilacion. NOM DGN-AA-24-1984
Se encuentra en forma orgdnica en la materia| E1 fésforo es captado al reducirse los
Fésforo como fosfatos . . . . . .
(P-PO, ™) Bray P-1 o-rgémca € -n.mrgém.ca co'mo compuestos de heterop?llcornplcjos de grupos molibdato en Jackson, 1982
hierro, aluminio, calcio y flbor, presencia de un agente reductor.
Cambio de presion dentro de un recipiente
Manométrica Es la cantidad de oxigeno requerida por las | cerrado, detectado por el desptazamiento de una Moceller et al., 1991
Consumo de oxigeno bacterias para oxidar la materia orgénica baje | columna de mercurio.
Por cromatografia | condiciones aerobias. En un sistema cerrado, se cuantifica ¢l oxigeno
de gases (CG) en la fase gascosa.

AL DEYTA TECO

10




Tabla 3.1 Técnicas empleadas para la caracterizacién de los suelos (continuacion)

PARAMETRO

TECNICA

DESCRIPCION

FUNDAMENTO l REFERENCIA

] Por cromatografia Efl CO; es el principal producto de !a|En un sistema cerrado, se cuantifica el CO; en la Jackson and
Produccién de CO, de gases (CG) degradacion aerobia de la materia orgénica. fase gascosa, Neralla, 1995
Porcentaje de humedad Se conceptualiza como la proporcién de masa de Involucra el peso de la muestra himeda y el peso Allison, et al., 1985

Gravimétrico de la muestra que se seca a 110°C durante 12 Toop, 1993
(% H) agua presente €n uha muestra.

hrs.

Gardner, 1986

Una muestra de suelo se pone en contacto con un

(Pp)

Con picnémetro

solidas colectivamente y se expresa como la
relacidn de la masa total de tas particulas sélidas
de su volumen total.

Capacidad de retencién A presi6n El proceso se basa en la capacidad del suelo para R . Allison, et al., 1985
. . . volumen medido de agua. Se mide ¢l volumen
de agua atmosférica retener el agua a presién atmosférica. . Klute, 1986
de agua que filtra libremente.
n mo la sidad de las particulas . .
. Se definc como la densidad las p Se obtiene la masa determinada por ¢l peso y el Culley, 1993
Densidad real

volumen determinado al calcular fa masa y la
densidad del agua desplazada por la muestra.

Blake et al., 1986
Paul er al., 1989

Densidad aparente

Se conceptualiza como la masa del suelo por

Consiste en secar y pesar una muestra de suelo,

Allison et al., 1985

seca.

{Pm) Con ncleos unidad de volumen cuyo volumen es previamente conocido Culley, 1993
Pm ' Y P ‘ Blake et af., 1986
. Se obtiene a partir de la refacién py/p, que es la Allison et al., 1985
. Es el espacio vacfo ent f I . il ’
Porosidad Por célculo slfclo pacio vacto catre las particulas de fraccion del volumen total ocupado por los poros Carter et al., 1993
) menos uno, Se EXpresa en porcentaje. Danielson et al., 1986
Conductividad Conductimétrica Es la mcdic!a de ‘la ca.pacidz‘qd de una solucién [ Es l-a inversa de la resistencia expresada en Jackson, 1982
para conducir corriente eléctrica. ohmios. Tchobanogglus er al., 1987
Sdlidos totales . . La pérdida de peso se registra después de secar
(ST) Gravimétrica Corresponde al peso de la muestra seca. la muestra a 115°C por 12 hrs APHA, 1992
. . , La diferencia de peso se toma después de estar |
1 . . rresponden a la pérdida d l
Solidos volatiles Gravimétrica Corresponden 2 a p r. Ifj € peso de la muestra h a 550°C. Tomando como referencia a los APHA, 1992
(SV) seca después de su ignicidn. .
sélidos totales.
] ] Corresponden al peso de aquellos residuos que .
Sélidos fijos . . e Es el peso del material que queda después de la
d Pl 1
(SF) Gravimétrica quedan después de la ignicién de la muestra ignicion durante 1 b a 550°C. APHA, 1992
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Tabla 3.1 Técnicas empleadas para la caracterizacién de los suelos (continuacién)

PARAMETRO

Granulemetria

TECNICA

Por tamices

DESCRIPCION

tamafio de grano.

FUNDAMENTO

de una serie de tamices y pesar el material
retenido en cada uno.

REFERENCIA

. Consiste en pasar una muestra de suelo a través Bowles, 1992
El material seco se va separando de acuerdo al

Gee et al., 1986
Engineering, 1965

Es la composicion porcentual de los separados;

Consta de la dispersion del suelo a partir de un
agente dispersante, y el fraccienamiento por

masa de suelo.

suelo,

Text Con hidromet . . . . . . v .
extura o hidrometro arenas, limos y arcilfas. sedimentacién de los diferentes tipos de clizquez et al., 1974
material,
. Comparacién del suelo en sece y en himedo con .
Color Cédigo Munsell Refraccidn de la luz ¢n las particulas. Munsell, 1992
las tablas de color de Munsell.
. Se establece ¢l nimero de bacterias que crecen Se e.mplea dilucidn serial y el plaqu?o en un .
, Cuenta en medio . ) . . medio agar, se hace el conteo de colonias en las Germida, 1993
Bacterias heterdtrofas \ en un medio de cultivo complejo por unidad de] =~ . K
solido diluciones apropiadas. Se expresa como ufc/g

Cullimore, 1992

Bacterias dagradadoras

Cuenta en medio
sdlido

Se establece et nimero de bacterias capaces de
crecer en un medio mineral con ¢l contaminante
orgénico como unica fuente de carbono.

Se emplea la dilucién serial y ¢l plaqueo en un
medio agar, se hace el conteo de colonias en las
diluciones apropiadas. Se expresa como ufc/g
suelo.

Desarrollada en este trabajo

Bacterias totales

Microscopia
(epifluorescencia)

Nomero de bacterias viables y no viables por
unidad de masa.

Se basa en la reaccién fluorescente de color rajo-
anaranjado con el ARN y color verde en
asociacioén con cf ADN.

APHA, 1992
Germida, 1993
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3.2 DESCRIPCION DE LOS SITIOS

Las muestras de suelo se obtuvieron de dos sitios que presentaban contaminacion con gasolina. El Sitio | se

encuentra en Tamaulipas y el Sitio 2 en Baja California Norte.

3.2.1 Sitio 1

En el Sitio 1, se detect una fuga en los alrededores de una terminal de almacenamiento de combustibles. De
este sitio se recolectaron dos muestras (Sla y S1b) y un control (CS1), el cual fue tomado fuera de la zona de

contaminacién (Fig. 3.1).

ol S L ey Sy et LR
S o SRR e l

I' pis A L I A R i YOI, o o
%sfww“’ r-“ﬁi';r‘gs'&,w. 4 Do < i, sk ng i R, Lo AT

st

Tangues de
almacenamivnto Je
combustibles

Fig. 3.1. Localizacién de los puntos de muestreo en el Sitio 1

3.2.2 Sitio 2

En este sitio, se detectd una fuga accidental en los alrededores de un poliducto de transporte de combustible,
La fuga se localizé en la pendiente de una loma, por lo que el combustible tendié a migrar ladera abajo,
abarcando una 4rea aproximada de 400 m’ (Fig. 3.2). Se eligieron dos puntos de muestreo (S2a y S2b). En
virtud de que los dos sitios elegidos presentaron caracteristicas muy diferentes, se decidié tomar una muestra
control para cada sitio (CS2a y CS2b, respectivamente). El nivel freatico se encontr6 a 56 cm de profundidad,

con un pH de 6.8 y una temperatura de 27.5°C.
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%, Ducto

Fig. 3.2. Diagrama de los puntos de muestreo del Sitio 2

3.3 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Las muestras de suelo contaminsdo no alteradas (fisicamente), se obtuvieron mediants un nucleador manual y

cartuchos do acetato de 45.5 cm de largo y 2.2 cm de diametro. Las muestras de suelo contaminado alteradas

se obtuvieron a partir de la excavacién de pozos mediante el uso de una pala plana, y se colocaron en frascos

de vidrio do 500 g con sello hermético. Las muestras de suelo no contaminado se obtuvieron mediante
.

Todas Ias nmestras fueron selladas y mantenidas en frio hasta su trasiado al laboratorio en donde se
almacensron en un cuarto fiio a 4°C por no mis de 15 dias para su procesamiento.
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3.4 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras recolectadas de cada sitio fueron divididas para su analisis en tres partes, tomando como base el

tipo de prueba al que seria sometida.

1. Para las determinaciones fisicas y quimicas, el suelo se secd a temperatura ambiente, no sin antes realizar
¢l analisis de humedad correspondiente para hacer las correcciones pertinentes. Su almacenamiento fue en
frascos de vidrio a temperatura ambiente. Para la determinacion de la densidad aparente se utilizaron
nicleos de tuberia de PVC de 2 pulg de diametro y 4 cm de largo con un extremo esmerilado; el volumen
de estos niicleos fue de 100 cm’. Los nucleos fueron introducidos en los sitios de muestreo para extraer los

nucleos del suelo, manteniendo los extremos bien sellados con papel aluminio.

2. Para las determinaciones microbioldgicas, las muestras se obtuvieron a partir de los niicleos en forma
aséptica (Fig. 3.3), y se almacenaron en viales de teflon a 4°C hasta su procesamiento. Cabe aclarar que de

los niicleos también separaron submuestras para la caracterizacion fisica y quimica,

3. Para el desarrollo de las pruebas de biodegradacion, las muestras se almacenaron a 4°C tal como se

recolectaron para evitar una posible alteracion de condiciones originales.

».

.
i,

Fig. 3.3 Corte de niicleos para las pruebas microbiolbgicas
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3.4.1 Caracterizacion fisica y quimica

La medicion de pH real, se realizé en una suspension 1:2 (suelo-agua destilada), para el pH potencial se
empled la misma relacion, sustituyendo el agua destilada por una solucion de cloruro de calcio 0.01M. Las
lecturas se tomaron con un potenciémetro Conductronic pH20 con electrodo de vidrio Corning G-p Combo
W/RJ, el cual se introdujo en la solucion obtenida después de 30 min de agitacion y 1 hora de reposo
(Aguilera, 1989; Allison er al., 1985; Hendershot er al., 1993; Jackson, 1982). Las soluciones obtenidas para
la medicién de pH real se emplearon también para medir la conductividad eléctrica, mediante un

conductimetro conductronic PC18 (Jackson, 1982; Tchobanoglus et al., 1987)

La cuantificacion de la materia orginica se realizd por el método indirecto de Walkley y Black modificado, el
cual implica una combustién himeda con icido crémico y una fuente de calor externa. En este caso las
muestras se colocaron en matraces de 125 ml con tapon de rosca y se calentaron por 30 min a 150°C en un
horno Felisa Mod. 243. Para la titulacion se empleo sulfato ferroso amoniacal 0.5N y difenilamina como

indicador (Tiessen et al., 1993; Pulido ef al., 1992).

El carbono orginico se obtuvo por calculo a partir de los valores obtenidos para la materia organica.
Tomando en cuenta que el carbono organico representa del 48 al 58 % del peso total de la materia organica,
se utilizé la siguiente formula: % carbono organico = (% materia organica) x (0.58) (Tiessen ez al., 1993;

Pulido er al., 1992).

La determinacion de nitratos se obtuvo con un método colorimétrico, en el cual la respuesta positiva se
confirma con una coloracién amarilla. Las lecturas de absorbancia se realizaron en un espectrofotometro

Milton Roy 20D a una longitud de onda de 420 nm (Jackson, 1982).

El nitrégeno amoniacal se extrajo con una solucion de cloruro de sodio 10 % (1.7 N) acidificada con 4cido
clorhidrico hasta un pH de 2.5. La destilacion se realizé en un destilador BUCHI 323 y el producto se recibié
en una solucién de acido borico con indicador mixto (una mezcla de verde de bromocresol - rojo de metilo en

una relacion 5:1) a pH 5. Para titular se empleé acido sulfirico ¢.01N (Jackson, 1982).

El nitrégeno total se determiné a partir de la digestién de las muestras en presencia de una mezcla de
catalizadores (sulfato de potasio y sulfato de cobre en relacion 10:1), utilizando un equipo de digestién
BUCHI 435 con extractor de humos. Posteriormente se realizé la digestion en la misma forma que se hizo
para el nitrogeno amoniacal (Jackson, 1982; NOM DGN-AA-24-1984).
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El contenido de fosforo se evalué a partir del método de Bray P-1, que es una prueba colorimétrica en la que
el color azul indica la presencia de fosfatos. Las lecturas de absorbancia se realizaron en un

espectrofotdmetro Milton Roy 20D a una longitud de onda de 660 nm (Jackson, 1982),

El porcentaje de humedad se realiz6 con 2 a 5 g de muestras de suelo colocadas en crisoles de porcelana de
100 ml. El secado se hizo en un horno Felisa Mod. 243 a 105°C, manteniendo las muestras por un periodo
minimo de 24 horas (Allison et al., 1985; Toop, 1993, Gardner, 1986).

La capacidad de retencidn de agua se evalud a presion atmosférica de la Ciudad de México (585 mmHg).
Para ello se utilizd un embudo de filtracion rapida y papel filtro Whatman GF/A de 9 cm de didmetro; en el
cual se colocaron 100 g de suelo seco saturado con 100 ml de agua. El volumen del agua recuperada se midi6

hasta que dejé de gotear agua por el embudo (Allison et al., 1985; Kiute, 1986).

La densidad real se determiné con picnémetros de vidrio de 25 ml con capilar, los pesos se registraron en una
balanza analitica OHAUSAGA 110. Mientras que para la densidad aparente, se utilizaron nicleos de PVC. El
secado se realizo en un horno Felisa Mod. 243 a 105°C y los pesos se registraron en una balanza analitica

OHAUSAGA Galaxy™ 1200 (Culley, 1993; Blake et al., 1986; Paul et al., 1986).

La porosidad se obtuvo por calculo a partir de la densidad real y aparente, mediante la siguiente ecuacion: %

porosidad = 1 - (pw/pp) x 100 (Allison ez al., 1985, Carter et al., 1993, Danielson et al., 1987).

Los solidos volatiles se calcularon por diferencia a partir de la muestra que se sometié a calcinamiento en una

mufla Lindberg SIB Tipo 51894 CTD a 550°C para obtener los sélidos fijos (APHA, 1992).

La textura de las muestras se obtuvo con el método del hidrometro (hidrémetro estandar ASTM No 152H con
escala Bouyoucos g/l). La dispersion de las muestras se realizé con hexametafosfato de sodio al 0.4 N y

agitacién en un batidor comercial durante 10 min. Las lecturas se realizaron a los 40 segundos y a los 160

minutos.

El analisis granulométrico se llevd a cabo utilizando un juego de mallas DAVISA, con especificaciones
ASTM-AASHO No.4 (4.76 mm), No.10 (2.00 mm), No.20 (0.84 mm), No.40 (0.42 mm), No.60 (0.25 mm),
No.100 (0.149 mm) y No.200 ( 0.074 mm) (Bowles, 1992; Engineering, 1965).
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3.4.2 Caracterizacion microbiologica

La Cuenta de bacterias totales se realizé6 mediante la técnica de epifluorescencia, utilizando aparanjado de
acridina (Sigma 46005) como colorante y para la cuantificacion un microscopio American Optical One-Ten

con un lente de aumento de 40x y 100x (APHA, 1992; Germida, 1993).

El conteo de bacterias heterétrofas se realizé mediante la técnica tradicional de conteo en placa, empleando
como medio de crecimiento el agar cuenta en placa (Merck 1.05463), conteniendo: peptona de caseina (5.0
g/, extracto de levadura (2.5 g/l), D(+) Glucosa (1.0 g/l) y agar-agar (14 g/l). Las muestras se incubaron a
26°C en una incubadora New Brunswick Scientific modelo G24, por un tiempo de 72 h (Germida, 1993;
Cuillimore, 1992).

La cuenta de bacterias degradadoras se realizé empleando una técnica desarrollada en el propio laboratorio,
mediante el uso de recipientes de sello hermético utilizando medio mineral sélido, conteniendo: 3.8 g de
KH;PO,, 12.5 g de K;HPQ,, 1.0 g de (NH,);HPO, v 1 ml de solucién de sales por litro. La solucién de sales
consta de la mezcla de 4 g de MgSQ,, 0.2 g de NaCl, 0.2 g de FeSO, V 7H;0,0.2 g de MnSO, y 0.2 g de
CaCl en 100 ml, esterilizada por separado. El tolueno y la mezcla de BTX se agregaron sobre el agar (30 pl).

Los recipientes se incubaron a 26°C en una estufa Felisa Modelo TE-142A, durante un periodo de 7 a 10 dias,

3.4.3 Caracterizacion de [a actividad microbiana

La actividad microbiana se evalud mediante la cuantificacion del bioxido de carbono producido y el oxigeno
consumido, en adicion al seguimiento de la disminucion de la concentracion de substrato a partir de las
pruebas de biodegradacion. En el primer caso se emplearon botellas serologicas de 150 mi con 26 g de suelo,
selladas con tapones planos con cubierta de teflon y arillos metilicos; se realizaron mediciones consecutivas
de volimenes de 0.5 ml de la fase gaseosa en un cromatografo de gases Fisher Gas Partitioner modelo 1200,
de doble columna (Poropak Q y malla molecular 5A), con detector de conductividad térmica (TCD);

equipado con un registrador Fisher 5000.

El consumo de oxigeno se cuantifico por la disminucion de la presion en un sistema cerrado (Botella ambar
de 500 ml), adaptado con un mandémetro de mercurio. Se colocaron en el interior 40 g de suelo y un tubo de
ensaye que contenia una solucién de hidroxido de potasio 0.24 y 0.48 N para capturar el CO, producido

dentro del sistema. Se tomaron lecturas del desplazamiento de la columna de mercurio, en mm.
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Adicionalmente, cuando se contd con una columna Supelco Inc. Molecular Sieve 13x1173/16™ Al, el
consumo de O, se midié simultineamente a la produccion de CQO;, en el mismo cromatografo de gases

descrito anteriormente,

3.5 EXPERIMENTOS DE BIODEGRADACION
3.5.1 Establecimiento de las condiciones para los experimentos de biodegradacion

Unidad experimental.- Los experimentos se llevaron a cabo a nivel de microcosmos. Se probaron tres
unidades experimentales, con el fin de evaluar su funcionalidad y la presencia de fugas, que pudieran resultar

en mediciones erroneas. Las unidades utilizadas fueron:

¢ Unidad 1.- Botella dmbar de rosca inviolable con capacidad de 125 ml, con valvulas mininert de 24 mm
CR5614163 (Fig. 3.4.a).

e Unidad 2.- Botelia &mbar de rosca inviolable con capacidad de 125 ml, con tapones planos con cubierta
de teflon gris 17 x 120 mm (WHEATON WH-5224100-175) y tapas de baquelita perforadas (Fig. 3.4.b).

e Unidad 3.- Botellas serolégicas de 150 ml con tapones planos con cubierta de teflon gris 17 x 120 mm
(WHEATON WH-5224100-175) sellados con arillos metilicos (Fig. 3.4.¢).

Viélvula Tapa de
mininert baguclita
perforada

Tapdn
plano de
teflon

b) Botclla ’>© ©)
serologica

Fig. 3.4 Unidades experimentales probadas

e |
-

N
-

Todos los recipientes se sometieron previamente a un lavado con disolventes organicos de polaridad
ascendente para quitar cualquier traza de materia orgdnica que pudiera interferir (metanol, acetona y hexano),

se dejaron secar a 250°C durante 2 horas.
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Microcosmos.- Los microcosmos se montaron empleando 20 g de suelo ajustado la humedad a 20 % para el

suelo del Sitio 1 y 15 % para el suelo del Sitio 2, con base a la capacidad de retencién de agua de los suelos a
partir de una pasta de saturacion. La temperatura de incubacién se establecié a 26°C. Los controles de fuga

fueron previamente esterilizados por 30 min tres veces a 120°C y 15 psi.

Medicion de substratos residuales.- Para medir la respuesta de degradacién se emple6 un cromatégrafo de

gases VARIAN modelo 3350, equipado con columna capilar J&W, DB-1 de 60 m de longitud y 0.25 mm de

diametro interno, y como fase estacionaria 100 % metilsilicon con un grosor de | um. El detector de
ionizacién de flama (FID) fue alimentado con una mezcla de aire e hidrégeno, el nitrégeno se utilizé6 como

gas auxiliar y helio como gas acarreador.

Para determinar las condiciones de operacion en el cromatégrafo se realizaron pruebas en las cuales se tomo

€n cuenta el incremento de temperatura, el volumen de inyeccion, y la atenuacion.

Se empled una jeringa Pressure-Lok serie A (0.29”x 0.12” x 2.25”) con un volumen de 250 pl, fabricada por
VICL, Inc., Baton Range, LA, USA.

Estindar interno.- Se probaron varios compuestos como; octanol, fenol, valerato, alcohol butilico, propanol y
butancl con puntos de ebullicion muy cercanos a los BTEX, con el fin de seleccionar ¢l que diera la mejor

respuesta. El ciclooctano fue el que dic mejores resultados con un tiempo de retencién de 26.4 min.

Tiempo y temperatura para la volatilizacién de los BTEX (head-space).- Antes de establecer las condiciones

para la volatilizacion se permitié un tiempo de equilibrio de 72 h una vez que los substratos se adicionaron al
suelo. Posteriormente se realizaron pruebas a diferentes tiempos (30, 45, 60, 75 y 90 min.) y temperaturas
(60, 65, 70, 75 y 80°C). Las condiciones mas favorables, se determinaron con base en la mayor recuperacién.

Las condiciones que finalmente se establecieron fueron a 65°C por 60 min.

3.5.2 Aclimatacion de cultivos

Con el fin de obtener un cultivo con capacidad degradadora de los BTX se realiz6 una aclimatacion de la
biomasa nativa a partir de las muestras originales, si bien estos microorganismos pudieran ya estar
aclimatados a los hidrocarburos en estudio, con este paso se lograria estimularlas para obtener una mayor

cantidad de biomasa con capacidad de degradacién.
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Se empled inicialmente el medio reportado por Germida (1993), y posteriormente el medio mineral reportado
por Robinson ef al., (1990), con el fin de forzar mas la selectividad. Se aplico tolueno en forma directa, para

observar la respuesta de los microorganismos, a concentraciones crecientes y posteriormente una mezcla de
BTX.

Por otra parte como control positivo se manejaron las cepas de coleccion NRRL 14484 (Bacillus gordonae),
ATCC 33015 (Pseudomonas putida) y ATCC51349 (Rhodococcus zopffii), también se incluyeron dos
preparaciones comerciales de origen extranjero identificadas como KM y WM, con capacidad para degradar

hidrocarburos.

3.5.3 Experimentos de biodegradacién
Modalidades.- Las pruebas se realizaron empleando las siguientes modalidades:

+ suelo inalterado
+ suelo inalterado adicionado de nutrimentos
* suelo inalterado adicionado de bacterias aclimatadas

* suelo inalterado adicionado de nutrimentos y bacterias aclimatadas

Los experimentos de biodegradacion para tolueno, se realizaron bajo las condiciones que se presentan en la

Tabla 3.2.

Las pruebas de biodegradabilidad, para BTX asi como las de seguimiento del consumo de oxigeno y
produccion de bidéxido de carbono, mediante su medicion por cromatografia de gases (CG), se montaron bajo

las condiciones que se presentan en la Tabla 3.3.

Nutrimentos.- Se adicionaron fésforo y nitrégeno amoniacal, empleando el mismo medio mineral en el que se
realizaron las aclimataciones (Robinson ef al., 1990), pero incrementando la concentracion de ingredientes al

doble.

Biomasa.- Se emplearon los cultivos que resultaron del proceso de aclimatacion, procedentes de los suelos de

cada sitio.

Suelo_inalterado.- En el caso de las muestras del Sitio 1 se mezclaron y se formd una sola muestra compuesta

(Slc); en el caso del Sitio 2 se trabajaron por separado la muestra S2a y la S2b.
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En este caso los controles negativos estériles fueron omitidos, ya que se pretendié trabajar con posibles

condiciones reales. De tal forma que cada experimento contd con su propio patrén de comparacion, basado

principalmente en la adicién o no de inoculo y nutrimentos

Tabla 3.2 Condiciones para los experimentos de biodegradacion de tolueno con el suelo del Sitio 1

Expeﬁﬁlento Exp. 1 Exp. 2 Exp.3 Exp. 4

| Sle+T | Sle+T+I | Sle+T+N | Ste+T+N+I
PB | Cons0, | PB [ConsO,| PB |Cons.0,| PB | Cons0,
20 40 20 40 20 40 20 40

" Par&metros

Suelo (g)

% Humedad natural 10.26 10.26 10.22 10.22
Ajuste de humedad a
20 % con
* Agua(ml) 2 4
*  Sol. Mineral' (ml) - - —

Nutrimentos* (mg/kg)
KH,PO, -
K;HPO, -

(NH,);HPO, -
MgSO,7H20 -
NaCl —
FeSO,+7H20 -
MnSO,sH20 —
CaCi, -—

tolueno (ul) 20 40 20 40 20
(mg/kg) 8669 8665 | 866.9 | 8669 866.9 8669 | 8669 866.9

Inéculo (mil} — 1

380
1250
100
8.1226
0.2
0.2
0.2238
0.2
40 20 40

Absorbancia del indculo . .
540 nm 0.526 0.524
620 nm 0.466 0.430

Concen. final de ciclooctano 10 - 10 _ 10 _ 10 .
(mg/kg)
Concentracion de Hidréxido
de bario (N)

{10 mi)

0.24 —_— 0.24 - 0.43 —_ 048

* Medio mineral reportado por Robinson er af.1990, con el doble de la concentracion.
T: tolueno; Sle: sucio del Sitio 1, muestra compuesta; I: Indculo de bacterias aclimatadas; N: nutrimentos.

PB: prucba de biodegradacion (tolueno residual y produccion de bidxido de carbono).
Cons. O;: consumo de oxigeno.
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Tabla 3.3 Condiciones para los experimentos de biodegradacién de BTX y seguimiento

del consumo de O, y produccion de CO,

Experimento

suelo)

"Parﬁtﬁeiros

Exp. 7

Exp. 8

Exp.5

Exp. 9

Exp.6 | Exp.10

S2a’

S2a

S1c

S2a

ste | sza;

BTX

BTX +1

BTX +N

BTX +N+J %

Suelo (g)

20

20

20

20

% Humedad naturaj

7.97

7.97

10.2

7.5

10.2 7.5

Ajuste de humedad a
20% para Slc
15% para S2a
* Agua (ml)
* Sol. Mineral' (ml)

1.4
1.4

1.4
0.4

1.5
0.5

Nutrimentos* (mg/kg)
KH,PO,
K;HPO,

(NH,),HPO,
MgS0,+7H20
NaCl
FeSQ,e7H20
MnSOsH20
CaCl,

8.1226

0.2238

380
1250
100

02
0.2

0.2

Mezcla BTX (ul)
(mg/kg)

239
1048.03

239
1048.03

24
1051.9

399
1749.6

24 399
1051.9 1749.6

Inéculo (ml)

Absorbancia del indculo
540 nm
620nm

0.56
0.45

0.930
0.796

0.526
0.496

Concen. final de ciclooctano
(mg/kg)

10

10

10

1" Medio mineral reportado por Robinson et af. 1990, con el doble de 1a concentracién.
BTX: benceno, tolueno, xilenos (isémeros meta, para y orto).

I: Indculo de bactenias aclimatadas del suelo cormespondiente; N: nutrimentos.
Sic: suelo del Sitio 1, muestra compuesta; S2a: Suclo del Sitio 2 muestra a.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION DE LOS SUELOS

Del Sitio 1 (terminal de almacenamiento) se analizé un control (CS1) no contaminado (Fig. 3.1) y dos
muestras contaminadas (Sla y Slb). Del Sitio 2 (fuga de un poliducto), se analizaron dos muestras
contaminadas (S2a y S2b) y dos controles no contaminados (CS2a y CS2b), uno para cada muestra, debido a

las diferencias percibidas en campo (Fig. 3.2).

4.1.1 Caracterizacion fisica

El color es una de las caracteristicas mas perceptibles del suelo, y es importante porque esta relacionado con

el contenido de materia organica, el clima, el drenaje y la mineralogia del suelo.

En la Tabla 4.1, se presentan las determinaciones del color tanto en seco como en himedo. En estos suelos, el
color no esta determinado por la cantidad de materia organica, ya que los porcentajes obtenidos para ambos
sitios estan por abajo del 5 % (Tabla 4.5), porcentaje al cual segin Thompson ef al., (1982) la materia
organica ejerce una influencia sobre el color al recubrir las particulas del suelo. Por lo que, la fraccion
inorganica (solidos fijos) es la que estd ejerciendo la mayor influencia sobre el color, al constituir mas de! 90

% del peso total (Tabla 4.4).
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En el Sitio 1, el suelo control (CS1) y la muestra a {Sla) presentan un color pardo, mientras que el de la
muestra b (S1b) el color se obscurece hacia tonos grises. La diferencia entre la determinacion en seco y en
himedo es minima, debido al bajo contenido de materia orgénica que presenta. Tampoco existe una
diferencia marcada entre ¢l color del suelo control y las muestras, si bien la muestra S1b difiere un poco, se
puede asumir que es debido a un aumento en la porcién coloidal, la cual pudiera estar revistiendo a las
particulas mas gruesas confiriéndoles esa coloracion grisacea (Gilbert, 1967); al ser dicha fraccion el reflejo

de un aumento en el contenido de limo y arcilla con respecto al control CS1 y a la muestra Sla (Tabla 4.2).

Cabe mencionar que en éste sitio, se observé la presencia de motas grandes con poca abundancia y un
contraste distinto con respecto al color dei suelo en campo, las cuales coincidian con la presencia de una
textura mds fina y con la acumulacidén de olor a gasolina mas penetrante, por lo que el contenido de arcilla
pudiera estar favoreciendo el fendmeno de adsorcion. Asimismo son el indicativo de zonas de aireacion

alternadamente buenas y malas.

Tabla 4.1 Color de las muestras de suelo

Sitio 1 Sitio 2
Pardmetro CSs1 Sla S1b CS82a S2a CS2b S2b
Profundidad | 5 35 | 49_60 | 30-50 50 90 50 50
(cm)
10YR&/3 JOYR7/3 10YR62 10YRES3 25Y5/4 10YR6/4 2.5Y42
Color Pardo Pardo muy Gris Pardo Pardo olive Pardo Pardo
en seco Palido Pilido ligeramente pilido claro amarillento grisdceo
pardiso claro oscuro
2.5Y4/4 2.5Y5/4 25YsR 2.5Y4/4 25Y3iR 2.5Y42 2.5Y32
Color Pardo Pardo olivo Pardo Pardo Pardo Pardo Pardo
en hiimedo olivo Claro grisiceo olivo grisdceo muy grisiceo grisdcco muy
oscuro oscuro oscurg
CS1: Control Sitto 1 CS2a, S2a: Control ¥ muestra a del Sitio 2
S1a,Sib: Muestraa y b del Sitio 1 CS82b, S2b: Control y muestra b del Sitio 2

En el Sitio 2, predomina ¢l color pardo, aunque este se presentd una mayor variacion en el tono; desde uno
claro predominante en la determinacién en seco, hasta uno muy obscuro con la determinacién en hiimedo.
Esto hace suponer la posible existencia de una mayor cantidad de feldespatos que originan coloraciones
grisaceas (Don et al., 1992) y algunos 6xidos férricos con grados variables de hidratacién que dan colores
castaiios y amarillos (Gilbert, 1967), ya que como se menciond anteriormente el contenido de materia

organica no es muy elevado, como para ejercer una gran influencia sobre el color.

Por otra parte, se sabe que los suelos color castafio son comunes bajo condiciones de percepcion limitada de
precipitaciones pluviales y oscilaciones bruscas de temperatura diarias y estacionales. Como resultado, las

condiciones hidrotérmicas en estos suelos en el curso del afio no son favorables para la actividad microbiana,
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a pesar de que los suelos color castafio parecen ser bastante ricos en microorganismos (Kananova. 1982).
Estas condiciones, st bien se presentan con mayor amplitud en el Sitio 1, las condiciones del Sitio 2 no son en
mucho diferentes. Asimismo, hay que tener en cuenta que al presentar colores claros no absorben gran
cantidad de calor y por lo tanto la pérdida de humedad por evaporacion se puede ver disminuida, lo que seria

en un momento dado, favorable para la actividad microbiana.

La textura es tal vez la caracteristica mas permanente e importante del suelo y como se puede ver en la Tabla
4.2, las texturas que presentan los suelos estan determinadas por la fraccion de arena, con valores por arriba
del 70 %, exceptuando a la muestra S2b del Sitio 2, cuya textura esta influenciada por la fraccién de limos al

representar casi el 50 % de su composicion.

La clase textural arenas, indica que son suelos muy permeables al aire, al agua y a las raices, sin embargo, se
ven limitados por su bajo poder de retencion de agua y por su deficiente capacidad de almacenamiento de
nutrimentos. En general son pobres y de escasa productividad (Lopez et al., 1987, Thompson er al., 1982). La
clase textural franco arenoso indica, que son suelos medios, con las mismas deficiencias que los arenosos,

pero mas atenuadas.

Tabla 4.2 Texturas y tipo de material presente en las muestras de suelo

Sitio 1 Sitio 2
Material CS1 Sla S1b CS2a S2a CS2b .S2b
Textura Arena Franco Franco Arena Arena Arena Franco
arenoso arenoso limoso
% Arena 93.2 77.2 70.0 972 87.2 972 43.2
% Limo 2.56 8.56 13.0 2.56 8.56 2.56 48.56
% Arcilla 4.24 14.24 17.0 0.24 424 0.24 8.24
CS1: Control Sitio 1 CS2a, 52a: Control y muestra a del Sitio 2
Sla, S1b: Muestra a y b del Sitio 1 CS2b, 52b: Control y muestra b del Sitio 2

En el caso de la muestra S2b, su textura franco limoso le confiere condiciones mas favorables para el
desarrollo microbiano, ya que el incremento en el porcentaje de limo favorece gradualmente la formacion de

arcilla, y con éste proceso de meteorizacion se liberan los nutrimentos presentes en la estructura mineral.

El porcentaje de humedad representa al contenido de agua presente en las muestras en el momento de sy
recoleccion, ya que el agua que interesa es aquella que favorece los procesos edafogénicos, la actividad y
cambios complejos que originan la poblacion microbiana, es decir, el agua disponible. Al analizar las

muestras del Sitio 1, se observa que entre ellas existe una diferencia altamente significativa; el control CS|
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present6 la mas baja humedad con un valor de 4.27 % (Tabla 4.3); esto debido a su textura de tipo arena, la
cual caracteriza en general a los suelos secos permitiendo una filtracion ripida a través de ellos (Gilbert,
1967). Ahora bien, no se debe olvidar que el porcentaje de humedad varia con las condiciones climaticas
presentes en el sitio. Las muestras Sla y S1b presentaron valores de 13.19 y 18.87 %, respectivamente; estas
cifras son cercanas al porcentaje establecido para el desarrollo de la actividad microbiana en este suelo, que
fue de 20 %; el cual se infirid a partir de la medicién del porcentaje de saturacion, que resulté ser de 15 %, sin
embargo, con la presencia del contaminante se vié favorecida la agregacion de las particulas del suelo y se

decidid incrementar este valor hasta 20 %.

Tabla 4.3 Porcentaje de humedad y capacidad de retencién de agua en las muestras de suelo

Sitio 1 Sitio 2
Pardmetro CSi S1a S1b CS2a S2a CS2b S2b
Profundidad 15-30 | 40-60 30 -50 50 90 50 50
{cm)
% humedad 4.27 13.19 18.87 1.26 5.67 4,23 26.66
(%CV) (8.51) (5.92) (.13) (5.24) (2.59) (2.79) (5.14)
Capacidad de
retencién de 2716 276.5 345.1 334.2 2226 52.2 463.6
agua (ml/kg)
CS1: Control Sitio ! CX82a, S2a: Control y muestra a del Sitio 2
Sla, Sib: Mucstraa y b del Sitio 1 CS2b, $2b; Contro! y muestra b del Sitio 2

En el caso del Sitio 2, el porcentaje de humedad de las muestras presenta de igual forma una diferencia
significativa entre si; e incluso entre las muestras y su respectivo control. La muestra S2b fue la que presento
el mayor porcentaje de humedad como resultado del incremento en el porcentaje de limo y arcilla. El ajuste
de humedad con base en las pruebas de porcentaje de saturacion, se establecio en 15 %. Es importante resaltar
que en este sitio el nivel fredtico es muy somero, 56 cm de profundidad, y si bien los materiales gruesos son
buenos conductores de agua cuando estan en contacto directo con la provision de la misma, el movimiento
capilar se ve limitado debido a los espacios porosos tan grandes que presentan los suelos arenosos (Thompson

etal., 1982).

Es importante aclarar que los valores bajos en humedad no son un indicativo directo de que la biodegradacion

no tenga cabida, lo que si, es que puede verse un poco limitada.

La retencion de humedad aportada por las lluvias y el riego se debe al caracter granular y coloidal del suelo,
siendo este ultimo el que determina el comportamiento del agua, asimismo intervienen otros factores como la
profundidad y estructura del suelo; esto hace evidente que los suelos difieran mucho en cuanto a su capacidad

de retencion (Gilbert, 1967, Thompson et al., 1982).
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En el caso del Sitio 1, las variaciones no son tan evidentes como en el caso del Sitio 2 en donde la diferencia
entre el valor mas alto (463.6 mi/kg)} y el mas bajo (52.2) es bastante considerable y se atribuible sobre todo a
la clase textural de cada muestra. Asimismo, en las muestras ambos suelos, no se vio favorecida la retencion
del agua debido al bajo contenido de materia orgénica, la cual en altos porcentajes afecta indirectamente la
funcion de retencion de agua por sus propiedades hidrofilicas y directamente por modificacién de la

estructura del suelo (Klute, 1986).

El porcentaje de solidos volatiles (SV) con respecto a los sélidos totales (ST), es muy bajo, mientras que el
porcentaje de sélidos fijos (SF), que representa a la fraccion inorgénica, esta por arriba del 90 % en todas las

muestras, lo cual indica que estos suelos son de tipo mineral.

La densidad aparente tiene mucho que ver con la estructura que presenta el suelo, pues toma en cuenta el
espacio poroso presente en el sistema. Las densidades de las muestras arenosas, CS1, Sla, S1b, CS2a, S2a y
CS2b (Tabla 4.4), se encuentran dentro del intervalo reportado para este tipo de suelos, que es de 1.4 a 1.6
g/cm3 (Porta et al., 1994), El valor de la muestra S2b de 1.16 g/c:m3 , esta por abajo de este intervalo, sin
embargo, si entra dentro del establecido para los suelos mineralesque esde 1.0a 1.6 g,/cm3 (Thompson et al,.
1982). En general, al estar los valores por abajo de 1.9 g/cm’ habla de suelos que presentan poca
compactacion. Las densidades obtenidas para el Sitio 1, asi como sus repeticiones, no presentan diferencia
significativa, en el caso del Sitio 2, no se pudo hacer una comparacién estadistica por la falta de micleos

representativos que sirvieran como repeticiones en esta determinacion.

Tabla 4.4 Contenido de sélidos y densidad de las muestras de suelo

Sitio 1 Sitio 2
Parimetro CS1 Sla Sib CS2a S2a CS2b S2b
S.T (mg/g) 959.52 870.19 802.29 987.72 940.76 957.95 743.36
(%) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100)
S.V. (mg/g) 9.13 19.22 25.30 6.21 5.1 5.38 51.92
(%) (0.95) 221) (3.15) (0.63) (0.54) (0.561) (6.98)
S.F (mg/g) 950.39 850.97 776.98 981.21 935.98 952.57 681.44
(%) 99.05) | (97.79) (96.84) 99377 | (99.49) (99.44) 9167)
p, (g/em®) 1.38 1.58 1.49 1.39 1.52 1.43 1.16
(%CV) (14.16) (15.11) (12.47) - (6.39) - -
p, (g/cm’) 2.64 2.12 2.38 2.69 2.24 2.76 2.62
(%CV) (2.72) 20.4) (4.9) (0.74) (3.07 (6.18) 0.07
% Porosidad 47.39 25.59 37.50 4838 32.46 48.10 55.79
CS1: Control Sitio | (CS2a, S2a: Contro] y muestra a del Sitio 2
Sla, S1b: Muestraa y b del Sitio | CS2b, S2b: Control y muestra b de! Sitio 2
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La cantidad y composicién de los ST de un suelo esta intimamente relacionada con la densidad real del
mismo, ya que ésta expresa una media de la densidad de las particulas presentes. La mayor parte de los ST de
las muestras analizadas estin constituidos por arenas, exceptuando la muestra S2b; con las cuales se
obtuvieron valores un tanto diferentes al valor reportado para suelos minerales de 2.6 g/cm’ y en especial los
correspondientes a las muestras Sla, S1b y S2a. Ahora bien, como la densidad es un reflejo de los minerales
mas abundantes en suelos y rocas, se podria asumir la presencia de cuarzo (2.3 a 2.8 g/cm’), ortoclasa (2.5 a
2.6 glcm), feldespatos (2.6 2 2.7 g/cm’) y en menor grado minerales de arcilla (2.0 a 2.6 g/cmz’) {Thompson
et al., 1982),

Entre los valores correspondientes a las densidades reales de las muestras del Sitio | no hay una diferencia
estadistica significativa, mientras que para los correspondientes a las muestras del Sitio 2, si existe una

diferencia altamente significativa, incluso entre las muestras y sus controles.

En cuanto a la porosidad, los valores obtenidos para las muestras CS1, Slb, CS2a, S2a y CS2b se acercan al
valor de 40 % reportado para arenas de granos individuales y la cual se considera como una porosidad
insatisfactoria en cuanto a la eficacia en la retencion de agua, sales, gases (Foth, 1985; Danielson et al.,
1986). La porosidad de la muestra Sla es muy baja, mientras que la muestra S1b con una porosidad de 55 %

se considera satisfactoria.

Por otra parte, al presentar porosidades bajas, se establece que son suelos que presentan un calentamiento
rapido, de ahi la importancia de que estos suelos no deben permanecer continuamente secos. Lo anterior, esta

muy ligado con el contenido de agua y su capacidad de retencion.

4.1.2 Caracterizacidn quimica

En ia Tabla 4.5 se presentan los resultados de la caracterizacién quimica de los suelos de ambos sitios (1 y 2).

El pH que registraron las muestras y el control del Sitio 1, tiende a la alcalinidad, siendo este hecho mas
notorio al emplear agua (pH real) que al emplear cloruro de calcio (pH potencial). Con lo que se estima que
hay cierto grado de saturacion de bases que esta favoreciendo el incremento de ia concentracion de iones OH

sobre los iones H' en la solucion del suelo; lo cual es caracteristico de suelos de regiones aridas y semidridas.

Estadisticamente no hay diferencia significativa entre el pH potencial registrado para el control CS1 y el

correspondiente a la muestra Sla; pero ambas son diferentes estadisticamente con respecto a la muestra S1b.
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En las muestras del Sitio 2, los valores registrados para el control CS2a y muestra S2a tienden mas a la
neutralidad, mientras que los del control CS2b y muestra S2b tienden hacia lo alcalino. En ambos casos la
diferencia entre el pH real no es tan marcada con respecto al pH potencial. Entre las muestras hay diferencia
significativa estadisticamente hablando, siendo la muestra S2a diferente a su control CS2a, pero no hay
diferencia estadistica entre la muestra S2b y su control respectivo. En este caso la diferencia se atribuye a que

se trata de un material diferente.

Tabla 4.5 Caracterizacién quimica de las muestras de suelo

Sitio 1 Sitio 2
Parimetro Csl1 Sla Sib CS2a S2a CS2b S2h
PH cocr 7.62 7.80 7.94 7.04 7.26 7.80 7.75
(%CV) (0.05) (1.67) (1.22) (1.23) (0.23) (0.03) (1.84)
PH s 8.46 8.40 8.29 7.25 7.33 8.39 8.00
Conductividad
eléctrica 140 418 428 133 446 142 1299
(1S/m)
% Materia
) 0.291 0.386 1.348 0.320 0.314 0.151 0.504
orgénica
(117.33) | (54.07) (22.17) (34.96) (44.21) (86.64) (1091)
(%CV)
% Carbono
0.169 0.224 (0.784) 0.186 0.182 0.088 0.292
orgénico
(117.51) | (53.96) (22.19) (34.96) (44.43) (86.65) (10.95)
(%CV)
Ny (mg/kg) 122 532 417 850 239 146 2735
(%CV) {90.16) (9.39) (2.39) (71.76) (33.47) (0.68) (3.65)
N-NH," mg/kg 14.269 34.112 26.431 1.597 1.657 1.647 81.738
N-NO; mg/kg 0.0348 0.0676 0.0428 0.1639 0.0048 0.0017 0.0078
(%CV) (8.62) (1.47) (14.01) (0.49) (83.33) (117.64) | (12.82)
P-PO* mg/kg 0.018 0.024 0.070 0.494 0.914 0.192 0.193
(%CV) (25.13) (29.28) (32.76) (51.57) (5.36) (6.78) (2.58)

CS1: Control Sitio |
Sta, S1b: Muestra ay b del Sitio |

CS2a, S2a: Control y muestra a det Sitio 2
CS2b, S2b: Control y muestra b del Sitio 2

La conductividad eléctrica que presenta la solucién de los suelos tanto del Sitio 1 como del Sitio 2 esta por
abajo de ! dS/m. Tomando en cuenta que la conductividad permite establecer una aproximacion cualitativa
del contenido de sales, los valores indican que no existe problema de salinidad en estos suelos, por lo que sus
efectos sobre la vegetacion o cultivos son casi insignificantes segin la clasificacién que presenta Janzen
(1993). Sin embargo, también es un indicio de que la velocidad de movilizacion de los elementos nutritivos

es baja o de que algunos de ellos estan totalmente ausentes; por otra parte, se ve reducida la capacidad de
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intercambio idnico, teniendo por consecuencia que los minerales disueltos se encuentren mas tonizados
(Jackson, 1982; Nalco, 1982). A pesar de los valores bajos de conductividad, se logré observar una diferencia

entre las muestras y sus controles, los cuales presentaron valores mas bajos.

El contenido de materia orgdnica segin la clasificacion que presenta Aguilera (1989), es muy bajo para las
muestras CS1 y Sla y para todas las muestras del Sitio 2, mientras que la muestra S1b se considera s6lo como
bajo. Entre las muestras del Sitio 1 existe una diferencia estadistica altamente significativa; siendo la muestra
Sib la que difiere con respecto a las otras dos, esto con base en una prueba de rango miltiple. En cuanto a las
repeticiones no hubo diferencia significativa. En el caso del Sitio 2 existe de igual forma, una diferencia
significativa entre las muestras y no entre repeticiones, siendo la muestra S2b la que difiere del resto. Como
una consecuencia de la relacion que hay entre el porcentaje de carbono organico y el porcentaje de materia
orgdnica, el porcentaje de carbono orgénico presenta ¢l mismo esquema. Ambos pardmetros presentan
valores muy bajos, esto como una consecuencia del casi nulo aporte externo de materia organica al sistema, el
cual se limita a los residuos vegetales de pasto y de hierbas que crecen esporadicamente en el Sitio 1 y por

temporal en el Sitio 2.

La mayor parte del nitrégeno total (N1) se encuentra en la materia organica y al presentar una deficiencia de
ésta, cabe esperar bajos contenidos de nitrégeno en ellos. De esta forma, el contenido de Nt en los suelos se
considera pobre, debajo de 1000 mg/kg, exceptuando la muestra S2b, la cual contenia mas de 2000 mg/kg,
valor que vendria a considerarse como un contenido medianamente bueno (De la Garza, 1986). Lo anterior
concuerda, con las caracteristicas fisicas de los suelos, donde se presenta una deficiencia incipiente de
nitrogeno en muchos suelos arenoses de climas calidos (Pritchett, 1986). Entre los valores obtenidos para el

Sitio 1, existe una diferencia altamente significativa, en tanto que para las repeticiones no la hay.

El contenido de nitrogeno en forma amoniacal, se considera que una concentracién de 25 ppm es adecuada
para plantas poco exigentes (Lépez et al., 1987), con lo cual, en el caso del Sitio 1 se puede considerar con un
contenido apropiado, mientras que el suelo del Sitio 2, se considera bajo o deficiente, exceptuando a la

muestra S2b, que se considera buena.

Para la clasificacion de los suelos con vistas a un anélisis de contenido de fosforo, se agrupa a los suelos en
dos, en un primer grupo se incluyen los suelos de textura gruesa y media y en un segundo a los de textura fina
(Lopez et al., 1987). Las muestras analizadas corresponden al primer grupo y especificamente dentro de los

de textura gruesa, incluyendo a la muestra S2b que es de textura media.
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Los valores obtenidos para el contenido de fésforo en forma de fosfatos, esta por abajo de | mg/kg, lo que no
arroja valores muy pequefios de fésforo como tal, si se considera que en concentraciones por abajo de 30
mg/kg indican deficiencia del elemento. Esto concuerda con la division de grupos mencionada anteriormente,
ya que los suelos que conforman al primer grupo se caracterizan por presentar niveles muy bajos de P (12

ppm por el método de Truog y | ppm por el método de Olsen, segin Lopez et al., 1987).

4.1.3 Caracterizacion microbiologica

El analisis microbioldgico se enfocd especialmente al grupo de bacterias, ya que aparte de ser el grupo mas
representativo en el suelo (Tabla 2.1), es el que puede representar un mayor potencial de degradacion de

contaminantes.

El contenido de bacterias totales tanto en el suelo del Sitio 1 como el del Sitio 2, se considera que esta dentro
del intervalo de una poblacién que es buena, ya que como se puede ver en la Tabla 4.6, existen entre 10° y

10" bacterias/g, a excepcion de la muestra S1b que presento 8.8x 10’ bacterias/g.

Tabla 4.6 Caracterizacién microbiolégica de las muestras de suelo

Sitio 1 Sitio 2
Parimetro CS1 Sla Sib CS2a S2a CS2b S2b
Profundidad | ,5_39 | 40.60 30-50 50 90 50 50
(cm)
Cuenta de
bacterias L9E+11 74E+10 8.8E+07 TAE+10 4 .9E+09 1.0E+11 6.1E+11
totales
(bacterias/g)
Cuenta de
heterétrofas T.6E+04 9.3E+)3 4.6E+02 6.9E+03 J.IEH04 2.8E+04 1.9EH)6
(ufc/g)
Cuenta de
degradadoras ¢ J.IEA02 4.0E+02 0 4.3EH03 0 2.5E+03
de tolueno
(ufc/g)
CS1: Control Sitio 1 CS2a, S2a: Control y mucstra a del Sitio 2
S1a, S1b: Mucstraa y b del Sitio | CS2b, 52b: Control y muestra b del Sitio 2

Por otra parte la poblacion total de heterdtrofas en comparacion con los indices del conteo de bacterias total
es muy baja, con valores entre 10? y 10* para el Sitio 1 y de 10° a 10° en el caso del Sitio 2. Esto debido en
gran parte al bajo contenido de materia organica presente, ya que las divergencias entre un conteo directo y
de cultivo, son mayores en suelos que no poseen materiales ricos en energia (Burges et al., 1971). Dicha
explicacion toma mas credibilidad por el hecho de encontrar una mayor proporcién de células teiiidas de

color rojo-naranja, las cuales representan la porcion viable de la poblacién bacteriana, y la cual
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probablemente se encuentra en un estado de reposo o de letargo (Burges e al, 1971), por falta de

nutrimentos, o bien es parte de la poblacion viable pero no cultivable.

A pesar de la baja poblacion heterétrofa, estin presentes (exceptuando los controles) bacterias degradadoras
de tolueno en un porcentaje con respecto a la poblacion de heterdtrofas totales del; 3.33 % para Sla, 86.95 %
para S1b, 13.87 % para S2a y 0.13 % para S2b.

4.2 CARACTERIZACION DE LOS PERFILES DE SUELO

4.2.1 Descripcion

Como se mencionoé anteriormente, en el Sitio | se tomaron muestras continuas en dos puntos para la zona

contaminada, Slay Sib, y uno para la zona control CS1 (Fig. 4.1).

En el punto Sla se insertaron dos cartuchos de acetato, que alcanzaron una profundidad de 92 cm. En el
primer cartucho se obtuvo una recuperacion del 100 %, en el segundo la recuperacion bajé a 93.47 %, por lo
que en realidad se legd a una profundidad neta de 89 ¢cm. En el punto S1b se obtuvo un solo cartucho, debido
a que ya no se pudo penetrar mas por la presencia de roca y se alcanzé una profundidad neta de 65 cm, con un

100 % de recuperacion.

De ambos perfiles se obtuvieron submuestras al cortar los cartuchos bajo condiciones asépticas en los puntos
en donde existia una diferencia de color, o consistencia determinada por observacién directa. Se obtuvieron
en total 7 submuestras para el perfil Sla, identificadas como Sla.l a $1a.7 y 3 para el perfil SIb que se
identificaron como S1b.1, S1b.2 y S1b.3 (Fig. 4.1).

En el caso del control CS1 no se logro obtener un perfil debido a las condiciones del sitio. Motivo por el cual

s6lo se muestreo a una profundidad de 30 a 50 cm, empleando una pala de mano.

Para el Sitio 2, se tomaron muestras continuas en dos puntos para la zona contaminada, S2a y S2b (Fig. 4.2) y

en dos puntos para las zonas control, CS2a y CS2b.

En el punto S2a se insertaron dos cartuchos, que alcanzaron una profundidad de 92 c¢m, sin embargo en el
primer cartucho se obtuvo una recuperacion del 88.04 %, mientras que en el segundo la recuperacion bajo al

70.65 %, la profundidad neta fue de 73 cm.
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Fig. 4.1 Perfil de color correspondiente a los puntos de muestreo Sla y S1b del Sitio 1
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En el punto S2b se inserté un sélo cartucho, debido a que se encontré un material color verde muy duro, €l
cual no pudo ser atravesado por el nucleador; con lo cual se alcanzd una profundidad neta de 46 cm, con una
recuperacion del 100 %. Al igual que en el caso anterior, de ambos perfiles se tomaron submuestras al cortar
los cartuchos bajo condiciones asépticas en los puntos en donde existia una diferencia de color, o consistencia
determinada por observacién directa; se obtuvieron un total de 8 submuestras para el perfil S2a, que se
identificaron como S2a.1 a S2a.8 y 3 para el perfil S2b, las cuales se clasificaron como S2b.1, $2b.2 y $2b.3
(Fig. 4.2).

En el punto CS2a se insert un solo cartucho, debido a que el material ahi presente no permitié penetrar mas
alla, por lo que solo se alcanzé una profundidad neta de 33 ¢m, dada por la recuperacion que fue de 71.73 %.
De éste perfil no se obtuvieron submuestras, ya que la muestra resulté ser muy homogénea en cuanto a color

y composicion de particulas, por lo que se trabajé como una sola muestra.

En el caso del sitio control CS2b no se logré obtener un perfil debido a las condiciones del sitio.

4.2.2 Perfiles fisicos, quimicos y microbioldgicos

El color predominante en los perfiles del Sitio 1 (Fig. 4.1) es el pardo con varias tonalidades en cuanto a la
profundidad. Esto como resuitado de la presencia de un matiz predominante 10YR en casi todos los
horizontes, para la determinacidn en seco. La determinacién en hiimedo presenté una mayor variacion en el
matiz, cambiando a 2.5Y los primeros cinco horizontes junto con el Sla.7 del perfil Sla, asi como el

horizonte S1b.3 del perfil S1b, mientras que el resto mantuvo su matiz en 10YR.

La falta de variacidn en el matiz de ambos perfiles, es indicio de un bajo contenido de materia organica, ya
que si bien, ésta tiene un efecto mucho mas marcado en los suelos arenosos, pues solo se requeriria de un
contenido alrededor del 10 % para otorgarles una coloracién obscura, los valores registrados a lo largo del
perfil se mantiene por abajo del 5 % (Fig. 4.3). De tal forma que los colores mas oscuros de los perfiles S1a.3,
Sta.4 y S1b.3, se deben al incremento de la parte coloidal (limo y/o arcilla), esto con respecto a la presencia

de motas en este sitio, ya mencionado anteriormente.

En la Fig. 4.2 se presentan los perfiles de color obtenidos para los suelos del Sitio 2 (S2a y S2b). En estos
perfiles también predomina et color pardo, manteniendo el perfil S2a un matiz predominante en seco de
10YR. El perfil S2b presenta un matiz de 2.5Y en los tres horizontes; por lo que en ambos perfiles las
variaciones se dan a nivel del value v del croma. Este efecto no se presento con la determinacion en himedo,

ya que los matices cambian y no guardan un orden como en la determinacién en seco.
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En este caso se resalta la importancia del contenido de humedad en el suelo, asi como de la materia organica,
ya que como se puede ver los horizontes S2a.2 y S2a.8 del perfil S2a y los horizontes $2b.2 y S2b.3 del perfil
S2b, presentan los colores mas oscuros, lo cual coincide con en el hecho de que son los horizontes que
presentan los mayores porcentajes de materia organica (Fig. 4.5), rebasando €l 5 %, y por lo tanto es de
esperar que dicho oscurecimiento se deba a la presencia de la misma, por otra parte en la determinacion en

seco de estos perfiles se aprecia un cambio hacia el aclaramiento del suelo.

El analisis granulométrico se realizo inicamente en los perfiles con la cantidad de suelo recuperada para cada

perfil (Tablas 4.7 y 4.8).

Tabla 4.7 Anilisis granulométrico de los perfiles S1a y S1b del Sitio 1

Clasificacién
SUCS

Didmetro
Mm
Dlg =017
Slal D;3y=0.23 4.12 0.44 9.66 88.63 1.21 SP

D= 0.70
. D|o= 4.60
Sla2 Dyp=0.13 1.06 0.01 40.13 59.36 0.28 sp
Dgy=0.49
Dm =024
S1a.3 Dy =0.70 16.67 0.51 3743 61.45 0.63 SP
Dgp=4.00
Dm = 2.70
Sla4 Dso= 5.60 2.59 1.66 76.45 23.38 0.09 GW
Dy =17.00
D,o=0.17
Slas Dyp=0.40 20.59 0.03 34383 51.95 1.59 SP
D= 3.50
D,=0.16
Slaé6 Dyp=0.18 1.35 093 0.25 98.29 027 Sw
Dm =0.21
D|o =010
Sla7 Dyo=0.17 2.00 144 1.07 97.18 0.42 SW
Dy =0.20

Submuestra C, C. % grava | % arena | % finos

Dyp=0.18

Sib.1 Dy, =0.85 27.22 0.82 41.54 56.24 1.47 SP
Dye=0.15

S1b.2 Dy =022 413 0.52 9.05 88.19 246 Sp
DID= 038

Sib.3 Dyy=2.00 13.42 2.06 44.64 54.25 0.85 SP
Dg=5.10

Dio; Dy} D= Didmetro de particula al 10, 30 y 60 %

Cy = Coeficiente de uniformidad (Dea / Do)

C. = Coeficiente de curvatura (D3’ / Do — Deo)

SUCS = Sistema Unificado de Clasificacién de Suclos

Para el Sitio 1, el tamaifio efectivo de los perfiles Sla y Stb, dado por los valores obtenidos para D,y (Bowles,

1992), presenté un intervalo de 0.10 - 4.60 mm y 0.15 - 0.38 mm respectivamente. El coeficiente de
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uniformidad (C,), indic6é que los horizontes S1a.2, Sla.4, Sla.6, y Sla.7 fueron muy uniformes ya que su
valor fue inferior a 3.5 6 3, lo cual denota la uniformidad (Juarez et al., 1997, Bowles, 1992). Para los
horizontes Sla.1, S1a.3 y S1a.5 cuyos valores superaron el valor de 3, al igual que los tres horizontes del
perfil S1b, se consideraron como no uniformes, lo cual indica que entre los tamafios Dy y Dy hay una gran

diferencia.

Tabla 4.8 Andlisis granulométrico de los perfiles S2a y S2b del Sitio 2

Submuestra ; Diéimetro C, C. |%grava|% arena | % finos Clag‘:}g'é"

Dyo=0.15
S2al Dy=0.19 1.87 0.86 0.00 97.96 1.64 SP
Dix=0.95
S52a2 D30 =370 6.58 230 63.64 36.02 0.33 GW
Dgo= 6.25
D[o = 047
52a.3 Dyp=0.90 4.59 0.80 0.00 99.48 0.52 SW
Dgo=2.16
D|0= 045
52a.4 D30=0.80 3.55 0.89 .15 98.70 0.15 SwW
D= 1.60
Dyp=049
$2a5 Diyo=1.00 6.33 0.66 28.09 71.44 0.35 SW
Dw =3.10
D|° =0.20
52a.6 Djp=10.52 5.00 1.352 1.47 96.98 0.64 SwW
Dgy=1.00
Dm =046
S2a7 D3y = 0.85 3.91 0.87 1.24 98.14 0.37 sSw
Dﬁo =1.80
Dy=1.00
52a.8 Dyo=2.90 5.75 1.46 52.76 4645 0.64 oW
Dgo=5.75

Dm =0.15

$2b.1 D3y=10.19 1.93 0.83 11.14 87.65 0.28 SP

Dgo=0.29

Dm =(.26

S2b.2 Dyo=1.88 16.92 2,83 319 59.95 2.01 SwW
Do =4.40

D]o = 1.20

S§2b.3 Dyo=3.50 5.17 1.65 61.02 37.62 1.15 GW
Do ; Do Dso= Didmetro de particula al 10, 30 y 60 %

C, = Cocficiente de uniformidad (D / Do)

C. = Coeficiente de curvatura (Dso’ / Do — Do)

SUCS = Sistema Unificado de Clasificacién de Suelos

Con el coeficiente de curvatura (C.), se vié que los horizontes Sla.l, S1a.3, Sla4, Sla.6 y Sla.7 del perfil
Slay el horizonte S1b.3 del perfil S1b, al presentar valores entre 0.7 y 3 (Juarez et al., 1997; Bowles, 1992)
se consideran como bien graduados. En el caso de los horizontes del perfil Sla, coincide con su uniformidad
y por lo tanto presentan un amplio margen de tamafios de particulas, no obstante que no presenta apreciables

cantidades de cada tamaiio intermedio, esto debido a su clase textural, que como se mencioné anteriormente
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el suelo es franco arenoso. Los horizontes S1a.2 y Sla.5 del perfil Slay S1b.l y S1b.2 del perfil S1b, cuyos

valores estan por abajo de 0.1, se consideran como mal graduados.

Tomando en cuenta la clasificacion SUCS (Juarez er al., 1997), la cual considera como arenas bien graduadas
(SW) a aquellos materiales con valores de C, > 6 y C, 1 y 3; se tiene que sdlo los horizontes S1a.6 y Sla.7 del
perfil Sla son SW, mientras que el horizonte Sla.4 queda como grava bien graduada (GW), el resto de los

horizontes del perfil Sla y todo el perfil S1b, resultaron ser arenas pobremente graduadas (SP).

Para los perfiles del Sitio 2 se tiene que, el tamafio efectivo del perfil S2a present6 un intervalo de 0.15 a 1.00
mm. La uniformidad sélo se presentd en el horizonte S2a.1, en tanto que los horizontes $2a.2, S2a.6 y S2a.8
son los que presentan una buena graduacién. Tomando en cuenta los parametros mencionados anteriormente,
se tiene que exceptuando a los horizontes S2a.2 y S2a.8 que son GW, los horizontes son SW. En el caso del
perfil S2b el intervalo del tamafio efectivo del perfil va de 0.15 a 1.20 mm; sélo el horizonte S2b.1 fue
uniforme mientras que los horizontes S2b.2 y S2b.3 fueron bien graduados, por los que se clasifican como

SP, SW y GW, respectivamente.

En las Figs. 4.3 y 4.4 se presentan los graficos correspondientes a los pardmetros fisicos quimicos y
microbiolégicos de los perfiles Sla y S1b, respectivamente. Los puntos no corresponden a una profundidad

puntual, sino que representan un intervalo de profundidad, como se indica en el anexo 3.

Los valores de pHeaci: @ lo largo de los perfiles, oscilaron entre valores de 7.1 a 7.97, lo cual indicé que se
trata efectivamente de un suelo alcalino, aunque después de los 50 cm de profundidad parece presentar una
ligera tendencia hacia la neutralidad. Con esto se descarta la posibilidad de que el pH sea un factor limitante

para el desarrollo de la actividad microbiana.

Como se mencioné anteriormente, el aporte de materia organica a este sitio es minimo, como resultado de ser
un suelo para fines industriales. Por lo que los porcentajes de materia orgdnica y de carbono orgéanico
registrados no sobrepasan el 5 %, lo que significa que el contenido es muy bajo; no obstante, se registraron
dos puntos en donde se alcanza una maxima concentracion en el perfil Sla (Fig. 4.3), el primero se presenta
dentro de los primeros 10 cm de profundidad, y el segundo a los 50 cm, si bien en el perfil S1b (Fig. 4.4) no
es tan claro por la falta de una medicién mas continua, los puntos maximos registrados son similares a los del

perfil S1a.
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Fig. 4.3 Perfiles fisicos, quimicos y microbioldgicos del suelo Sia (Sitio 1).
CO: carbono orginico, MO: materia orgdnica, SV; sélidos volatiles, SF: sélidos fijos
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Por otra parte, los valores tan bajos de materia organica se ven reflejados en los bajos porcentajes de sélidos
volatiles (SV), los cuales representan la parte organica de los sélidos totales (ST), y que no van maés alla del 7
% en ambos perfiles, Sla y S1b.

Para el nitrégeno total (N7) y el que se encuentra en forma de nitratos (NO;), al igual que el fosforo en forma
de fosfatos (PO,”), se obtuvieron valores bajos que caracterizan a un suelo pobre. En el perfil S1b (Fig. 4.3)
no se aprecia realmente un cambio para el Ny, los NO;™ tienden a disminuir mientras que los PO,> tienden a
aumentar, este comportamiento se ve mas claro en el perfil Sib, en donde se puede apreciar que el
comportamiento de los tres pardmetros es muy similar, aunque no tan marcado al que presentd la materia
organica hasta pasados un poco los 50 cm de profundidad, ya que a una profundidad alrededor de los 70 cm,
los tres pardmetros presentan un ligero incremento en concentracion, siendo mas evidente para el caso del Ny,

el cual presentd una disminucion mas drastica después de dicho incremento.

Llama la atencion que el perfil de humedad presenta un comportamiento muy similar al que se obtuvo para
los parametros antes mencionados. Por lo que cabria pensar que a una profundidad de 50 cm se presentan
ciertas condiciones para la acumulacion de material procedente del lavado o percolacion de la parte mas

superficial, que es en donde se registran los primeros valores pico.

El hecho de encontrar €l mayor niimero de bacterias a la profundidad de 50 ¢m, da un elemento mas para
pensar que las condiciones en este punto favorecen la acumulacioén de materia organica y como consecuencia
el incremento de los valores del resto de los parametros. Un aspecto a resaltar es que, a lo largo del nicleo se
registré la existencia de bacterias degradadoras de tolueno, asi como un buen porcentaje de bacterias
heterotrofas del total de la poblacion, por lo que podria esperarse que el proceso de biodegradacién seria

factible, sino es que ya se estd dando a tasas muy bajas.

En las Figs. 4.5 y 4.6 se presentan los resultados para los perfiles S2a y S2b correspondientes al Sitio 2. Los
puntos, nuevamente no corresponden a una profundidad puntual, sino que representan un intervalo de

profundidad, que pueden ser revisados en el anexo 4.

Los valores de pH se encuentran en un intervalo de 6.77 a 7.55, por lo que en este caso se habla de un suelo
con mayor variacién de pH, ya que mientras en el perfil S2a se observa la tendencia a la neutralidad conforme
se avanza en profundidad. En el perfil S2b se observa lo contrario, un incremento en los valores de pH. Esto
como resultado de la diferencia en si de ambas muestras de suelo (textura, color etc.), la cuales fueron

perceptibles en el momento de recolectar las muestras.
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Fig. 4.5 Perfiles fisicos, quimicos y microbiolégicos del suelo S2a (Sitio 2)
CO: carbono orgénico, MO: materia orginica, SV: sélidos volatiles, SF; sélidos fijos
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Los porcentajes de materia organica y carbono organico son muy bajos para el perfil S2a, exceptuando dos
valores registrados, uno entre los 10 y 15 ¢m de profundidad y el otro a los 60 cm. En tanto que en el perfil
S2b, en un intervalo de profundidad de 0 a 25 cm los porcentajes son muy bajos, pero se ven incrementados a

mayor profundidad.

La forma de la grafica registrada para la materia organica en S2a, se ve repetida en el resto de los parametros,
incluyendo el conteo microbiano. Por lo que en este perfil se pueden diferenciar tres horizontes en los que se
presenta la acumulacién y por tanto, una mayor actividad microbiana, el primero seria a una profundidad
entre 0 a 15 cm, el segundo que no es tan evidente, de 25 a 35 ¢m y un tercero alrededor de los 60 cm. En
cuanto al aspecto microbioldgico es importante resaltar que un alto porcentaje de la poblacion bacteriana total
esta representado por bacterias heterdtrofas de las cuales, igualmente estan representadas por un alto
porcentaje de bacterias degradadoras de tolueno, y que estas tltimas sufren un incremento como se avanza en
profundidad. Lo anterior refleja el alto potencial de este sitio para poder desarrollar un proceso de

biodegradacion natural.

En el caso del perfil S2b, se presenta un incremento en la mayoria de los parametros alrededor de los 32 cm

de profundidad, incluyendo el contenido de bacterias.

Con base en estos resultados, se puede determinar que el potencial para desarrollar el proceso de
biodegradacion es alto, ya que en ambos sitios se detecté la presencia de bacterias degradadoras nativas a una
profundidad de 1 m; y que tal vez la limitante en ambos casos es la baja cantidad de nutrimentos y la

disponibilidad de humedad, la cual no result6 ser tan homogénea a lo largo de los perfiles.

4.3 ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES PARA LOS
EXPERIMENTOS DE BIODEGRADACION

4.3.1 Seleccion de la unidad experimental

Los experimentos de biodegradacion se llevaron a cabo a nivel de microcosmos, los cuales se constituyen
como la escala de trabajo inicial dentro del area de biorremediacién. El hecho de que los substratos
empleados fueran volatiles obligd a la seleccién de una unidad experimental que asegurara el mejor sellado,
es decir, sin pérdida de los substratos por volatilizacién. Las unidades experimentales que se probaron fueron:
U1) Botella &mbar con rosca inviolable y vélvula mininert, U2) Botella &mbar con rosca inviolable, tapon
plano con cubierta de teflon y tapa de baquelita perforada y U3) Botellas serolégicas con tapén plano con
cubierta de teflon y arillo metélico (Fig. 3.4).

A. L. DEYTATECO 65



RESULTADOS Y DISCUSION

Las unidades experimentales se montaron bajo las condiciones de incubacién referidas en el capitulo de
estrategia experimental, seleccionando al tolueno para realizar las pruebas debido a su menor toxicidad
respecto al benceno. Cabe aclarar que para seleccionar la mejor unidad experimental que funcionara como
control de pérdida por fuga, no se permitié actividad microbiana alguna, al esterilizar el suelo, de tal forma
que al detectar pérdida de tolueno dentro del microcosmos seria exclusivamente por fallas en el sellado de la

unidad experimental correspondiente.

E! seguimiento de tolueno se realizé a partir de la medicion de su presencia en la fase gas del sistema de

acuerdo a la técnica Head-space (EPA 3810; EPA 8020).

En la figura 4.7 se presentan los resultados obtenidos con el tolueno, en la que se puede observar que la
unidad experimental tres (U3) present6 una mejor confiabilidad, al no detectar pérdida de tolueno después de
23 dias de incubacidn. Los resultados correspondientes a la unidad experimental uno, no se presentan ya que
con este sistema se presentaron fugas desde el instante de la toma de muestra. Cada punto en los graficos
corresponde a una medicion por untdad experimental, que se tomo de manera aleatoria respecto al tiempo. A
partir de estas pruebas se decidié emplear 1a unidad experimental sellada con tapon con cubierta de teflon y

arillo de aluminio para los experimentos de biodegradacion (U3).
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Fig. 4.7 Evaluaci6n de las unidades experimentales: & U2 (tolueno) y B U3 (tolueno), con tolueno y seguimiento
de BTX con 12 unidad tres o U3(BTX con suelo del Sitio 1) x U3 (BTX con suelo del Sitio 2).

Los resultados de los testigos de fuga corridos para los experimentos con la mezcla de BTX son el suelo de
ambos sitios, utilizando la unidad experimental tres, una vez seleccionada, también se presentan en la Fig.
4.7. Estos resultados confirmaron la eficiencia de la unidad como microcosmos, de tal forma que los

resultados obtenidos representan realmente la actividad de los microorganismos.
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4.3.2 Definicion de la temperatura de volatilizacion para la cuantificacion de BTEX

La cuantificacion de BTEX que se hizo por la técnica de Head-space (EPA 3810; EPA 8020), la cual consiste
en promover la volatilizacion de los hidrocarburos dentro del espacio vacio del microcosmos. St bien ya
existen valores de temperatura, se prefirid establecer la temperatura mas adecuada para el sistema

experimental empleado, bajo las condiciones del laboratorio.

En la Fig. 4.8, se muestran los resultados obtenidos al probar cinco temperaturas diferentes por un periodo de
30 minutos; este intervalo de tiempo se establecié de manera arbitraria. La concentracion se fijé por calculo a

80 mg/kg de la mezcla de BTEX.

Como se puede ver dentro del intervalo determinado, la mayor recuperacién se presenté en el intervalo de 65
a 70°C, que se encuentra por debajo de los 90°C de temperatura, que recomienda el método EPA 3810 que
sirvio como referencia. Se probé a 90°C, pero dentro de los microcosmos se generaba mucha presion, de tal
forma que al introducir la jeringa de muestreo, se presentaban fugas bastante evidentes, incluso de vapor de
agua que ademds provocaba problemas a la columna del cromatédgrafo. Se decidio entonces realizar esta parte
del proceso analitico por Head-space a una temperatura de 65°C, a reserva de fijar el tiempo de volatilizacion,

que fue la siguiente condicion a establecer.

55 €0 65 70 75 & 85

Temperatura (°C)

Fig. 4.8 Efecto de la temperatura sobre la volatilizacién de BTEX mediante la técnica de Head-space,
¢ Benceno, W Tolueno, 4 Etilbenceno, % my p-Xilenos, ® o-Xileno.
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4.3.3 Definicién del tiempo de volatilizacién para la cuantificacion de BTEX

En la Fig. 4.9, se presentan los resultados obtenidos después de permitir la volatilizaciéon de BTEX a 65°C,
que fue la temperatura Optima, con una concentracién inicial calculada de 80 mgkg. Como se puede
observar, la tendencia es de mayor recuperacion a conforme se incrementa el tiempo hasta casi una hora y

media de incubacién, ya que después se puede apreciar que el incremento ya no tan evidente.
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Fig. 4.9. Efecto del tiempo de calentamiento durante la volatilizacién de BTEX a una temperatura de 65°C,
¢ Benceno, B Tolueno, A Etilbenceno, ® my p-Xilenos, % o-Xileno.

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede ver que ¢l tiempo éptimo de volatilizacién de BTX a 65°C
en el analisis por Head-space es de 90 minutos. Sin embargo, se decidié establecer el tiempo de 60 minutos
para el tiempo de volatilizacion, ya que es el tiempo recomendado en ¢l método de la EPA 3810 y el que nos

permitié realizar los analisis cromatogéficos de manera continua.

4.4 ACLIMATACION DE LOS CULTIVOS

Se procedié a la aclimatacion de los microorganismos presentes en los suelos de los dos sitios en estudio, con
el fin de contar con un cultivo capaz de degradar los hidrocarburos monoaromaéticos volatiles de interés. Al
mismo tiempo se probaron 3 cepas de coleccion reportadas como degradadoras de BTEX, las cuales fueron

consideradas como controles positivos y 2 preparaciones comerciales. En la Tabla 4.9 se presenta la

identificacién de cada una.
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Tabla 4.9 Microorganismos degradadores de BTEX utilizados como referencia

IDENTIFICACION ORIGEN
NRRL 14434 Bacillus gordonae
ATCC 33014 Pseudomonas putida
ATCC 51349 Rhodococcus zopfii

Cultivo obtenido del sedimento de un canal de aguas residuales

PTB50 industriales contaminado con BTEX
KAM Preparacién comercial
WMI Preparacion comercial

Para activar las cepas de coleccién se emplearon los medios recomendados para cada una de ellas. Los
cultivos nativos de los sitios de trabajo, asi como el PTB 50, fueron cultivados en un medio complejo
constituido de extracto de suelo (Germida ef al., 1993) y posteriormente en el medio mineral reportado por

Robinson et al., (1990).

Los 6 cultivos de referencia fueron crecidos en medio liquido, inicialmente en presencia de tolueno y benceno
por separado a concentraciones crecientes, posteriormente se les adiciond la mezcla benceno-tolueno,
respetando los incrementos empleados con anterioridad para cada compuesto. En cada incremento de
concentracion se realizo el seguimiento de la produccion de CO; como una medida indirecta de la actividad
microbiana. En todos los casos se incluyd el control correspondiente sin la adicién de benceno-tolueno y su
produccién de CO; se utilizo para ajustar la produccion neta con el experimentos de biodegradacion del de

los mismos.

En la Fig. 4.10 se presenta la produccion neta de CO; obtenida con las cepas de coleccion ATCC 33015 y
ATCC 51349, a partir de diferentes concentraciones de la mezcla benceno-tolueno. La cepa NRRL 14484, no

fue capaz de crecer en la presencia benceno y tolueno.

Con las cepas de coleccion de la ATCC, si se observé produccién de CO; a partir del substrato. En el caso de
la cepa ATCC 33015, ésta produccion se registrd con las primeras cuatro concentraciones, y aparentemente
872 mg/l de la mezcla de substrato fue una concentracion inhibitoria. Con la cepa 51349, solo se registré
produccién de CO, para las dos concentraciones mas bajas, siendo mayor la produccion neta a partir de la

concentracin de 349 mg/l.

En el caso de los cultivos PTB50, KM y WM, no se registré produccion alguna de CO,, por lo que estos

cultivos no fueron capaces de generar una respuesta ante la presencia de la mezcla de benceno y tolueno,
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incluso a las mas bajas concentraciones. En este caso se esperaba alguna respuesta por parte del consorcio
PTBS50, ya que éste fue obtenido de un sitio en el cual se habia detectado la presencia de ambos substratos. En
el caso de las preparaciones comerciales, no se tenia idea alguna de cual podria ser su respuesta, pero en este

caso fue no satisfactoria.

ATCC 33015

Producclén de CO, (umoles)

dias

ATCC 51349

Producclén de CO, (umoles)

dias

Fig. 4. 10 Evolucitn de la produccién neta de CO, a partir de las cepas de coleccién cultivadas en medio liquido
en presencia de la mezcla benceno-tolueno a diferentes concentraciones. 174 mg/kg,

W 349 mg/kg, A 523 mg/kg, x 697 mg/kg, * 872 mg/kg.

Al observar produccion de CO, con las cepas de referencia ATCC 33015 y ATCC 51349, en presencia de

benceno y tolueno como (inicos substratos, se asumio que era una respuesta directa de la degradacion de estos
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hidrocarburos, por lo que esta determinacion podria ser realizada de manera simultinea a la cuantificacion de

los substratos residuales para tener una confirmacion de la actividad degradadora de los cultivos aclimatados.

4.5 BIODEGRADACION DE TOLUENO EN MEDIO LIQUIDO

El cultivo aclimatado proveniente del Sitio 1, se utilizé para evaluar la degradacién de tolueno en medio
liguido. En la Fig. 4.11 se presenta la cinética de degradacion, a una concentracién inicial de tolueno de 867

mg/l.

200 5

Biodegradacion
98.07 %

Tolueno residual (mg/l)

Fig.4.11 Biodegradacién de tolueno en medio mineral liguido, por un cultivo
aclimatado, proveniente del Sitio 1. ¢ Tolueno residuail

La mayor biodegradacion se presentd durante el transcurso del primer dia, con una velocidad de degradacion
de 119.29 mgT/I-h en la primera hora de incubacion y de 31.32 mgT/l-h para las siguientes doce horas. A este
tiempo la concentracion bajé a casi la mitad. Para los siguientes 4 dias las velocidades se mantuvieron por

debajo de los 9 mgT/I-h. El porcentaje de degradacion alcanzado después de 4.5 dias fue de 98.07 %.

En este experimento, no se realizd el seguimiento de la produccién de bidxido de carbono y consumo de
oxigeno, ya que el interés fundamental fue integrar todas las condiciones establecidas anteriormente para la
cuantificacion neta del substrato residual, es decir, sin interferencia de alguna fuga. Una vez que se logro dar

seguimiento a la disminucién en la concentracion de tolueno en medio liquido, se realizaron fos experimentos

en suelo.
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4.6 BIODEGRADACION DE HIDROCARBUROS MONOAROMATICOS
VOLATILES EN SUELO

Se realizaron 10 experimentos de biodegradacion diferentes, los 6 primeros corresponden al suelo del Sitio 1
(Slc) y los 4 restantes al suelo del Sitio 2 (S2) (Tabla 4.10). Con el suelo de ambos sitios, se evalud la
capacidad de la flora nativa para degradar los substratos y el efecto de la inoculacion (I) con bacterias nativas
previamente aclimatadas. En ambos casos con y sin la adicion de nutrimentos (N), los cuales consistieron
principalmente de fuentes de nitrégeno y fosforo. El ajuste de humedad fue de 20 % para el suelo Stc y de 15

% para el S2.

Tabla 4.10. Relacién de experimentos relacionados con las pruebas de biodegradacién de BTX

' Substrafo:| . <.’ ¢ Condiciones del experimento . . ., ] . Parilﬁe.i;ta“.ifd@’;se”g‘ulmiéntd@
Suelo del Sitio 1
1. Degradacidn de tolueno por bacterias nativas. S1c+T.
] =  Concentracién del tolueno residual
2. Degradacitn de tolueno ¢n presencia de indeulo. S1c+T+L | s Consumo de oxigeno
Tolueno - - - — *  Produccion de biéxido de carbono
3. Degradacién de tolueno por bacterias nativas en presencials  Cuenta de heterbtrofas y degradadoras
de nutrimentos. S1c+T+N*, *  *Seguimiento de pH
4.  Degradacién de tolueno en presencia del indculo y de
nutrimentos. S1c+T+I+N*,
5. Degradacién de BTX por bacterias nativas en presencia de | Concentracién de BTX residual
BTX nuirimentos. S1c+BTX+N. s  Consumo de oxigeno
6. Degradacién de BTX en presencia del indculo y def®  Produccién de bixido de carbono
nutrimentos. S1c+BTX++N. =  Cuenta de heterétrofas y degradadoras
Suelo del Sitio 2
7. Degradacién de BTX por bacterias nativas. S2+BTX.
*  Concentracion de BTX residual
8. Degradacién de BTX en presencia del indeulo. S24+BTX+L |« Consumo de oxigeno
BTX . e
9. Degradacién de BTX por bacterias nativas en presencia de [ ®  Produccién de bioxido de carbono
nutrimentos. S2+BTX+N. *  Cuenta de heterdtrofas y degradadoras
10. Degradacién de BTX en presencia del indculo y de
nutrimentos., S2+BTX++N.

4.6.1 Biodegradacion de BTX con el suelo del Sitio 1

Degradacién de tolueno

En la Fig. 4.12 se esquematiza el porcentaje de tolueno (T) residual con respecto al tiempo de incubacion,

obtenido en los primeros cuatro experimentos con el suelo del Sitio 1 (S1c).
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En todos los casos, el maximo porcentaje de biodegradacion alcanzado (Tabla 4.11) indica que tanto la
poblacion bacteriana nativa sola (S1c+T) como la nativa en conjunto con el indculo aclimatado (S1ct+T+]),
fueron capaces de llevar a cabo la biodegradacion del tolueno con y sin la adicién de nutrimentos (N). La
mayor actividad se presentd durante los primeros cinco dias de incubacion al disminuir el porcentaje de
tolueno residual a un 50 % o mas. El maximo porcentaje de biodegradacion alcanzado fue de 97.7 % con la
poblacion nativa y la adicién de nutrimentos S1c+T+N, y el mas bajo correspondid al experimento con la

adicién del inéculo aclimatado sin nutrimentos S1¢c+T+] con un 79.4 %.

110 -I

100

Tolueno resldual ( %)

dias

Fig. 4.12 Biodegradacidn de tolueno con el suelo del Sitio 1(Sic). ¢ S1c+T, B S1c+T+I, A S1c+T+N, %
S1c+T+I+N. T: tolueno, N: nutrimentos, I: Inéculo aclimatado

Dichos porcentajes, indican que el mejor procedimiento a seguir para tratar ¢l suelo del Sitio 1, seria
adicionar nutrimentos al mismo. Sin embargo, para poder tomar una buena decision hay que tomar en cuenta
ofros factores como el tiempo y la velocidad. En la Tabla 4.11 se presentan las velocidades de degradacion de

tolueno calculadas durante las primeras 8 horas de incubacién.

Al comparar resultados obtenidos en los experimentos sin la adicion de nutrimentos (S1c¢+T y Slc+T+]), se
puede ver que la mayor velocidad de biodegradacién de 113.95 mg/kg-h, fue para el experimento en el cual
inicamente se adiciond tolueno S1c+T. El experimento en el que ademas se adiciono el indculo S1c+T+, se

registro una velocidad de 96.68 mg/kg-h que es mas o menos similar, pero al comparar los porcentajes que
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representan la maxima biodegradacion y el tiempo en que fueron alcanzados, la diferencia es mas
considerable, 91 % con las bacterias nativas S1¢+T y 79.4 % con la adicién del indculo S1c+T+I, los cuales

se alcanzan en 23.2 dias y 7.9 dias respectivamente.

Este tipo de respuesta pudo deberse al hecho de que las bacterias nativas del suelo respondieron de manera
inmediata ante la presencia del tolueno con una velocidad mayor reduciendo el porcentaje de tolueno residual
aun 63 % (Fig. 4.12 ), aunque después de las 8 horas de incubacion su actividad disminuyo y su velocidad
se redujo a 9.4 mg/kg-h en las siguientes 30.5 hrs (1.2 dias), con lo que se alcanza una disminucién del
porcentaje a 51.3 %. En contraste, cuando se adiciond el indculo pudo haber un estado de competencia con
las bacterias nativas, en conjunto con un periodo de adaptacién del indculo adicionado al sistema del suelo,
por lo que la velocidad inicial fue un poco inferior disminuyendo el porcentaje a un 71.7 %,; sin embargo, en
este caso su actividad no se vio disminuida y la velocidad se incremento a 159.5 mg/kg-h en las siguientes 5.5
hrs (0.2 dia), reduciendo el porcentaje a un 40 % (Fig. 4.12 m). Este comportamiento se aprecia mas
claramente con el seguimiento de la produccién de CO, (Fig. 4.13A), en la cual se ve que la produccion de!
experimento con adicion de indculo S1c+T+I (@) mantiene una produccion mucho mayor, la cual disminuye
después de 5 dias de incubacién, tiempo al cual también se ve detenida la actividad sobre el tolueno, esto
como resultado de la posible falta de nutrimentos disponibles ya que la caracterizacion del suelo reflejo la
deficiencia de los mismos (Tabla 4.5), o porque con la disminucion en el porcentaje del tolueno residual ya
no se pudo sostener la actividad del in6culo. Al no adicionar el indculo S1c+T () las bacterias nativas

mantienen una produccion de CO; mas constante.

Tabla 4.11 Velocidades de biodegradacién de tolueno obtenidas con el suelo del Sitio 1

Velocidad de degradacidn de tolueno en las
Mixima biodegradacién
Experipento primeras 8 hrs (033 dlas) de incubacién o (dias)
as
(mg/kg-h)
1. Slc+T 113.95 91 232
2. S1c+THI 96.68 794 7.9
3. SI1c+THN 22,51 97.7 294
4. Slc+THN+ 74.89 95 24.5

T: tolueno; N: nutrimentos I: indculo aclimatado.

Con los experimentos en los cuales se adicionaron nutrimentos (S1c+T+N y Slc+T+N+), se presentd
también una diferencia en la velocidad de biodegradacién en fas primeras 8 hrs (Tabla 4.11); 22.51 mg/kg-h
para el experimento solo con nutrimentos S1c+T+N y 74.82 mg/kg-h para el adicionado ademas del in6culo

aclimatado S1c+T+N+l; a pesar de que se alcanzé practicamente el mismo porcentaje de biodegradacion
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final, 97.7 % y 95 % respectivamente y en los cuales practicamente no hay diferencia. E! tiempo en que

fueron alcanzados dichos porcentajes son semejantes. disminuyendo con la adicién del inéculo aclimatado.

En este caso, al adicionar nutrimentos el in6culo incrementé la respuesta inicial, en cambio las bacteria
nativas solas respondieron mas lentamente como respuesta a la adaptacion del incremento en la concentracion
de nutrimentos, a la cual no estan acostumbradas. En ambos experimentos al tiempo de las 8 hrs no se habia
diminuido el porcentaje de tolueno residual a no menos del 90 %, sin embargo, en el tiempo subsecuente se
mantuvo una actividad mas constante aunque las velocidades de biodegradacion fueron inferiores a 25
mg/kg-h. Esto se vio reflejado de igual forma en el comportamiento tanto de la produccién de CO; y como
del consumo de O, (Fig. 4.13 A yB).

Al comparar los experimentos con y sin adicién de nutrimentos (Tabla 4.11); se tiene que al adicionarlos
(S1c+T+N y Sle+T+N+H]), se vio reducida la actividad inicial tanto con y sin la adicién del indculo con
respecto a los que no se les suministrd (Sl1c+T y Slc+T+I). No obstante, la aportacion de nutrimentos
favorecid la actividad microbiana a largo plazo incrementando asi los porcentajes de biodegradacion del
tolueno, en comparacion con los que no fueron adicionados, sin embargo, el tiempo en el que se alcanzaron

los maximos porcentajes de biodegradacion son menores en estos Gltimos.

En la Fig. 4.13, se presenta el seguimiento de la produccion de bidxido de carbono (CO;) y del consumo de
oxigeno (O;) a partir de la actividad microbiana sobre el tolueno. Estos valores se obtuviercn al restar la
produccién CO; y consumo de O, natural de ese suelo, registrados en los controles bajo las condiciones
establecidas para cada experimento, pero sin la presencia de tolueno, de los valores correspondientes a las

muestras con tolueno. En el caso del oxigeno se representa el consumo acumulado.

Con base a la produccién de CO,, la diferencia entre los experimentos con y sin adicion de nutrimentos es
mas notable que entre los experimentos con y sin la adicion del inoculo aclimatado. En cuanto al consumo de
O, también se manifesto tal diferencia aunque no tan marcada. Esto debido a que el seguimiento de ambos

parametros se realizo en diferentes unidades experimentales (ver estrategia experimental).

Los resultados anteriores ponen de manifiesto que la velocidad de biodegradacion inicial no influye por si
misma en el miximo porcentaje de biodegradacion alcanzado, pero si se vio reflejada sobre el tiempo en cual
se alcanzé dicho porcentaje. Asimismo, la adicién del inéculo aclimatado también ayudo a reducir el tiempo
en alcanzar el maximo porcentaje; en tanto que el efecto de la adicion de nutrimentos, basicamente se reflejo

en el incremento del porcentaje de biodegradacion con base al tiempo
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Fig. 4.13 Evolucién del CO, acumulado (grifica A) y del O, consumido (grifica B) de durante la biodegradacion
de tolueno con el suelo del Sitio 1. ¢ S1c+T, M S1c+T+H, A Slc+T+N, 8 S1c+T+N+I,
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Para ver ¢l comportamiento de pH en el suelo a partir de la actividad de los microorganismos, se realizé el
seguimiento del mismo durante el periodo de tiempo de incubacidn para los experimentos a los cuales se les

adicionaron nutrimentos, con y sin adicion del inoculo aclimatado (S1c+T+N y S1c+T+N+).

l.as mediciones se realizaron después de cuantificar el tolueno residual de tolueno. Los resultados se

presentan en la Fig. 4.14,

8.5 .
8.3 ]

8.1 J

7.9 |

S1c+T+N+I

PH,,

Slc+T+N

A

7.5

dias

Fig. 4.14 Seguimiento de pH en los experimentos de biodegradacion de tolueno con el suelo del Sitio 1
adicionados de nutrimentos. ¢ S1c+T+N, B S1c+T+N+,

En ambos experimentos, el pH oscil6 en un intervalo de 7.6 a 8.3, por lo que los valores registrados difieren
poco del valor original del suelo (Tabla 4.5), cuyo valor estuvo alrededor de 8. Esto es indicio del gran poder
amortiguador que presentan los suelos, para neutralizar la produccion de los acidos que se crean como
resultado de Ia actividad metabdlica y por otra parte, que este parametro se manifiesta mas bien como un

factor selectivo de la poblacién, al favorecer el desarrollo de bacterias.

Biodegradacién de BTX

La biodegradacién de BTX como mezcla conjunta en el suelo del Sitio 1, se esquematiza en la Fig. 4.15 y en
forma individual en las Fig. 4.17. Para estos experimentos se trabajo con adicién de nutrimentos (N) con y sin

la inoculacidn del cultivo aclimatado a BTX ().

La proporcion de los hidrocarburos en la mezcla fue de 1.0 : 1.0 : 0.3 : 0.3 : 0.3 para benceno, tolueno, m, p y

o-xilenos, respectivamente. Este mismo criterio se utilizo para el resto de los experimentos.
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En este caso, se puede observar que Ia actividad con ambos experimentos (SIc+BTX+N y Slc+BTX+N+ )
se mantiene durante los primeros 6 dias de incubacion y después disminuye considerablemente en los dias
subsiguientes. Esto se ve reflejado en la las velocidades iniciales registradas entre las 3.5 hrs y las 9.5 hrs de
incubacion (Tabla 4.12), las cuales fueron muy similares, siendo mayor la obtenida con el experimento en el
cual solo se adiciono nutrimentos S1c+BTX+N, con un 14.92 mg/kg-h. Incluso los porcentajes de maxima
biodegradacion son muy semejantes, por lo que en este caso la diferencia tangible es el tiempo. El maximo
porcentaje de biodegradacion de 73.2 % del experimento con adicion de indculo S1c+BTX+N+], se alcanzé
alrededor de los cinco dias y medio, mientras que para alcanzar el maximo de 86.1 % correspondiente al

experimento sin indculo SIc+BTX+N, se requirid de aproximadamente doce dias, que es ¢l doble de tiempo.

110

100

BTX residual (%}

10

dias

Fig. 4.15 Biodegradacién de BTX con el suelo del Sitio 1 (S1c). # Slc+BTX+N; @ Slc+BTX+N+I

Probablemente en ambos casos no se alcanzé un porcentaje de biodegradacion mayor debido a la disminucion
considerable del O, y a la acumulacién del CO, dentro del sistema, sobre todo cuando se adicioné el indculo
ya que aproximadamente al dia de incubacion el O, ya habia disminuido drasticamente (Fig. 4.17B), mientras

que al no adicionar el indculo, tal efecto se observéd aproximadamente un dia y medio después.

En la Fig. 4.16 se presenta el seguimiento de la disminucion del porcentaje de BTX residual en forma

individual.
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En el experimento sin la adicién del inéculo S1c+BTX+N, se observd una mayor biodegradacion inicial
sobre el benceno a una velocidad de 85.32 mg/kg-h durante las primeras 3.9 hrs; mientras que para el resto de
los compuestos no hubo respuesta hasta después de este periodo de tiempo (Fig. 16A). A pesar de ser el
benceno el compuesto sobre el cual actuaron inicialmente los microorganismos, los porcentajes de mayor
biodegradacion correspondieron al conjunto de isémeros de xileno meta y para (98.1%) y al tolueno (96.1
%), alcanzados en un tiempo de 5.8 dias, mientras que para el benceno y el isémero o-xileno se requirié de

casi doce dias (Tabla 4.12),

Tabla 4.12 Velocidades de biodegradacién de BTX obtenidas con ¢l suelo del Sitio 1

Velocidad de degradacién de tolueno Mixima biodegradacién
Experimento Substrato mg/kg-h Intervalo (hrs) % dias
BTX 14.92 35 —95 86.09 11.9
Benceno 3.75 3.9-- 137 88.6 1.9
5. S1c+BTX+N Tolueno 1.92 39--137 96.1 58
my p-Xileno 2.77 39--13.7 98.1 58
o-Xilieno 33 39--137 62.8 1L.9
BTX 11.27 35 —95 732 5.6
Benceno 277 39--13.7 54.6 16
6. S1c+BTX+N+I Tolueno 6.81 39-13.7 97.5 5.6
m y p-Xileno 7.85 39--137 93.3 7.6
o-Xilieno 3.49 39--13.7 4.1 56

BTX: benceno, toluenoy xilenos; N: nutrimentos I: indculo aclimatado.

Los resultados obtenidos con el experimento adicionado del inculo S1c+BTX+N+I, fueron muy similares,
ya que el tolueno y los isdmeros meta y para fueron los mas biodegradados con un 97.5 % y 933 %
respectivamente. El benceno fue el que mas variacién tuvo con respecto al experimento sin la adicién del
inoculo, ya que la velocidad de su biodegradacion en las primeras 3.9 hrs fue de 85.32 mg/kg-h, mientras que
al adicionarlo, 1a velocidad se redujo considerablemente a 3.28 mg/kg-h en las primeras 15.5 hrs (Fig. 4.16 A
y B), y su porcentaje mdximo de biodegradacion resulté ser muy inferior (54.6 %). Por otra parte los tiempos
en los que se alcanzaron los mayores porcentajes de biodegradacion para el benceno y el isémero orto xileno,
se vieron reducidos en comparacion con los tiempos correspondientes al tolueno y al conjunto de isomeros de

xileno meta y para, los cuales no cambiaron mucho con respecto al experimento sin indculo.

En ambos casos el o-xileno fue el compuesto menos biodegradado, ya que apenas se alcanzd a reducir el

porcentaje residual del mismo, alrededor del 50 % (Fig.4.16 A y B). ESTA TESIS NO SALE
DE LA RIBLIOTECA
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A) S1c+BTX+N

BTX residual { %)

B) S1c+BTX+N+I
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Fig. 4.16 Representacién individual de la biodegradacién de BTX, con el suelo del sitio 1.

# benceno; N tolueno; Bm y p-xileno, % o-xileno
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Fig. 4.17 Evolucién de CO; acumulado y de O; consumido durante la biodegradacion de BTX con el
suelo del Sitio 1 (S1c). ¢ CO; (control), m CO,, a O, (control), x O,.
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En estos experimentos, se puede ver que las velocidades de degradacion fueron muy similares, por lo tanto el
efecto en cuanto a las diferencias obtenidas en cuanto al tiempo requerido para alcanzar el maximo porcentaje
de biodegradacion se relaciond mas con la adicion o no del inéculo aclimatado. No hubo una relacion en
cuanto al orden de la biodegradacién individual de los compuestos, y el hecho de afrontar la presencia de una
mezcla de compuestos si se reflejé en la capacidad biodegradadora de ta poblacion microbiana, al tomar en
cuenta el porcentaje de degradacion colectivo. En cuanto a la mejor opcion para el desarrollo del proceso de
biodegradacion se establece que en este caso la inoculacion del cultivo aclimatado favorecio el proceso, bajo
la expectativa de una posible limitacion de oxigeno. Este aspecto cobra importancia si se recuerda que de la
caracterizacion fisica de este suelo, se determind que su porosidad resulté ser inferior al 50 %, lo cual podria
presentar dicho problema durante la aplicacion del proceso en campo, ya que dichas porosidades no

favorecen la retencion de agua y gases.

4.6.2 Biodegradacion de hidrocarburos monoarométicos volatiles en el suelo del Sitio 2

Los experimentos realizados a partir del suelo S2a del Sitio 2, s6lo se llevaron a cabo con la mezcla de BTX,

ya que los experimentos con tolueno en suelo del Sitio | sirvieron para establecer las condiciones de

seguimiento de la actividad microbiana.

Los experimentos de biodegradacién de la mezcla de BTX en el suelo del Sitio 2 (S2a) se corrieron sin la
adicion de nutrimentos (N) combinados con y sin la adicién del indeulo (I) aclimatado (S2a+BTX+ y
$2a+BTX) y con la adicién de nutrimentos (fuentes de nitrogeno y fésforo) combinados con y sin la adicién
del inéculo aclimatado (S2a+BTX+N+1 y S2a+BTX+N). Los resultados del porcentaje de biodegradacion de
la mezcla de BTX de cada experimento se esquematiza de manera conjunta en la Fig. 4.18, y por compuesto

en la Fig. 4.19.

En la Fig. 4.18 se observa que los cuatro experimentos mantienen una relacion en cuanto al la disminuecidn
del porcentaje residual de los BTX durante los primeros tres dias de incubacion, ya que a partir de este
tiempo, el seguimiento de la actividad varié con cada experimento. El mayor porcentaje de biodegradacién se
alcanzd en el experimento con las bacterias nativas S2a+BTX, con un valor de 97.9 % (Tabla 4.13) y el

menor de 74.2 % correspondio al experimento en el que se adiciond nutrimentos e indculo S2a+BTX+N+],

En la Tabla 4.13 se presentan las velocidades de degradacién correspondientes a los experimentos realizados

con el suelo del Sitic 2, en intervalos de tiempo determinados para ser comparados.
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Fig. 4.18 Biodegradacién de BTX con el suelo del Sitio 2 (S2a),
¢ S2a+BTX, B S2a+BTX+I, A S2a+BTX+N, % S2a+BTX+N+I
BTX: benceno, tolueno, xilenos; N: nutrimentos; I: inn6culo aclimatado

La mayor velocidad de degradacion de la mezcla de BTX en un intervalo de tiempo de 3.5 a 10.5 hrs (0.15 a
0.44 dias), correspondié al experimento adicionado de nutrimentos e indculo $2a+BTX+N+ con un valor de
231.89 mg/kg-h, seguida de las obtenidas para los experimentos solo con bacterias nativas S2a+BTX, con
adicién de indculo sin nutrimentos S2a+BTX+] y finalmente con la adicién de nutrimentos S2a+BTX+N. El
orden de estas velocidades no se reflejoé en los maximos porcentajes de biodegradacion. Y si bien los mas
bajos correspondieron a los experimentos adicionados de nutrimentos, se puede ver que en general del 75 al
80 % de biodegradacion obtenido en estos casos, se present6 en un periodo de tiempo entre los 5 y 7 dias que
es inferior al registrado para las pruebas sin ]a adicion de nutrimentos, para los cuales se requirieron de 12
dias . Lo cual cobra importancia cuando se trata de tener en cuenta el tiempo como un factor primordial en la

toma de decisiones.

Esta respuesta pudo haber sido el reflejo de una limitacion de oxigeno en el sistema, aspecto que también
debe ser tomado en cuenta pues también el suelo S2a del Sitio 2 resultd ser un tanto deficiente en el aspecto

de porosidad.
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Tabla 4.13 Velocidades de biodegradacién de BTX obtenidas con el suelo del Sitio 2

Velocidad de degradacion de BTX Mizxima degradacidén
Experimento Substrato mg/kg-h Intervalo (hirs) % Dias
BTX 77.01 3.5-105 97.9 12.61
Benceno 36.43 35-69 99.2 12.6
7.- S2a+BTX Tolueno 6.15 35-69 99.2 126
m y p-Xilenos 0.61 35-69 96.5 12.6
o-Xileno 2.52 35-69 81.5 12.6
BTX 57.02 3.5-10.5 9.5 10.7
Benceno 165.43 35-7 94.6 10.7
8.-S2a+BTX+I Tolueno 8.14 35-7 95.6 10.7
m y,p-Xilenos 0.53 35-7 96.5 10.7
o-Xileno 0.07 35-7 68.8 10.7
BTX 23.32 35-105 719 7.2
Benceno 6.53 3.5-7 673 7.2
9.- S2a+BTX+N Toleuno 17.09 35-7 83.6 7.2
m yp-Xilenos 13.36 35-7 90.3 7.2
o-Xileno 9.77 35-7 85.6 7.2
BTX 231.89 35-105 742 4.9
Benceno 100.37 35-7 517 4.9
10.- S2a+BTX+N+I Toleuno 67.5 35-7 83.2 49
m y p-Xilenos 34.19 35-7 92.9 4.9
o-Xileno 3047 35-7 85.5 49

BTX: benceno, toluenoy xilenos; N: nutrimentos I: inéculo aclimatado.

En la Fig. 4.19 se esquematiza la biodegradacién en forma individual, obtenida con cada uno de los

expertmentos realizados con el suelo del Sitio 2.

En cuanto a la velocidad de biodegradacién de cada compuesto (Tabla 4.13), se puede ver que el benceno fue
el compuesto para el cual se registraron las mayores velocidades en el intervalo de tiempo de 3.5 a 7 hrs (0.15
a 0.29 dias) excepto en el experimento adicionado de nutrimentos S2a+BTX+N, en donde fue superada por la
velocidad registrada para el tolueno que fue la velocidad mas alta. Los xilenos en general no mantuvieron un
orden preferente entre ellos, pero si fueron las velocidades mas bajas en comparacién con el tolueno y el
benceno, incluso cuando se adiciond el inéculo S2a+BTX+I, al parecer el o-xileno es biodegradado hasta que
el porcentaje del resto de los compuestos se ve reducido considerablemente. Si bien en estos casos tampoco

se vieron reflejadas las velocidades en los porcentaje de biodegradacion, si se puede hablar de una preferencia
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inicial por parte de los microorganismos hacia el benceno y el tolueno, sin embargo, los porcentajes de

biodegradacion finales mas altos correspondieron al tolueno y al conjunto de isdmeros de xileno meta y para,

exceptuando los porcentajes obtenidos en el experimento con las bacterias nativas S2a+BTX, los cuales

correspondieron al benceno y tolueno.
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Fig. 4.19 Representacién individual de la biodegradacién de BTX con el suelo del Sitio 2.
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En la Fig. 4.21, se esquematiza la evolucién del CO; producido y del O, consumido para los cuatro
experimentos. Los controles para CO; (#) se mantuvieron con una produccion casi nula, en tanto que los
correspondientes al consumo de O; (A) mantuvo su concentracion inicial aunque con cierta disminucidn con
respecto al tiempo, sobre todo en los experimentos con adicién de nutrimentos (S2a+BTX+N vy
S2a+BTX+N+I), esto como indicio de que la actividad del suelo es minima, bajo las condiciones reportadas
en la caracterizacién de este suelo. Por lo que cabe resaltar que la evolucidn de ambos parametros es debida a

la actividad biodegradadora de los microorganismos hacia los BTX.

Dicha actividad y sobre todo en el periodo en que es mas acentuada, coincide con el intervalo de tiempo en
que se da tanto el mayor consumo de O, (%) como la mayor produccion de CO, (m). En el caso del
experimento con las bacterias nativas S2a+BTX, dicho periodo corresponde a los primeros seis dias de
actividad; al adicionar el inéculo aclimatado S§2a+BTX+ se mantuvo el intervalo en seis dias. Cuando se
adicionaron nutrimentos S2a+BTX+N y nutrimentos e inéculo S2a+BTX+N+I, el periodo se redujo

considerablemente a dos dias.

Esto sugiere que en los experimentos en los que se adiciono nutrimentos, los microorganismos agotaron muy
pronto ¢l oxigeno presente dentro del sisterna, lo cual pudo haber limitando asi su actividad. Por lo tanto, los
bajos porcentajes de degradacion obtenidos bajo estas condiciones, pudieron ser el resultado de una

limitacion de oxigeno y no por la falta de capacidad de los microorganismos para degradar los hidrocarburos.

Si bien las pruebas realizadas en el suelo del Sitio 2, no dan una respuesta muy clara con respecto a las
mejores condiciones para promover la biodegradacién en este mismo, por el problema de limitacién de
oxigeno, se puede afirmar que la adicion de nutrimentos en conjunto con un buen porcentaje de humedad,

favorecen el proceso de biodegradacion de los hidrocarburos estudiados.

4.6.3 Cuantificacion de bacterias

En la Tabla 4.13. se presentan los resultados obtenidos para la cuenta de microorganismos en los
experimentos realizados con el suelo del Sitio 1. En algunos casos no fue posible realizar esta cuantificacion,

debido al tiempo que habia pasado.

Los valores obtenidos para el conteo total de bacterias, resultaron ser muy semejantes a los obtenidos durante
la caracterizacion, y solo se puede ver que en los experimentos con tolueno y adicion de nutrimentos
(Slc+T+N y S1c+T+N+I) y con la mezcla de BTX y adicién de nutrimentos (S1¢c+BTX+N) se incremento el

numero de bacterias heterdtrofas y degradadoras al final del experimento.
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Tabla 4.13 Cuantificacién de bacterias en los experimentos de biodegradacién con el suelo del Sitio 1

Cuenta total Heterétrofas Degradadoras de Degradadoras de
(bacterias/g) {ufe/g) tolueno (ufc/g) BTX (ufe/g)
Experimento Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Sie+T 5.7E+11 - 3.3E+04 | 9.2E+0S - - - -
S1c+T+i 39E+11 - 1.5E+06 | 9.7E+05 | 2E+(2 - - -
SIc+T+N 11E+12 1 2.7E+12 | 2.5EH04 | S54E+05 | 6.3E+02 | 3.7E+03 - -
S1c+T+N+I 1.3E+12 | 2.2E+12 | 3.3E+05 | 5.9E+H06 - 1.2E+03 - -
S1c +BTX+N - - 1.3E+06 | 1.9E+H)6 - - 6.3E+04 | 2.32EH07
S1c+BTX+N+I - - 4.6E+06 | 14E+07 - - 3.3E+04 | 4.1E+04
BTX: benceno, tolueno y xilenos; N: nutrimentos; I; inéclo aclimatado

El conteo de heterotrofas fue el que se aplicé a todos los experimentos, y en general también se registro un

incremento en la poblacién, con excepcion del experimento con tolueno y adicion del inéculo (Sic+T+).

El incremento obtenido en la determinacién para degradadoras de BTX fue mas evidente en el experimento
con bacterias aclimatadas y adicion de nutrimentos, y esto pudiera ser el reflejo de una estimulacion de
bacterias degradadoras de BTX que se encontraban en un estado de letargo, mientras que en el experimento
con adicion de nutrimentos e indculo el incremento fue minimo. Esto debido a que pudo presentarse cierta
competencia entre la poblacién autéctona y el indeulo, o porque cierta proporcidn de bacterias inoculadas no

logro adaptarse al cambio del medio de cultivo liquido al suelo, a pesar de provenir de la misma fuente (el

suelo).

Los valores correspondientes a los pardmetros microbioldgicos para las pruebas con el suelo del Sitio 2 se
presentan en la Tabla 4.14. En este caso se omitio el conteo de bacterias totales, debido a que no fue un

parametro que aportara mayor informacion.

En este caso, también se puede ver un incremento general tanto de la poblacion heterdtrofa como de la

degradadora de BTX.

Una situacion que resalta en las Tablas 4.13 y 4.14 es que la poblacion de bacterias heterétrofas esta dentro
de 6rdenes de magnitud que se han reportado en otros estudios, que van de 102 a 106 ufc/g en un intervalo de
profundidad de los 55 a los 65 m (Brockman, 1992); por su parte Kieft et al., (1993) reportaron intervalos que
van desde 2 a 107 ufc/g, en profundidades que van de los 130 a los 450 m de profundidad. Ademas, el
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incremento observado hacia el final de los experimentos aunque sea minimo, representa un incremento real y

no solamente un recambio en la poblacion.

Tabla 4.14 Cuantificacién de bacteria en los experimentos de biodegradacién con el suelo del Sitio 2 (S2a)

Heterétrofas Degradadoras de BTX
{ufe/g) (ufc/g)

Experimento Inicial Final Inicial Final
S2a+BTX T.2E+05 4.2E+06 1.1E+05 3.2E+H05
S2a+BTX+I 1.8E+H06 4 8EH06 5.9E+05 -
S2a+BTX+N 1.8E+04 1.8E+06 - 6E+05
S2a+BTX+N+I 5.5E+04 - 1.1E+(4 -
BTX: benceno, tolueno y xilenos; N: nutnmentos; [; indculo aclimatado

4.7 EVALUACION DEL PROCESO Y PERSPECTIVAS DE
SEGUIMIENTO

El proceso de biodegradacion sobre los hidrocarburos monoaromaticos volatiles BTX con el suelo del Sitio 1,
el cual corresponde a un suelo de tipo industrial por estar dentro de una terminal de almacenamiento de
combustibles, es factible bajo las condiciones intrinsecas que presenta el lugar. Sin embargo, a través del
tiempo se ha mantenido cierto grado de contaminacion residual la cual no se ha logrado eliminar; esto como
posible resultado de que la fuente contaminante no ha sido totalmente eliminada o reparada, o porque existen
otras que no han sido detectadas. Otras de las posibles explicaciones serian; la falta de una estimulacion de la
poblacién autéctona con el incremento de nutrimentos y el mantenimiento de una buena humedad; la

disponibilidad de los contaminantes asi como la falta de una buena oxigenacién.

La importancia de la limpieza de este suelo en si, tal vez no radique en el uso del mismo, pero si en el hecho
de que puede constituirse como una fuente de contaminacién de mantos acuiferos, como resultado de la
lixiviacion o del transporte tanto vertical como horizontal de los contaminantes. Sin embargo, el recurso de
una posible inoculacion del suelo junto con un aprovisionamiento de nutrimentos para elevar el porcentaje de
biodegradacion y de limpieza del mismo, debe ser evaluado tomando en cuenta los aspectos de riesgo,
caracteristicas del suelo, factibilidad y costos. En cuanto a las caracteristicas y la factibilidad, este trabajo a

aportado ya cierta informacién que puede ser tomada en cuenta.
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En el caso del suelo del Sitio 2, también el proceso del biodegradacion resulté ser factible bajo las
condiciones intrinsecas del mismo suelo. La diferencia con respecto al Sitio 1, es que en este caso si es
necesaria una accién mas rapida, por el hecho de ser un suelo que se encuentra en tierras muy cercanas a un
rio de temporal y porque el manto acuifero que es muy somero, ya esta contaminado. Por lo que la primera

acion que se tomd fue la extraccién de producto libre (gasolina).

Como una propuesta para reducir la concentracion de los monoaromaticos volatiles en este suelo en un
periodo de tiempo mas corto, esta la inoculacion con bacterias aclimatadas junto con la adicién de
nutrimentos. No obstante, habria que tomar en cuenta que para poder llevar a cavo dicho procedimiento, se
tendria que analizar mas la situacion, para no repercutir en una contaminacion del manto acuifero con exceso
de nutrimentos y de las mismas bacterias adicionadas, que pudieran incrementar los problemas de

recuperacion tanto del suelo como del agua del manto.

Si bien en este trabajo se ha visto que el proceso de biodegradacion es factible de llevarse acabo en el suelo
de ambos sitios, no se debe de tomar como un estudio final para la determinacion de los pasos a seguir dentro
del establecimiento de una tecnologia de biorremediacion en ambos suelos. Ya que es necesario llevar a cabo
otros estudios complementarios que puedan evaluar entre otras cosas, la movilidad y disponibilidad de los
nutrimentos adicionados, la supervivencia, aclimatacién, movimiento y fijacién de las bacterias inoculadas, la
repercusion en el proceso por los cambios de humedad, asi como el posible desarrollo o aplicacién de algin

método para introducir oxigeno.

Estos estudios podrian ser realizados en columnas empacadas a partir de nicleos inalterados extraidos a partir
de los mismos sitios de estudio. Todo esto con la finalidad de comprender mas el papel que desempefian los
microorganismos en un medio tan complejo como lo es el suelo y poder determinar las mejores condiciones

bajo las cuales se pueden obtener mejores resultados en periodo de tiempo corto.
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5. CONCLUSIONES

¢ El suelo del Sitio 1 (terminal de almacenamiento) presentd una textura de tipo franco arenosa y se
clasifico como una arena mal graduada, lo cual indica que no presenta una buena distribucion de los
diferentes tamaiios de particula, cuyo tamaiio efectivo en este suelo favorece la permeabilidad. La textura
del suelo del Sitio 2 (fuga de un poliducto) fue de tipo arena y se clasificé como arena bien graduada y

cuyo tamafio efectivo de particula también favorece la permeabilidad.

¢ La caracterizacion fisica y quimica realizada para ambos suelos reflejé las condiciones tipicas de los
suelos arenosos de zonas calientes:
= colores claros que impiden gran absorcién de calor
=  baja capacidad de retencion de agua
» densidades caracteristicas de suelos minerales

= bajo contenido de nutrimentos, materia organica y carbono organico.

¢ La baja conductividad eléctrica fue un indicio de que ambos suelos no presentaron problemas de

salinidad.

o La variacion de tonos del color pardo a lo largo de los perfiles en ambos sitios, es el reflejo del bajo
contenido de materia organica y de carbono organico. Asi como de la presencia de un sistema de drenado

intermedio
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¢ La presencia de bacterias degradadoras de tolueno en las muestras y a lo largo de los perfiles de suelo en
ambos sitios, es un indicio del proceso de adaptacion de las mismas como medio de supervivencia y de la
manifestaciéon de la posibilidad de desarrollar el proceso de biodegradacion en la zona vadosa de estos

suelos.

¢ Los parametros mds favorables para la supervivencia de los microorganismos, se encuentran a una
profundidad de 40 a 60 cm para el caso del suelo del Sitio 1, mientras que para el suelo del Sitio 2 se

presentan entre los 10 y los 20 cm de profundidad.

¢ A través de las mediciones de CO,, se comprobo que las cepas de coleccion Pseudomonas putida ATCC
33015 y Rhodococcus zopfii ATCC 51349 si mostraron capacidad para metabolizar benceno y tolueno en
medio liquido, a diferencia del cultivo PTN50 aislado en el laboratorio a partir de un canal de aguas

residuales en donde se detecto Ia presencia de BTEX,

¢ La unidad experimental (microcosmo) seleccionada para los experimentos de biodegradacién, cumplié
con ¢l requerimiento indispensable para evitar la perdida de los compuestos por volatilizacion. Con lo
cual se aseguro que las respuestas obtenidas fueran completamente €l resultado de la actividad

microbiana dentro del sistema.

¢ La poblacién nativa presente en el suelo de ambos sitios, fue capaz de biodegradar los hidrocarburos
monoaromaticos volatiles BTX bajo las condiciones intrinsecas de los mismos, obteniendo incluso en la

mayoria de los casos los mas altos porcentajes de biodegradacion, aunque en periodos mas largos.

¢ El efecto de la adicion del inoculo aclimatado en el proceso de biodegradacion de tolueno con el suelo del
Sitio I, se vio reflejado en la disminucién del tiempo requerido para alcanzar el maximo porcentaje de
biodegradacion, mientras que el suministro de nutrimentos ayudé a elevar tal porcentaje de
biodegradacion alcanzado.

¢ La biodegradacion de la mezcla de BTX con el suelo del Sitio | adicionado de nutrimentos, se vid
favorecida con respecto al tiempo, al adicionar el indculo aclimatado. Individualmente el tolueno y el
conjunto de isomeros meta y para-xilenos, fueron los més biodegradados, seguidos por el benceno y

finalmente por el isémero orfo-xileno.
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¢ El efecto tanto de la adicién de nutrimentos como de la inoculacién con el cultivo aclimatado en el
proceso de biodegradacién de BTX con el suelo del Sitio 2, Gnicamente se vid reflejado en la
disminucién del tiempo en el cual se alcanzé el maximo porcentaje de biodegradacién. Individualmente
el tolueno y el conjunto de isémeros meta y para-xilenos, fueron los mas biodegradados, seguidos por ¢l

isomero orto-xileno y el benceno.

¢ La tendencia de produccién de CO, coincide con la disminucién del porcentaje residual de los
contaminantes, con lo que se confirma su efectividad en la estimacién de la actividad degradadora

microbiana en los suelos no saturados.

¢ La diferencia en la respuesta obtenida en los suelos de ambos sitios, refleja la importancia de que cada
suelo representa un habitat completamente distinto, por ello es conveniente estudiar las condiciones
particulares de cada sitio para establecer las mejores condiciones que favorezcan el proceso de

biodegradaci6n.

5.1 RECOMENDACIONES

¢ Si bien se comprobd que el proceso de biodegradacion de los hidrocarburos monoaromaticos volatiles
BTX, es factible de llevarse acabo en el suelo de ambos sitios, es necesario llevar a cabo otros estudios

complementarios para mejorar la evaluacion y la aplicacion del proceso

# Se recomiendan estudios enfocados a comprender mas el papel que desempefian los microorganismos en
un medio tan complejo como lo es el suelo y poder determinar las mejores condiciones bajo las cuales se
pueden obtener mejores resultados en periodo de tiempo corto. Como lo serian, la movilidad y
disponibilidad de los nutrimentos adicionados; la supervivencia, aclimatacién, movimiento y fijacion de
las bacterias inoculadas; el papel de las interacciones entre las diferentes poblaciones; la repercusion en el
proceso por los cambios de humedad, asi como el posible desarrollo o aplicacion de algiin método para

introducir oxigeno.

¢ Dichos estudios podrian desarrollarse ya a nivel de columnas empacadas, que seria el siguiente nivel de

escalamiento dentro del area de biorremediacion.
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Anexo 1. Caracterizacion fisicoquimica y microbiologica
de las muestras de suelo del Sitio 1
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*Totales: promedio de 30 campos. Heter6trofas y degradadoras: cada dato es promedio de tres cajas
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Anexo 2. Caracterizacion fisicoquimica y microbiologica

de las muestras de suelo del Sitio 2
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Anexo 3. Caracterizacion fisicoquimica y microbiologica
de los perfiles de suelo del Sitio 1
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Anexo 4. Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica
de los perfiles de suelo del Sitio 2
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Anexo 5. Analisis de tamafio de particula por tamices
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Abertura de tamlz Tamafa o ndmato Pess Porclenta Peso Farciento Pano Parglento Pesc Porclante
Pulpadas W iim s tros da tamiz velanide {g) [Percialratenida [ Que pess | retenide (g) fParciatretonido | Que paws | retenido {p) [ Purciairetanido | Que pass | retenfdo (g} | Parcialrutenido ] Qua pass
3,00 3-in
2.00 2.
1.50 1.-4{2-In
1.00 25,4 1-tn
0.780 19.1 Ma-An
0500 12.7 172-in
L Xi1] B.52 318k
9.28 §.39 ~Na.d
0,187 478 No.d 30408 $.082% 20.3374 18.5718 40,1327 Se.4471 17.75%2 3T 4345 62.5853 49,8 76.4480 23.3812
Charols 3.04010 4018 80,3374 168710 49,1327 8873 17.7882 IT. 4348 820403 a4 78.4480 21.6812
Sumae
0.g679 2.00 Ne. 10 38132 121137 78.22)08 8.6085 20401 39.178)3 T.382¢ 154044 47,1408 0.3421 14.300 " 1522
0.033 .84 No. 26 [ELIE 114221 68,7913 q.5848 1568634 239129 38003 11.093 EERLIL 3.001% 4.780% 423717
0.0108 0.42 No.40 7.0007 22,4008 44,2951 §.3204 15.0342 Naver s.00110 18.8578 16.81 1,568 2.4172 1 65493
0.409) 0.28 No.4d 1,0118 81374 391843 0.9323 1.0458 63731 7.1004 44204 12.1014 0,2500 0.4327 1.5218
0.,0088 9549 No.100 1.43% 315887 TA0ia [RIIN 4.4018 20219 3.838 5.3027 3TN0 06807 1.0029 o518
0.002¢ 0.074 Neo.200 1.4330 5.8908 1.704 068378 1.5188 0.5049 1.303% 1.7611 1.1098 0.2288 0.3523 0.1644
Charols 03817 1.2120 LRI IR 01174 0.2792 0.22%7 02870 o.4218 o481 0.0805 00932 0.0734
Fum. 28,2804 §e.d482 I8.9704 59,8418 19,4027 $2.0837 15.1013 13,4778
[3uma total 313058 19.4087 47,8812 98,7743 471378 99.8182 €4.082) 19,5244
¥ i Ll S ALAliT € » LS 2
Paeo {ola) en gramos de Ia muestra, Wa Wa = 49 0000 We = 1028 Was =872
Absriura de famiz Teamafo # ndmara Pean Fareisnto Peaso Porclente Peao Porclentn
Pulgadas u_jl'ﬁmur" Jde tamiz rulanido (g} | Parclal tetenido | Que puna ratenido {g) [Parciniretenido | Que pasa tetenido () [ Parcial ratenido | Que pasna
3.00 A-kn
2.00 2-in
1.80 1-1/2-in
1,00 25.4 1-ln
Q.780 L] 3i4-ln
0.600 12.7 1/2-ln
0,378 ».52 1/8-in
.23 .34 We.3
&.18T 4.10 [ TX] 17.38 34.0296¢ 45.1704 0.28614 0.2547 $9.T453 .71 0 1.0888 0.9304
Charala 17.3% 34,0288 681704 e.2814 G.2547 S.T402 [RAIT] 1.0008 20.0304
Sume
0,079 2.08 No. 10 [ 13933 $1.2374 1.3813 13482 90.3901 61473 #8.6317
0.03} 0.84 No. 20 40308 [KEIT) 41.5345% 10818 1.0348 P7.3848 ¢.26008 90.2748
0.0186 o.42  Ne.40 5.2243 10,4008 31049 2.2291 24728 41817 2821 9T.8878
0.0098 0.28 “Ho. 80 1.6387 12799 2778014 2.2002 2.2224 $2.94591 04003 97.2803
0.00%3 0949 No.t08 LI 83707 10.4184 e7.2 44 99023 T.97008 50.27 224734
0.00289 9,674 Ne.200 3.03 §.1983 21724 § 895) §.9238 1.458345% 141274 1.4509
CGharols 0.7923 1.5877 05447 0.2758 1.1849% 0.2003 1.0338
Sums 31,1688 53.533 101.1232
[Fome tetal NI FI.3878 VO1.3840
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Anexo 5 (continuacién). Analisis de tamafio de particula por tamices
de los perfiles de suelo del Sitio 1

Peso total en gramos de ia muestra, Ws Ws=2135 Ws =97 87 We = 100,44
[~ AberfLra do famz Tamaho o N&mern Peso Pordento Peso Pordento Peso Pordento
Pugadas  [Wimefros de tamiz retenido (g) [ Parcial retenido | (Jue pasa™ | retenido (g) [ Pardalretenido | (Jue pasa | retenido (g) | Pardialretenido | (lue pasa
300 Tn
2.00 2
150 TZn
T00 Xy Tan
— 0.7 — 191 IEn
0500 127 Tn
0375 852 ein
0.5 T B No.3
— 0.187 476 No.d 38687 | 315395 | H04ns | 8559 | U&7 W52 F.rg." ! B35 | 55565 |
Charola BB6ET | 315395 | 584605 | B840 | 90A® | 0.5A | AN 336335 553565 |
Suma
0078 200 No. 10 32056 | 154% | B0HE5 | 63 | B4/ | 45162 248028 24,5547 306624
o3 D8y No. 0 22754 106576 2FET | 13588 | 138773 | 708379 105545 0548 201143
- 0.0165 037 No40 24122 T.28573 2T0688 | 23.2877 237945 35853 93219 90819 | 11.0325 |
000 025 No&0 | UB2BG [ 38824 | 171882 | 5511 70704 39.833 3002 30788 | 79541
U050 0145 No. 100 21944 | 02782 | 6O08 | 2B.353 2B.9477 08613 13077 42828 365473 |
Lo X¥07:¢) 0073 No. 200 T.0015 46900 22172 755 51337 Z. 7581 25723 2567 11103
Charda 0333 13727 0.7451 24083 24507 02974 085S 5481 0.3
*Suna TI3ZX3 57.7154 —B8.7T22Z | 90.55391 553311 | 55.0543
Suma fotal 21199 992549 — 975791 99.70251 W0 | 99.7378
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Anexo 6. Analisis de tamafio de particula por tamices
de los perfiles de suelo del Sitio 2

kit kit il
Paso f0tnl an gramos de la mussirs, Wa We = 54,1800 Wi « 10,7532 W = 19 3540 Wa = 50,7700
Aburiure de tamiz Tamafd ¢ ndmaers Paso Parciento Poso Porglento Paso Parclsnta Para Porcianta
Pulgadas Wimeiras | de tamiz retenido {g) | Percialretanida| Quae pasn retenide (p} J Purciel retanide Que pess retanido (g} | Parclaliretanido | Que pass ratenido {g) [Parcialretanido Que pasa
3.00 3-in
2.0 2-in i
.80 T-1/3-In
1.00 25.4 -in
0.750 18.1 34 -in
0.500 12.7 Vi2-In
0,378 852 3118-In
t.28 [ET3 No.3
B ALL 4.78 No.d [ [] 100 q.0432 61.6387 36.381) a [] 100 0.508 1,1542 [TX]]
herols — b [] 708 [EIEH] LENZIE] EIRIXE] v 9 Ton LI VAT | veadie |
ume
0.018 2.00 No. 10 0.4748 0.0813 99.1147 2.3428 21.7042 148771 a. 1604 42.20140 ST.7881 12.8201 25.287 715700
0.033 0.54 Ne. 20 09035 1.8712 87 4478 0.5884 5.2872 9.3008 5.7848) 28.TR5S8 28.0128 41.0503 12,5208
9.0185 0.42 Ne.40 §.8248 16.2004 e 2.3987 I 3.5929 ENEEE] 19.8238 4.1801 2301408 $.5099
o.0008 0,25 Ne.80 13.3407 140228 58.5)02 0.125%2 1.1841 4.4287 0.8902 30008 5,088 31.401) 58008
0.0080 0. 749 No.,1900 25.1904 48,4339 10.1043 0.3308 3.0782 1.3524 0.8187 [EXEE] 0.7808 47904 0.0r82
0.9829 [X1L] No.200 4371 9621 §.7324 0.102% t.0927 0.3397 0.0502 ¢.25%) 0.321% LD B.1484
Charoia 0.0879 1.8387 40837 0.038% 03394 0.0003 0.100% 0.5212 0.0003 0.1481 %.0003
Buma [IETLL [INII]) 1.9¢ 15.301 19.348 19.5997 30.5444
Suma total 13.4987 10,4988 10. 7832 1.8y 19388 XTI 159937

» "—:i(:'“ ‘ e - '
M L ek s T

Pago {otal an pramos da s muesira, We Wy » 26,4100 Wa = 28, 5304 We = 7937
Aberture de tamiz Tamalle o nOMoese Fase Porgisnte Paso Porclanto Peso Porclente Pase Parcienta
Puylgadas tim etres de tamiz retanido {(g) JParclalratenido | Que pasa retenide {9) fParcielratanido | Que pass retenide (g) { Pescialretenido | Que paes retanido (g} [ Porclalretenide | Que pasn
3.00 3-in
EEL] 1-in
1.00 1-1712-in
[~ 100 5. [
0.750 191 4 -in
0.300 t2.7 172
0,375 $.52 1it-In
.28 0.38 Ho.3
0,987 4.70 No.4 74108 71,9101 0.3804 98.5318 1.1348 1.2187 41,80 . 47,2348
Cherols T.4108 T1.9103 9.3488 ".5134 1.1188 1.2307 [TERIZ]] 41.08 12,7088 47.2348
Suma
0.079 2.00 Ne. 10 5.8829 40.7108 3.8038 848601 30,8468 330424 85,1100 23.42 65073 1T Talz
0.033 .04 Na. 20 8.3220 250723 T.0858 44.7287 31.7912 36.730) 29,3088 T.4192 P 1478 43788
5.0188 Q.42 No.40 4041 LI 37T 231958 19.418 211787 (I 3471 43740 4004l
0.0088 [E]) Na .80 . 7040 40732 2,1907 14,9188 3,022 33734 48408 08028 0.46 11448
0.0080 0.14% Ne¢.100 0.7537 11318 2.4794 3.7021 3.003 13824 1.47181 11271 1,42 1.7248
0.0029 0.074 Na 200 0.1815 0.4648 03714 1.551% 2.703) 00542 0.4219 0.7478 0.%417 5.7431
Charch o007 01174 017 o.A308 °9117 a.34 03700 0.2101 0.5081 0.143
Sume I OERD V0.3813 ¥8.5007 IT.3748
Buma tolal 283701 98.8028 18,3283 19.000) 91,3601 10,7489 Te. 2648
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Anexo 6 (continuacion). Anilisis de tamafio de particula por tamices
de los perfiles de suelo del Sitio 2

] g'.v’ ‘&“’@ Y
R ah S
Peso total en gramos de la muestra, Ws Ws = 142,85 Ws = 43,64 Ws = 40,42
T Aberfura de tamiz Tamalio o numen Peso TForcieto Peso Pordento Peso Porcierto
Pdgadas |MHmetos de tamiz retenido (g) [Pancd refenido| Gl pasa | retenido (g) | Parca retenido | e pasa | retenido (g) | Paroa reterido | QL pasa
300 Fin
200 Zn
15 124
100 ity Tn
— 0.750 19.7 JEmn
U. TZ7 T&En
A BT
- 025 — 535 No.s
0187 378 Nod 1551 A5 | BBEEXS | 165455 | 3791% | 62084 | 2B | . 3Ro08 |
Chardia 159 AIE | o8be2s | 65455 | 379136 | GZ0064 | 24664 | o1N9Z | Jod |
SUTa
0079 200 6. 70 T 15D —7.7485 B 128127 25,5559 127385 G855 | 23.3/53 | 135055 |
Do 187 o 20 55788 | 39038 | 77201 555 | 128815 19845 30603 75712 703
G 042 N30 T35S | OF48 | orooos | 35481 | BA%E - | WwrsX | 14%8 3 5H48 3.
— o008 | 05 NoB0 128715 s 586%8 | U745 TN | 10008 02137 05317 20504
00059 0.145 No. 100 6808 | 476553 | ] 15142 35559 G305 0B D8sE | 207% |
0.005 007 o200 TEB | 95 | 1205 R %0 2) 3175 Z13 02876 0775 51T
Chardia 04ie7 | 02857 0.2 0879 20742 0128 | 04657 T35 0200
Suma TSI | BT 27007 —B1.5636 ™er7 | I8
Sumatod TAE5AS [ 99.0706 315865 | 998772 0557 | WA

A. L. DEYTA TECO
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Anexo 7. Curva de calibracion para la cuantificacién
de nitrogeno como nitratos (N-NO5)

N-NO,’ Absorbancia
mg/kg 420 nm
0 0
0.025 0.019
0.05 0.025
0.25 0.137
0.5 0.257
0.3 T
0.25 | y = 0.5137x + 0.0028
R? = 0.9985
0.2 1

0.15 |

0.1

Absorbancia (420nm})

0.05 1

+— —t—

0 0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6

N-NO,  (mgikg)

~—@—Absorbancia ===l ineal (Absorbancia)

A. L. DEYTA TECO Xvi
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Absorbancia (660 nm)

Anexo 8. Curva de calibracion para la cuantificacion

de fosforo como fosfatos (P-PO4™")

P-PO* Absorbancia
mg/kg 660 nm
0.1 0.0515
0.2 0.095
0.3 0.1365
0.4 0.1875
0.5 0.2305
0.6 0.2825
0.7 0.327
0.8 0.3675
1 0.466

y = 0.4615x + 0.0023
R? = 0.9995

0.2 0.4 056 0.8 1
P-PO Y (mgikg)

—@—Absombancia el neal (Absorbancia)

1.2

A.L.DEYTA TECO
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Anexo 9. Condiciones para el andlisis cromatografico

* Cromatografo de Gase, marca Varian modelo 3350

= Detector de inonizacion de flama (FiD), alimentado co una mezcla de aire € hidrogeno

*  Columna capilar J&W, DB-1 de 60 m de longitud y 0.25 mm de diametro. Fase estacionaria 100 % metilsilicona con 1um de grosor

= (Gas acarreador: helio

= Gas auxiliar: nitrégeno

= Condiciones especificas programadas:

Temperatura inicial de la columna

Tiempo de duracion de temperatura inicial

Temperatura final de la columna
Incremento de temperatura

Tiempo de duracién de temperatura final
Temperatura de inyector

Temperatura de detector

Atenuacion

40°C

5 min
110°C
6°C/min
12 min
250°C
300°C

A. L. DEYTA TECO
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Anexo 10. Curva de calibracion para tolueno en medio liquido

Tolueno Tolueno cv
mg/l érea %
0 0 0
1 0.2160442 76.87
10 2.2197297 21.14
40 4.8036943 10.79
70 8.0521604 8.08
100 15.637183 10.3
400 52.467964 1.39
700 129.27236 14.5

140

120 .
y = (.1755x - 2.3888

100 R*=0.9762

Tolueno (érea)

Tolueno (mg/)

—o— Tolueno drea ——Lineal (Tolueno area)

A.L.DEYTA TECO Xix
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Anexo 11. Curva de calibracion para tolueno a partir del suelo del Sitio 1

70

60 |

50

Tolueno (frea)

Tolueno

mg/l

0
5
10
50
100
300
500
800

Tolueno
area

0
2.68918005
2.31442851
4.83810346

8.8093571
23.9974841
39.7553
55.0189

y = 0.0695x + 1.8412
R?=0.9927

Tolueno (mgfkg)

cv
%

0

33.32

9.38
471
12.86

7.03
42.27
40.01

600

—e~ Tolueno (drea) ——Llneal (Tokeno (area))

A.L.DEYTATECO
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BTX
mg/kg

20
40
60
100

BTX
mgikg

100
200
400
600
800
1000
1200

Anexo 12, Curvas de calibracién para mezclas de BTX en suelo del Sitio 1
(5 a100 mg/kg y 100 a 1200 mg/kg)

Benceno
ares

2.2856
2.87345
5.6537

15.6883

Benceno
area

15.6883
30.87¢9

80.7584
108.114
141.679

Totueno
area

2.378
2.6887
4.8681
5.9911
12.0086

Tolueng
area

12.008
17.5074
37.48886
75.397
101.113
112.807
121.8531

m y p-Xileno
area

26717
4.2234
7.0871
9.5093
11.6008

m y p-Xileno
area

11.6006
17.8628
67.69135
98.7995

154.3491
168.557

o -Xileno
area

1.9861
2,1844
33221
4.5031
4.9022

o -Xileno
area

4.9022
9.3084
34 94

62,9077

80.4679
80.2777

—o—AD g AT g AMYPXE e AKX el 88 (AM Y P-X) e L0 81 (A0-X)

200 -

180 |

180

140 |

120

B7TX (hrea)

B)y=0.1477x+ 0.5334 m y p-X)y = 0.0069x + 2.6817
R¥=0.9813 R? = 0.9571

o-X)y = 0.0338x + 1.8845
T)y = 0.1026x + 0.9668 R? = 0.9098
R? = 09529

20 40 80 80 100 120
BTX (mgikg)

Linenl (AT} emmeamnl i wi (AB)

Bly=0.1374x+ 22414 0-X)y=0.0741x+ 2.252
R2 = 0.9952 R?= 09156

Tyy =0.1102x + 0.624
R? = 0,968

myp-Xjy=0.1400x - 0.8954
R? = 0.9802

200 400 800 800 1000 1200 1400
BTX img/kg)

——AD g AT 5 AmMYP-X g Ao-X _I.ﬁlul(.o\q-‘x] R {Am y p-X) miemmemen . 0 01 (AT) o0t (AB}

A.L.DEYTA TECO

XXi



ANEALD

BTX
mg/kg

40
70
100

BTX
mglkg

100
400
700
1000

Anexo 13. Curvas de calibracion para mezclas de BTX en el suelo del Sitio 2

Benceno
area

1.99419

6.38592
13.2274
24.1072
31.8583

Benceno
area

31.8583
47 4585
60.7504

Tolueno
area

2.54709
2.68123
5.02449
7.24258
11.1842
20.0967

Tolueno
area

20.0987
33.4235
46.621

68.7097

(1 a100 mg/kg y 100 a 1000 mg/kg)

m B)y=0.2634x + 2,721 myp-X)y=0.1495x + 1.1625
R? = 0.9603 R? = 0.0880
. . k1]
m y p- Xileno o -Xileno 0-X)y = 0.3334x + 1.5507
arga afea 30 T)y=0.1588x + 2.2554 R?=0.9084
R%= 0.9408
2.51541 1.26014 g @
2.61765 1.70182 i 20
5.10085 2.67827 K
14.8213 6.40998 LEREE
25.0611 12.0039 0
35.6057 15.4438
5
o= S
0 10 20 30 40 50 [ 70 L] 90 100
BTX (mg/kyg)
e DONCENG g tolueno ——mypxl —— 0 xil
Liheal (b ) Lineal (t0hen0 ) el Fi881 (M ¥ P Kil) emmmameL 0] {0 11}
100 _ B)y = 0.0482x + 27.428 0-X}y = 0.0382x + 12 087
] ) R?= 0.9679 R%= 0,86842
m y p-Xileno o -Xileno %0 | T}y = 0.063x + 12.057
area area 50 | R?= 0982
35.6057 15.4438 10 myp-X)y=0086Tx+ 2772
30.7298 R?=0.989
70.7599 38.3694 L
96.8472 éso
Eu
30
20
10
ol - . e ———— e _———
[] 200 400 an0 aoo 1000 1200
+——g—Dbancenc —m— loivenc s ¥ P 3 ¢ xil

e LT 0] (PORCAN0) e LIS B (10118010 } e LI 881 (T ¥ P Kll} e L T 01 {0 1)

A.L.DEYTA TECO
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ANEXOS

Anexo 14. Curva de calibracidn para la cuantificacién de CO,

co,
)umoles cm
0 0
0.3116 0.85
0.6233 3.25
0.9349 5.25
1.5583 8.5
2.1816 1.7
3.1166 16.8
3.7399 19.7
4 6749 2365
30
W ¥y =52073x + 0.0491
25 4 R2=0.9968
20 |
g 15 .
10 .
5
o - . . ) ' . . . . .
0 0.5 1 t.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 [

Amoles de CO,

A.L.DEYTA TECO xxiil




Anexo 15. Curva de calibracion para la cuantificaciéon de O;

cm

25

20

}Im0|98

0.3137
0.6274
1.5687
3.1374
4.7061
6.2749
7.8438

y = 2.8724x - 0.0033
RZ= 0.9951

cm

0
0.5
1.6333333
45333333
9.1666667
14.6
18.366667
21.5665867

MHm cles de O,

A. L. DEYTA TECO
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