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RESUMEN

RESUMEN

El saneamiento de suelos y acuiferos contaminados mediante el uso de microorganismos se ha
perfilado, en la practica, como una de las mejores opciones desde los puntos de vista ambiental y
econémico. Previo a la aplicacién de la biorremediacion, es conveniente llevar a cabo estudios de
biotratabilidad, con la finalidad de analizar el potencial de aplicacion de la biorremediacién para
un sitio especifico y las condiciones bajo las cuales se debe realizar. Tomando como base lo
anterior, el presente trabajo, se enfocé principalmente a realizar pruebas de biotratabilidad, a
nivel piloto, para reducir el contenido de diesel y gasolina en agua subterrinea y suelo
contaminados. El estudio se realizé en una instalacién de almacenamiento de combustibles
localizado dentro de Iz Zona Metropolitana de la Ciudad de México. Diferentes lotes de agua
subterrénea conteniendo combustible en fase libre a concentraciones de 20,000 mg/
aproximadamente, se inocularon con un cultivo mixto de bacterias degradadoras de diesel. Los
experimentos se realizaron en recipientes de teflon de 20 litros de volumen total, se adicionaron
fuentes de nitrégeno amoniacal y de fosfatos y se suministré aire en el fondo del recipiente con
ayuda de una pequefia bomba. Se di6 seguimiento al pH, asi como a la concentracién inicial y
final de hidrocarburos a través de analisis cromatografico. Los resultados obtenidos indicaron una
disminucién en la concentracién inicial de los hidrocarburos que, en promedio, fue de 1,141 mg/l,
lo cual confirmé la presencia de la actividad biodegradadora, los cultivos obtenidos se utilizaron
como inéculo para la biorremediacion del suelo contaminado al cual también se le adicionaron
fuentes de amonio y fosfatos en forma de fertilizantes. Después de 2 meses de constante riego y
homogenizacién del suelo, se observé que la concentracidn inicial de diesel, de (6256 mg'kg) y

de gasolina de (313 mg/kg), se redujo a 99.77% y 100%, respectivamente.

GUZMAN LERMA ALMA GUADALUPE v
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Cuando ocurre un derrame de combustibles en la superficie del suelo, una parte de los
hidrocarburos se volatiliza, otra se adsorbe en el suelo o migra hacia el subsuelo y se disuelve en

el agua subterranea o permanece en fase Hbre flotando sobre el nivel del agua.

Como upa altemativa de solucion para la descontaminacién de suelos y acuiferos contaminados,
se ha dado un gran impulso a las tecnologias de biorremediacidn, las cvales se basan en la
utilizacion de microorganismos capaces de transformar contaminantes organicos en compuestos
quimicamente mas sencillos, como el bidxido de carbono. En los suelos existe una importante
diversidad microbiana autdctona que puede aclimatarse de manera natural 2 los contaminantes,
dando como resultado una actividad biodegradadora que se ve estimulada cuando estdn presentes

otros nutrimentos basicos como son nitrdgeno y fésforo.

En las tecnologias de biomremediacién se aprovecha la capacidad de aclimatacion que los
microorganismos han logrado desarrollar bajo las condiciones que imperan en un lugar

contaminado. Dichas condiciones pueden llegar a ser adversas para su supervivencia, sin

GUIMAN LERMA ALMA GUADALUPL i
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INTRODUCCION

embargo, las diferentes poblaciones se adaptan entre si organizando su interaccién para actuar de

manera conjunta, con lo cual se logra la degradacién del compuesto contaminante.

Cada caso de contaminacion de suelo y agua subterrénea debe tratarse de manera particular, con
la finalidad de plantear las estrategias adecuadas a las condiciones especificas. Es por eso que,
durante la ejecucién de proyectos de contaminacién de suelo y su biorremediacién, la
caracterizacion es la actividad més importante seguida de las pruebas de biotratabilidad a partir
de las cuales se obtienen datos reales para plantear, en el laboratorio, las estrategias que puedan

ser llevadas a cabo en escala real.

La base de las tecnologias de biorremediacion es la biodegradacién de los compuestos
contaminantes de ahi que, en el caso de aplicar un tipo de biorremediacién, las pruebas de
biotratabilidad adquieran una mayor importancia, ya que es necesario comprobar previamente si
las caracteristicas del lugar conforman un microambiente adecuado para la actividad de las

. bacterias que estén éxpuestas a los hidrocarburos contaminantes.

GUZMAN LERMA ALMA GUADALUPE 2
2004



OBJETIVOS

II. OBJETIVOS

Objetivo General

Realizar pruebas de biotratabilidad a nivel piloto para el saneamiento de agua subterrinea y suelo

contaminados con mezclas de diesel y gasolina.
Objetivos Particulares

* Determinar la capacidad de la flora microbiana nativa del suelo para degradar los

hidrocarburos presentes.

* Promover el desarrollo de bacterias degradadoras en agua subterrénea conteniendo

hidrocarburos en fase libre.

»  Dar seguimiento a la biodegradacién de los hidrocarburos presentes en agua subterrinea

y suelo.

GUZMAN LERMA ALMA GUADALUPE 3
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MARCO TEORICO

IIL. MARCO TEORICO

A. DEFINICION DE SUELO

Desde el punto de vista cientifico-tecnolégico, €l suelo se puede definir como el material no
consolidado y superficial de la corteza terrestre, que ha sido formado mediante una dindmica

natural 0 a partir de la corteza terrestre con la influencia de factores ambientales (Saval, 1995).

Otros conceptos que se manejan son: como un medio para el crecimiento vegetal, la relacién
entre suelo y plantas ha sido reconocida en los medios agrondémicos, aqui el concepto de suelo se
maneja como un medio para el crecimiento de las plantas; el suelo como un cuerpo natural
organizado, en este caso el suelo se considera un complejo renovable de materias vivas,

particulas de rocas combinadas con materia organica, aire y agua (Palacios y Gama, 1954).

GUZMAN LERMA ALAMA GUADALUPE 4
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MARCO TEORICO

Es necesario considerar al suelo como un cuerpo tridimensional que conforma el hébitat de miles
de especies microbianas y plantas superiores y que, por lo tanto, desempefia un papel
trascendental en os ciclos biogeoquimicos, hidrolégico, en la cadena alimenticia, asi como el de
constituirse como medio filtrante en el proceso de recarga de los acuiferos que constifuyen la

fuente de abastecimiento de agua (Deyta. 1999).

1. Descripeion del suelo

El suelo estd formado por cinco componentes principales: materia mineral, agua, aire, materia
organica y organismos vivos, La cantidad de estos constituyentes no es la misma en todos los

suelos sino que varia con la localidad, Figura I11.1.

Aijre

Agua —- e — -

eied
3
S

-n-* #.;;-,

_ s
Material mineral] 4 »
e O &
Lo B - B « A <

Figura. JIL.1. Voliimenes relativos de los componentes del suelo (Thompson, 1982).
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MARCO TEORICO

La cantidad de materia organica y mineral, que forma parte de la porcién inanimada es
relativamente constante; sin embargo, la proporcién de aire vy agua varfa. El aire y el agua juntos
representan, aproximadamente, la mitad del volumen del suelo; dicho volumen se denomina
espacio porose. La fraccidn mineral que, generalmente, contribuye con poco menos de la mitad
del volumen, se origina de la desintegracién y descomposicion de las rocas, modificindose con el
transcurso del tiempo. Por lo general, la materia organica constituye del 3 al 6% del total. La
porcion viviente del suelo (incluyendo la fauna edéfica y los microorganismos) constituye menos
del 1% del volumen total; aun asi, esta porcidn es, indudablemente, esencial para la produccién
de cultivos y la fertilidad del suelo. La porcién inorgénica del suelo tiene un notable efecto sobre
los habitantes microbianos, debido a su influencia sobre la disponibilidad de nutrirnentos,

aireacion y retencion de agua. {(Alexander, 1980).
2, Funciones del suelo

El suelo tiene diversas funciones como son: filtro amortiguador y transformador, productor de
alimentos, hébitat biologico y reserva genética, medio fisico para la construccién, fuente de

materias primas y herencia cultural.

Suelo y subsuelo son el filtro que limpia el agua de lluvia que recarga los acuiferos y que los
protege contra la contaminacién. Durante su recorrido, el agua de lluvia arrastra compuestos, Jos

cuales son retenidos en el subsuelo, es lo que se denomina capacidad amortiguadora.

Como productor de alimentos, el suelo es la base para la vida del hombre y los animales, permite
la implantacién de las raices de las plantas, les proporciona agua y elementos nutritivos. El suelo
desempefia también una importante funcién como habitat biolégico y reserva genética. Se pueden
desarrollar gran cantidad de vegetales y animales que forman parte de la cadena alimentaria y

constituyen la riqueza de la biediversidad.

GUIMAN LERMA ALAMA GUADALUPE 6
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MARCO TEORICO

Para la construccidn, el suelo es el soporte de las edificaciones, viviendas, industrias, lugares de
recreacion, sistemas de transporte o sitios para la disposicion de residuos asi como, también,
alberga una Importante herencia cultural, representada por tesoros arqueoldgicos y

paleontologicos (Saval, 1995),
B. MICROFLORA DEL SUELO

La vida en el suelo es asombrosamente diversa; va desde organismos microscdpicos constituidos

por una sola célula hasta animales que hacen madrigueras.

La microflora del suelo consiste, en su mayor patte, de bacterias, (el promedio se calcula hasta en
mil millones por gramo de suelo, 10° bacterias/g), ademas de actinomicetos, hongos y algas, cada
uno con funciones distintas y caracteristicas especificas. La densidad de poblacién de la

microflora puede variar mucho de un lugar a otro y de una estacidn a otra en un afio.

Entre la microflora del suelo encentramos:

¢ Bacterias saprofitas
» Actinomicetos
= Hongos y levaduras

* Algas
1. Bacterias

Las bacterias del suelo pueden clasificarse, en forma general, en dos grandes grupos basandose
en sus requerimientos de energia: bacterias heter6trofas, que obtienen su energia y carbono de las
sustancias orgénicas complejas y bacterias autdirofas, que obtienen su energia de la oxidacién de

elementos o compuestos inorgédnicos, ¢l carbono del didxido de carbono y el nitrégeno y otros
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minerales de los compuestos inorganicos. La mayor parte de las bacterias del suelo son aerobias,
es decir requicren oxigeno del aire presente en el suelo. Algunas de estas bacterias se pueden
adaptar a vivir donde el oxigeno este limitado, estas son las aerobias facultativas, Otras bacterias
son anaerobias, es decir, no pueden sobrevivir en presencia del oxigeno. Las bacterias del suelo

también difieren en su nutricién y en su respuesta a las condiciones ambientales.

Consecuentemente, la biodiversidad y abundancia de las bacterias depende tanto de los

nutrimentos asimilables presentes, como de las condiciones ambientales del suelo.

2, Influencia del ambiente

Las condiciones del ambiente determinan la naturaleza de la poblacién microbiana presente en
un tiempo dado en el suelo. En general, los suelos fértiles, de textura fina y ricos en materia

orgénica, contienen muchos més organismos que los suelos de textura gruesa y pobres en materia

orgdnica.
a. Temperatura

La temperatura regula las velocidades de reaccién de los cambios biolégicos y bioquimicos que
ocurren en el suelo. De manera general, los limites de las funciones microbianas tienen como
limite maximo una temperatura de 80°C. Para la mayoria de los organismos del suelo, la
temperatura 6ptima es de cerca de 35°C, aunque pueden crecer en una variacién amplia de

temperaturas y pueden adaptarse rapidamente a cambios graduales.

b, Humedad

Otro factor principal que afecta el mimero y las actividades de los microorganismos del suclo es
la humedad del mismo, La influencia de la humedad depende, en gran parte, de la naturaleza del

suelo y de Ia naturaleza de fos organismos que en él se encuentran. La cantidad dptima de agua

GUZMAN LERMA ALMA GUADALUPE 8
2001



MARCO TEGRICO

para la mayoria de los organismos del suelo estd entre 50 y 70% de la capacidad de retencién de
agua del suelo, casi la misma que para la mayoria de las plantas superiores. La mayor parte de
los organismos son aerobios y tal vez sélo unas cuantas bacterias (acrobias facultativas) pueden

tolerar suelos saturados con agua.
¢. Aireacion

La aireacion del suelo estd gobernada por las fluctuaciones en la humedad del suelo. La aireacion
aumenta cuando disminuye la humedad del suelo, mieniras que un exceso de agua tiende a
favorecer las condiciones anaerobias. El desarrollo v las actividades de los organismos del suelo
se ven afectados por 1a concentracion y grado de aprovisionamiento de ciertos gases del aire (en
particular oxigeno, biéxido de carbono y nitrégeno).

El oxigeno se necesita para los procesos de oxidacién, el biéxido de carbono como fuente de
carbono para los organismos aut6trofos y el nitrégeno para los organismos fijadores de nitrégeno.
La abundancia de oxigeno favorece las actividades de los formadores de nitritos y nitratos, 2 los
fijadores de nitrégeno, a los hongos, actinomicetos y otros organismos que oxidan [2 matera

orgénica.

La aireacién pobre favorece los procesos de reduccidn v la acumulacién de materia organica del

suelo debida a la descomposicién restringida de ésta.
d. Acidez y alcalinidad

El grado de acidez y alcalinidad de los suelos es de importancia particular ya que tienc influencia
en las actividades y en la abundancia relativa de los diferentes grupos de organismos del suelo.
Generalmente, los organismos benéficos (degradadores de materia orgénica, fijadores de
nitrégeno) funcionan mejor en un suelo que tiene un pH neutro. Como regla general, los

actinomicetos prefieren una reaccién de 7.0 a 7.5, las bacterias y los protozoarios de 6.0 2 8.0 y
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los hongos de 4.0 2 8. Los organismos nitrificantes también son muy sensibles a condiciones de

acidez elevada.

La tolerancia de los organismos del suelo a Ia acidez estd influenciada, considerablemente, por
otras condiciones como son el aprovisionamiento de nutrimentos, temperatura y contenido de
humedad favorables (Foth, 1981).

C. REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES

La distribucién de los microorganismos en el suelo estd determinada en gran parte por la
presencia de nutrimentos. Por lo general, los microorganismos requieren de un sustrato, el cual se

encuentra en rayor abundancia en la materia organica del suelo superficial, en la rizosfera,

La mayoria de ellos necesitan una temperatura dptima en el intervalo de 25 a 30°C, pero
dificilmente la temperatura del suelo la alcanza, por 1o que la mayoria de las especies operan por
abajo de su éptimo (Patrick, 1987).

Para su crecimiento y desarrollo, los microorganismos requieren del suministro de energia
ademds de algunos elementos esenciales como son: carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno,
fosforo, potasio y azufre. Entre los organismos mas importantes del suelo estan los que obtienen
su energia de la oxidacidn de sustancias inorgénicas simples y complejas. $in embargo, para la
gran mayoria de los organismos, la materia orgénica del suelo es la principal fuente de energia y
nutrimentos (Foth, 1981).

Los microorganismos requieren, para sobrevivir y reproducirse:
- Una fuente de energia para las reacciones bioquimicas

- Un acepter final de electrones

- Una fuente de carbono para sintesis del nuevo material celular
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- Elementos inorginicos como nitrégeno vy fosforo para 1a sintesis de macromoléculas

- Azufte, potasio, calcio y magnesio como reguladores de la actividad microbiana (Saval, 1998).

1. Carbono, hidrégeno. Estos elementos frecuentemente se hacen accesibles al MICTOOTganismo

en un mismo compuesto y, por consiguiente, se consideran en conjunto.

Forman la gran masa del peso seco de los microorganismos, de modo que, para que haya
crecimiento, debe haber en el medio unos compuestos utilizables que contengan estos elementos

en conceniraciones relativamente elevadas (generalmente entre 1 0.2 y el 1.0 por 100).

Solo unos cvantos microorganismos pueden utilizar o fijar el mas sencillo de los compuestos de

carbono, el bidxido de carbono.

Es extraordinariamente grande el nimero de compuestos organicos que pueden ser utilizados
como fuente de carbono por los microorganismos heterétrofos. Esto explica el importante papel
que los microorganismos desempefian en los ciclos naturales de los elementos, y no sélo del
carbono, sino también del nitrdgeno, del azufre y del fosforo, de modo que estos elementos

pueden ser utilizados una y otra vez para sustentar la vida de otros organismos.

Los carbohidratos son las fuentes de carbono mis facilmente degradables, un ntmero mucho
menor de microorganismos utilizan como fuentes de carbono y energia otros compuestos
orgénicos, por ejemplo, los géneros Pseudomonas, Nocardia, Streptomyces, Corynebacterium y

Mycobacterium, han mostrado la capacidad de oxidar diversos hidrocarburos.

La capacidad de utilizar compuestos que poseen anillos aromaticos en su estructura esta mds
estudiada entre las Pseudomonas. En general, la degradacién de los compuestos arométicos
sucede en condiciones aerobias, mientras que en los lugares en donde estos compuestos se han

acumulado en condiciones anaerobias, suelen permanecer sin descomponerse, tal es el caso de la

lignina.
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2. Nitrogeno. Comtnmente, el nitrégeno organico representa entre el 85 y 95% del nitrégeno
totzl y alrededor del 14 % del peso seco de la mayoria de los microorganismos. Es un
constituyente de las proteinas y de los 4cidos nucleicos, asi como de algunos metabolitos
esenciales, de manera que todos los seres vivos requieren una fuente de este elemento, La forma
de nitrégene que utilizan los microorganismos depende de su capacidad metabdlica y del
ambiente en que se encuentran. En general, todos los microorganismos pueden usar nitrégeno
amoniacal (NH,") como fuente de nitrégeno, porque esta forma es Ia que se incorpora en la
biosintesis. La mayoria de los microorganismos pueden obtener nitrégeno amoniacal a partir de
una variedad de compuestos organicos, incluidos los aminodcidos, y algunos pueden utilizar
formas inorganicas, entre las que se incluye el ion nitrato (NO,). Algunos organismos pueden
fijar el nitrdgeno atmosférico (N,); éstos prosperan en ambientes en los que el nitrégeno es el
nutrimento limitante (Ingraham, 1998),

Las cantidades de nitrégeno presentes -en los suelos estin controladas, especialmente, por las
condiciones climiticas y la vegetacion; estas fiitimas inciden también en las condiciones locales
de la topografia, en el material parental, en las actividades del hombre y en el tiempo que estos

factores han actuado sobre el suelo.

Estudios realizados sobre la distribucién de nitrdgeno en el perfil del suelo indican que éste
disminuye con la profundidad. Las diferencias en el contenido y en la distribucién de nitrégeno
en el perfil del suelo se explican por los factores antes considerados como: clima, vegetacién y
topografia. La acumulacién de nitrégeno en los primeros decimetros del suelo es el resuliado de
la actividad bioldgica. Por un lado, a través del proceso de la humificacién se producen
componentes nitrogenados que son incorporados al suelo por los microorganismos y, por otro

lado, las raices finas al morir, s¢ humifican en el suelo e incorporan nitrégeno.

Las formas de nitrégeno presentes en los suelos, segiin  Bohn (1993) podrian agruparse de la
siguiente manera:
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Proteico
N-orgénico Nucleico

Aziicares aminados
N-total  / Otros

N-inorgénico NH, nativo fijo
\ s .
NH,” intercambiable

NO; y otro N-mineralizado

En formas inorganicas, el nitrogeno se presenta como 6xido nitroso {N,3}, 6xido nitrico (NO),
dioxido de nitrégeno (NO,) v amoniaco (NH,), en cantidades minimas casi no detectables;
ademds, como amonio (NH,"), nitrito (NO,) y nitrato (NO;). Por lo general, estas formas

inorgénicas constituyen so6lo hasta el 2% del N total del suelo (Fassbender, 1987).

Los compuestos orginicos nitrogenados pueden ser utilizados como fuente de nitrégeno por los
microorganismos amonificantes que pueden degradar estos compuestos hasts amoniaco. Muchos
amincécidos pueden ser desaminados por los microorganismos y, en general, son excelentes

fiientes de nitrégeno para el crecimiento microbiano.

3. Fésforo. Este elemento se halla en los organismos vivos en forma de iones fosfato, y
principalmente, como pentosa fosfato en los nucledtidos y dcidos nucleicos. Ya que estos
compuestos comprenden componentes celulares tan importantes como el ADN, el ARN y el
ATP, es evidente que el fosforo desempefia un importante papel en ¢l metabolismo celular.
Constituye alrededor del 3% del peso seco de los microorganismos, es un constituyente

indispensable de los fosfolipidos v de otros metabolitos esenciales.

El fosforo es el nutrimento limitante en algunos cuerpos de agua, de manera que cuando se
vierten detergentes fosfatados en estos sisternas se produce ewtroficacion, que es el aumento

exagerado en ¢l desarrollo de algas y de otros organismos (Ingraham. 1998).
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La cantidad de fésforo disponible en los suelos depende de las propiedades edaficas (pH, textura,
etc) y de las condiciones ambientales; disminuye conforme se reduce el contenido de 1a materia

organica del suelo (Fassbender. 1987).

Para que un microorganistno se desarrolle, es indispensable la presencia de fosforo,
preferentemente en forma inorgénica. Los medios quimicamente definidos contienen, con
frecuencia, fosfatos como sustancias amortiguadoras; asi, los fosfatos potdsicos (KH,PQ, y

K,;HPO,} en concentraciones adecuadas, pueden mantener el pH del medio entre 4.5 y 8.0.

4. Azufre. Es un constituyente minaritario pero esencial para la célula; constituye alrededor del
1% del peso seco de la mayoria de las células (Ingraham. 1998). La principal reserva del
elemento en el suelo estd en la fraccidn orgénica v sélo puede obienerse mediante la
descomposicion bioldgica, en donde los microorganismos son los inicos agentes que convierten

los compuestos inorganicos a formas organicas itiles.

El azufre, en sus variadas formas organicas e inorganicas, es metabolizado facilmente en el suelo.
El hecho de que predomine una u otra transformacién estd determinado, en gran parte, por las
circunstancias ambientales que afectan la composicién y abundancia d¢ la microflora (Alexander,
1994).

5. Oxigeno. Todos los microorganismos requieren oxigeno elemental para fabricar sus
componentes bioguimicos, pero no todos los microorganismos requieren oxigeno atmosférico. La
mayoria de los microorganismos heterdtrofos obtienen el oxigeno a partir de la misma molécula

que les sirve como fuente de carbono.

Los autotrofos, que generan energia a partir de la luz, obtienen la mayor parte de su oxigeno a
partir del CO, fijado durante la fotosintesis (Ingraharn, 1998).
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Aungue casi todas las plantas y animales superiores dependen del suministro de oxigeno
molecular, no se puede decir lo mismo de los microorganismos. Las bacterias principalmente
presentan una respuesta amplia y varfable al oxigeno libre, por lo que existen bacterias acrobias,
que se desarrollan en presencia de oxigeno libre, bacterias anaerobias, que se desarrolian en
ausencia de oxigeno libre, bactetias anaerobias facultativas, que se desarrollan en cualquier
ambiente, y bacterias microaerdfilas, que crecen en presencia de pequefiisimas cantidades de

oxigeno {Pelczar, 1991}

A diferencia de lo que ocurre con los demds nutrimentos, ¢l oxigeno molecular es relativamente
insoluble en agua, de manera que tiene que ser suministrado de forma continua a los
microorganismos aerobios para que éstos crezcan. Los microorganismos que crecen, de modo
aerobio, en cultivos liquidos dependen del oxigeno disuclio en el medio suplementado por la
pequefia cantidad absorbida de la atmésfera durante la incubacién. Esta cantidad de oxigeno,
frecuentemente, es insuficiente para satisfacer la demanda de los microorganismos los cuales, por
consiguiente, van estando en condiciones progresivamente limitantes. Esta escasez de oxigeno
depende en cierta medida de la temperatura de incubacién, yva que la solubilidad del oxigeno en
el agua crece a medida que 1a temperatura disminuye, por 1o que los organismos que se cultivan a
temperaturas bajas no tendréan tan limitada su disponibilidad a diferencia de los que se incuban a
altas tetnperaturas.

Para incrementar la disponibilidad de oxigeno para los microorganismos que crecen en cultivos

liquidos, se utilizan agitacién o burbujeo de aire estéril o directamente de oxigeno (Rose, 1977).
D. IMPORTANCIA DE LAS BACTERIAS EN EL SUELO

Pocos ambientes tienen la biodiversidad de microorganismos como el suelo, es una mezcla
microscdpica, formada por millones de bacterias, hongos, protozoos y virus. Debido a la gran
variedad de microorganismos que alberga el suelo, ningin método por si mismo, puede revelar la

poblacién microbiana total absoluta en €l suelo,
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iLa composicién de los suelos es diferente, lo que produce grandes diferencias en la densidad de
la poblacién microbiana y en la clase de microorganismos que forman esta poblacion. Estas
condiciones que pueden influir en el desarrollo de los microorganismos son: cantidad y tipo de

sustancias nutritivas, humedad, grado de aireacién, temperatura y pH.

Las bacteries sobresalen, en forma especial en los suelos debido a que es el grupo de

microcrganismos mas abundante, (Alexander, 1980; Pelezar, 1991).
1. Poblacién bacteriana del suelo

El mimero de bacterias presentes en el suelo es variable ya que muchas condiciones afectan
profundamente su desarrollo. En general, la mayor poblacién radica en los horizontes
superficiales, segin las condiciones de temperatura, hurmedad, aireacién y alimento, La cantidad
de bacterfas en un suclo es muy grande, teniendo una densidad normal de 107 a 10° bacterias por
gramo de suelo (Wild, 1592).

En ¢l suelo, las bacterias aparecen como masas amorfas o filamentosas, 1lamadas colonias, sobre

o alrededor de [as particulas del suelo, donde ¢l alimento y otras condiciones sean favorables para
su desarrollo.

Muchas de las bacterias del sueto pueden producir esporas o cuerpos resistentes, representando
asi un estadio vegetativo y latente. Esta ultima capacidad es importante por permitir que los

organismos sobrevivan mas ficilmente bajo condiciones desfavorables (Buckman, 1991).

Las bacterias del suelo pueden colocarse en dos grupos: las especies nativas o autéctonas que son
residentes verdaderos y los organismos invasores o aléctonos. Las poblaciones nativas pueden
presentarse en estados resistentes y perduran por largos periodos sin tener actividad metabélica,
pero, en determinado momento, estas formas nativas proliferan y participan en las funciones

bioquimicas de la comunidad. Las especies aldctonas, por ¢l contrario, no participan de manera
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significativa en las actividades de la comunidad. Entran con la precipitacion, en tejidos enfermos,
estiéreol o aguas negras y pueden permanecer por algin tiempo como formas inactivas e incluso
crecer por periodos cortos, pero nunca contribuyen, en forma significativa, en las
transformaciones o interacciones ccolégicas. Entre las poblaciones nativas hay especies
bacterianas que se desarrollan considerablemente cuando se agregan nutrimentos organicos
facilmente degradables. Estas bacterias de gran actividad metabdiica necesitan ser provistas de
nufrimentos para un crecimiento rdpidoe, pero el abasto se consume ficilmente; por lo que
responden de inmediato a la adicién de sustancias y se mantienen en gran mimero mientras haya
nutrimentos disponibles, y disminuyen una vez que se agota su fuente alimenticia {Alexander,
1994 b).

Las bacterias aut6trofas obtienen su energia de la oxidacion de los constituyentes minerales como
N, , S y Fe, y la mayor parte de su carbono, del CO, . En cifras son comparativamente
insignificantes, pero al incluir los organismos que producen la nitrificacién y oxidacién del

azufre son enormemente importantes para el sustento de las plantas superiores.

Muchas bacterias del suelo, son heterdtrofas, toman su energia y carbono directamente de la
materia organica del suelo. En la linea general de la descomposicion, las bacterias amoniacales

asi como los hongos vy actinomicetos, tienen un cardcter heterdtrofo (Buckman, 1991).
2. Degradacibdn por accién de bacterias

Se sabe que muchos microorganismos son agentes causantes de enfermedades, sin embargo,
juegan un papel muy importante en la biosfera sobre la cual viven. Estin intimamente asociados
con cada uno de sus componentes € influyen significativamente, en la composicién y calidad de
estos ambientes. También ayudan a la biodegradacidn tanto de la materia orginica como de
contaminantes ambientales, en la eficiente utilizacion de las fuentes naturales limitantes y en las
transformaciones de cada sustancia quimica que puede ser usada por otros organismos, aunque

algumos pueden excretar productos que son perjudiciales a la bidsfera (Lim, 1998).
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Dentro de los contaminantes més comunes gue se encueniran en el ambiente estén los
hidrocarburos, los cuales pueden servir como una fuente de carbono v energia a ciertos géneros
de microorganismos incluyendo Pseudomonas, Nocardia y Streptomyces. Estos microorganismos
pueden ayudar a la descontaminacién de derrames de combustibles en el suelo, situacién que es

un serio problema ambiental (Lim, 1998).

La biodegradacion del petréleo y sus derivados en el ambiente es un proceso complejo, va que
depende de la naturaleza y concentracion de éstos, de las condiciones ambientales y de la
composicion microbiana autdctona. Se ha visto que la biodegradacién ocurre, principalmente,
sobre fas fracciones alifiticas y aromdticas del petrdleo, pero no sobre compuestos aromiticos de
alto peso molecular, resinas y asfaltenos, que son considerados recalcitrantes, aunque algunos
estudios han encontrado biodegradacion de éstos bajo ciertas condiciones. Al igual que en ofros
ambientes, en el suelo la velocidad de biodegradacion generalmente aumenta cuando hay un
incremento de temperatura. En los ecosistemas expuestos a temperaturas extremadamente bajas,
los microorganismos tienen un metabolismo muy reducido y, por io tanto la biodegradacion es
muy lenta. El oxigeno, la concentracién de nutrientes, humedad y pH, son los factores que

determinan la velocidad de la biodegradacion.

La degradacién de los hidrocarburos por comunidades microbianas depende de su composicion y
de la respuesta adaptativa de éstas a la presencia de los hidrocarburos. Los mecanismos de
adaptacidn incluyen tanto un enriquecimiento selectivo como cambios genéticos (Lezhy and
Colwell, 1990),

Una de las muchas especies de bacterias degradadoras de hidrocarburos es Pseudomonas putida
la cual es portadora de plasmidos cuyos genes codifican para la sintesis de las enzimas
degradadoras. Recientemente, la degradacién de hidrocarburos estd siendo ampliamente utilizada
en Ia descontaminacién de derrames, incluso se ha hecho uso de preparaciones comerciales bajo
condiciones controladas, lo cual ¢s una importante herramienta bioldgica para asistic el control de

la contaminacién.
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Las bacterias del suelo no sélo son capaces de degradar hidrocarburos, ciertas especies como
Acinetobacter sp, Agrobacterium tumefaciens, Alcaligenes sp, Alcaligenes eutrophus, son
capaces de degradar plaguicidas y otras sustancias que se depositan al suelo, muchas de ellas
xenobidticas (Lim, 1998).

E. LIMPIEZA DE SUELOS Y ACUIFEROS
1. Biorremediacion

La biorremediacién es una técnica que aprovecha la capacidad de los microorganismos para
transformar sustancias daflinas a compuestos menos téxicos. Es una de las alternativas mas

prometedoras para tratar derrames de contaminantes quimicos y de algunos residuos peligrosos.

Los microorganismos para sobrevivir, descomponen los compuestos organicos que encuentran en

Ia naturaleza para obtener carbono y energia (EPA, 1991).

2. Pruebas de biotratabilidad

Estas pruebas son usadas para establecer el potencial de los microorganismos para degradar los
contaminantes presentes en un sitio especifico, y determinar si un proceso de biorremediacién es
aplicable o nto (Baker, 1994).

Estas pueden ser simples pruebas que duran algunos dias, estudios piloto a escala o a una escala
de demostracidn, que consiste en la aplicacién del esquema de tratamiento a una pequefia porcién
del sitio (Cookson, 1995).

Une de los principales objetivos de las pruebas de tratabilidad es evaluar las condiciones
microbiolégicas del sitio; esta caracterizacion podria definir el grado de actividad microbiana del

subsuelo siendo ésta importante para la degradacién del contaminante presente. Al mismo
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tiempo, se¢ realiza la caracterizacion de los factores que influyen en esta actividad, como pH,

nutrimentos inorgdnicos y organicos, porcentaje de humedad y oxigeno disuelto, enire otros
{Baker, 1994).

De las pruebas de tratabilidad se obtiene informacién que indica:

» 5j los contaminantes del suelo son potencialmente biodegradables.
¢ Sialguno de los contaminantes es potencialmente t6xico para la actividad microbiana.
* Sien el sitio existen microorganismos nativos degradadores.

* Siecl ambiente es apropiado para ia biorremediacién.

Con esto se reafirma la importancia de las pruebas de biotratabilidad como un estudio previo a la
biorremediacion, ya que de la respuesta del suelo dependera cierto tratamiento a nivel piloto ¥ su

escalamiento al campo.
3. Tecnologias de biorremediacién

La presencia prolongada de contaminantes en el suelo ha ocasionado que muchos
microorganismos ahi presentes hayan desarrollado la capacidad bioguimica para degradarlos.
Esta capacidad es la base de las tecnologias de biorremediacion que, en los tltimos afios, han

surgido como una alternativa para la limpieza de suelos y acuiferos contaminados.

En ocasiones, las condiciones que imperan en el sitio contaminado pueden llegar a ser adversas
para la sobrevivencia de los microorganismos, sin embargo, las diferentes poblaciones se adaptan
entre si, organizando su interaccidn para actuar de manera conjunta, logrando la degradacién del

compuesto contaminante {Saval, 1956).
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La biorremediacién puede adaptarse a las necesidades de cada sitio, segln sus caracteristicas, por

lo que se pueden distinguir varias opciones de operacion:

a. Bioestimulacion. Se aplica cuando existe flora nativa autdctona con capacidad de degradacion
y tinicamente se requiere la adicidon de nutrimentos para estimular J2 actividad metabolica. A este
respecto, uno de los mayores éxitos en el area de la biorremediacion y que mayor aplicacién ha
tenido constituye el uso de fertilizantes como fuente de nutrimentos para los microorganismos
autdbctonos. La biodegradacién del petrdleo es un fendmeno natural, pero ocurre com una
velocidad muy baja y en los casos de derrames accidentales, los hidrocarburos tienen un efecto

adverso en el ambiente antes de que puedan ser degradados por los microorganismos.

Cuando se derrama petroleo al suelo, éste se hace disponible como substrato para el crecimiento
de microorganismos, sin embargo, la degradacidon se limita por la disponibilidad de otros
nutrimentos como la foente de nitrégeno, fésforo o azufre y, en algunos casos, el oxigeno. Para
que estos nutrimentos estimulen la degradacion del petrdleo se requiere administrarlos en una

forma en que les sea accesible y que no causen un desbalance ecoldgico (Rivero, 1996),

b. Bioaumentacién. Cuando 1a proporcion de la flora microbiana degradadora autéctona es muy

reducida o su actividad es muy baja, se hace necesaria la adicion de microorganismos exdgenos.

Como en el caso de la degradacién de petrdleo, existen en la naturaleza microorganismos que
pueden degradar gran variedad de contaminantes organicos, sin embargoe, la eficiencia con la que
realizan la detoxificacién es muy baja. Una estrategia que se ha seguido para aumentar la
degradacién, es la de aislar los organismos capaces de consumir el compuesto que se desea
climinar, cultivarlos en gran escala ¢ inocularlos en los suelos contaminados con una proporcion
significativa de ellos. Esta estrategia, llamada bioaumentacién, ha sido utilizada en la

detoxificacién de una variedad de desechos industriales.
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Las caracteristicas que deben tener los microorganismos empleados en la bicaumentacién deben
estar bien documentadas e incluyen: la habilidad para degradar la mayor parte de los
contaminantes, viabilidad posterior al almacenamiento, crecimiento ripido después del
almacenamiento, un alto grado de actividades enzimdticas degradadoras y su expresién en el
ambiente, capacidad de competir con microorganismos nativoes, no ser patdgenos y no producir
metabolitos secundanios toxicos {Rivero, 1996).

¢. Bioventeo. Cuando es indispensable el suministro de oxigeno que sirve como aceptor final de

electrones en el metabolismo aerobio.

En suelos contaminados que estin en la superficie, el bioventeo se hace solamente removiendo el

material, ya sea manualmente con ayuda de palas, o mecinicamente con fractores o incluso

retroexcavadora.

Un preblema mayor se presentz para ¢l bioventeo en suelos profundos, en donde se requieren
pozos perforados hasta la profundidad contaminada para hacer llegar el oxigeno mediante aire

comprimido que se inyecta a la méxima profundidad del pozo.

d. Biolabranza. Este procedimiento, también llamade land-farming o biccultivo, ha sido
frecuentemente usado por la industria petrolera para tratar suelos contaminados con
hidrocarburos y residuos aceitosos. La eficiencia del tratamiento de tierra contaminada ha sido
confirmada en experimentos controlados cuidadosamente en el laboratotic ¥ en el campo
(Alexander, 1994 a),

Los lodes aceitosos generados en el fondo de los tanques de almacenamiento de crudo o
derivados, asi como los que resuitan de las operaciones de limpieza, presentan grandes problemas
en cuanto a su disposicion final, la cual se efectia almacendndolos en vertederos o

incinerandolos; siendo esta segunda opcidn econémicamente poco costeable.
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Como una alternativa a los métodos de disposicién anteriores, surgié el “land-farming”, que
consiste en extender los lodos aceitosos sobre el suelo, en condiciones controladas para que se
lleve a cabo la degradacion microbiolégica aerdbica de los hidrocarburos por parte de los
microorganismos del suelo, quienes degradan y estabilizan los desechos hidrocarbonados. Este
procedimiento debe estar perfectamente controlado para prevenir una posible contaminacién por

percolacion del petréleo en el terreno donde se realiza el tratamiento (Ruiz, 1991).

Para el caso de aguas subterrineas, la biorremediacion se aplica a través del bombeo-tratamiento,
técnica que consiste en extraer el agua subterrinea y promover la biodegradacién de los

contaminantes ¢n reactores instalados en la superficie (Saval, 1998).
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IV. ANTECEDENTES

A. CONTAMINACION AMBIENTAL

Une de los principales problemas que ha ocasionado la actividad industrial y el incremento de la
poblacién a nivel mundial, es la contaminacién de suelos y cuerpos de agua. En muchas zonas
industriales se han ido deteriorando, paulatinamente, las condiciones ambientales del entorno
hasta niveles que constituyen un riesgo para la salud. Asi, el desarrollo industrial acelerado de
México, especialmente en las ultimas décadas, ha originado problemas de dificil solucién, ya que
dicho desarrollo avanzé durante mucho tiempo sin una previa planeacién. Considerando esta
situacidn, se ha venido poniende mucho énfasis, en los fltimos afios, en el establecimiento de
medidas preventivas con el fin de reducir o climinar la descarga de materiales extrafios al

ambiente (Vizcaino, 1986).
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La contaminacién constituye una de las causas més importantes que afectan a suelos ¥ cuerpos de
agua, la cual se define como la concentracién de un elemento o compuesto quimico a partir del
cual se producen efectos desfavorables (Porta, 1994).

La necesidad de sanear sitios dafiados por la contaminacién, ha estimulado el desarrollo de
diversas tecnologias, entre las cuales la biorremediacién se perfila como una alternativa muy
atractiva para ser llevada a [a préctica, ya que la mayoria de los estudios realizados para la
degradacién de los contaminantes ¢s a través de los Ticroorganismos nativos ¢ autéctonos del

suelo que suelen aclimatarse a sitios con dafios severos de contaminacion.

En el pasado se asumia que las aguas subterrineas estaban, de manera natural, protegidas contra
la contaminacién. Sin embargo, gracias a los avances de las técnicas analiticas a partir los afios
setenta, s¢ lograron detectar por cromatografia de gases, concentraciones muy pequefias de
cotnpuestos organicos contaminantes en suelos y aguas subterrdneas, Con esto se iniciaron a,
nivel mundial, investigaciones para evaluar el grado de contaminacion de suelos y acuiferos
(Mazari, 1992). Muchas de estas investigaciones se realizaron en algunos sitos estratégicos de
actividades militares en las grandes potencias y en zonas altamente industrializadas encontrando,
en la mayoria de los casos, concentraciones de contaminantes muy por arriba de los limites

permitidos.

En el caso de paises en vias de desarrollo como México, las fuentes de contaminacién pueden
variar dependiendo de las actividades que se desarrollan en las diferentes zonas urbanas, rurales e
industriales; entre los mas comunes estén: tiraderos de basura, fugas de alcantariliado, uso de
plaguicidas, uso excesivo de fertilizantes, canales de aguas residuales, derrames de combustibles,
descarga de aguas residuales, ruptura de tanques y tuberias, asi como la disposicién de desechos
industriales (Porta, 1994).

Una gran cantidad de contaminantes son considerados como residuos peligrosos por su cfecto

daflino a Ia salud, ya que algunos suclen ser cancerigenos, tales como: €l benceno, varios
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compuestos poliaromdticos, los bifenilos policlorados, algunos plaguicidas y metales pesados. Bl
petrdleo crudo y sus derivados, que son los contaminantes mAs comunes a nivel nacional, se
localizan en las zonas de exploracién y explotacion, en refinerias, v en estaciones de servicio,
plantas generadoras de energia eléctrica, talleres de reparacion de motores, fibricas de pinturas,

hules y pegamentos,

Los procesos de transporte de contaminantes a través del subsuelo dependen; en gran medida, de
las caracteristicas fisicas y quimicas de éstos como: la densidad, la viscosidad y la solubilidad.
Una vez que las gasolinas son derramadas en la superficie ripidamente se expanden formando
grandes plumas de contaminacidn, por su baja densidad flotan sobre el nivel fredtico, pero
algunos de sus componentes presentan una parcial solubilizacién por lo que también es posible
encontrarlos en el agua subterrdnea. Cuando 10s suelos son muy porosos, como los gravosos o
arenosos, o laroca esta fracturada, las gasolinas se mueven hacia abajo por accion de la gravedad.
La fraccion volatil se evapora ocupando [a fase gaseosa del suelo y después migra por difusion y,
en ocasiones, por adveccion. Si a estos procesos de transporte de contaminantes se afiade la
accion de las precipitaciones pluviales y las altas temperaturas que imperan en algunas zonas,

varios de los procesos involucrados se aceleran (Saval, 1997).

Como una solucién a los problemas de contaminacién se ha dado el desarrollo de las tecnologias
de remediacién que surgieron inicialmente en los paises desarrollados a fines de la década de los
80" s. El interés se di6 después de haber encontrado compuestos considerados peligrosos en varios

acuiferos que abastecen de agua a las poblaciones, en concentraciones que sobrepasan los limites

permitidos.
Existen también otros procescs de tratamiento como pueden ser:

¢ Tratamientos fisicos. Dentro de estas técnicas se encuentran la filtracidn, centrifugacion,

destilacion, evaporacibn, extraccién con solventes, adsorcion con carbén activado, etc., este tipo
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de técnicas, generalmente, no alteran la composicién quimica de los contaminantes, s6lo separan
0 concentran los materiales tratados aprovechando las diferencias en las caracteristicas fisicas

como: densidad, presién de vapor, tamafio de particula ete.

» Tratamientos quimicos. Algunos materiales contaminados pueden ser transformados en
productos menos peligrosos por medio de tratamientos quimicos. Dentro de las técnicas que se

pueden usar estan: precipitacion, neutralizacion, hidrélisis y 6xido-reduccién.

+ Tratamientos biolégicos. Consisten en el uso de microorganismos para degradar los compuestos

contaminantes presentes en el suelo.

* Tratamientos térmicos. En este caso se emplea calor para transformar los contaminantes. La
degradacién térmica es aplicable a materiales contaminados que contienen concentraciones

significativas de compuestos organicos y se puede realizar a través de diferentes tipos de
incineracién (Izcapa, 1998). ‘

Dentro de todas estas técnicas, la biorremediacién se ha perfilado como una de las opciones de
mayor aplicacién debido a que presenta importantes perspectivas para resolver muchos de los
problemas de contaminacién, ya que se aprovecha el potencial de los microorganismos para

transformar contaminantes organicos en compuestos quimicamente mas sencillos {Saval, 1998).

Es importante mencionar que para la aplicacién de la biorremediacién a un sitio, es conveniente
llevar a cabo, previamente, estudios de biotratabilidad, ya que ticnen la finalidad de analizar el
potencial de aplicacién de la biorremediacién para un sitio especifico. Se pueden llevar a cabo
estudios sencillos a nivel de laboratorio para obtener informacién acerca del potencial de
degradacién que los microorganismos tienen sobre un contaminante, & estudios a escala para

demostracion en campo. De esta manera, es posible probar varias alternativas de remediacion
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considerando algunos factores como son: la facifidad de ilevarla al campo, seguridad en la

operacion, aspectos ambientales, tiempo necesario para Hevarlo a cabo y costos.

El uso de microorganismos, tales como las bacterias, no es un nuevo concepto en el tratamiento
de suelos contaminados, en diferenies estudios se ha podido observar que la poblacién nativa es
efectiva para remover hidrocarbures, este se ba dado a través de su grado de adaptacion y su
capacidad para degradarlos, al mismo tiempo que se han detectado un nitmero considerable de
generos commnes como son: Pseudomonas, Nocardia, Alcaligenes y la especie Burkholderia
(Pseudomonas) cepacia, capaces de degradar Hidrocarburos Poliarométicos (HPAs) (Mahmood,
Rama, 1993; Jackson, 1992; Morgan, 1989; Juhasz, 1996,).

Asi también, en varios estudios Ilevados a cabo dentro del mismo grupo de investigacion, se ha
estudiado la capacidad de algunos microorganismos nativos para degradar tolueno en medios
liquidos y en: suelo. Se ha encontrado que, a partir de una concentracién inicial de tolueno de 867
mg/l, se ha podido reducir a 119.29 mg/l en la primera hora de incubacién y alcanzando 9 mg/1 de
tolueno a los 4 dias, lo que corresponden a un 98.07 % de la degradacién (Deyta, 1999). En el
mismo estudio, la concentracion de BTX (benceno, tolueno, xilenos) en suelo, alcanzé un 50 %

de 1a degradacién durante los primeros 5 dias, llegando a un maximo de 97.7 % en 29 dias.

En otro estudio similar, en donde fué necesario enriquecer los cultivos para aumentar la biomasa
degradadora, se alcanzaron porcentajes de degradacion de tolueno de alrededor de 80 % en un
periodo de una a dos semanas, en medio liquido conteniendo tolueno a una concentracién de
2600 mg/l (Pérez, 1999).

En otras experiencias a nivel de campo, se ha logrado sanear un suelo contaminado con gasolina
y diesel, por adicién de fertilizantes y con el control de la humedad. Después de 6 meses se
disminuyé en 98 % el contenido de combustibles y aparecieron plantas nativas de la regién
{Saval, 1997).
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V. METODOLOGIA

A. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Este trabajo se inicid utilizando un suelo contaminado con diesel proveniente de una zona
industrial localizada en el Distrito Federal al cual se le denominé “suelo A”. En este suelo se
evaluaron algunos pardmetros y se realizaron pruebas de biotratabilidad en charolas y debido a
que demostrd actividad degradadora, a partir de él se obtuvo el indculo inicial para los estudios

que s¢ realizaron con ¢l agua subterrdnea y con el “suelo B”.

El agua subterrdnea y el “suelo B”, que estaban contaminados con mezclas de gasolina y diesel,

fueron obtenidos de una instalacién de almacenamiento de combustibles localizada en el Valle de
México.
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El “suelo B” fue parcialmente caracterizado, utilizando muestras extraidas de diferentes
profundidades, después de las excavaciones realizadas por el personal de campo, todo el suelo se
mezclé y traté por técnicas de bicaumentacidn y biccultivo debide a gue, pricticaments, no
contenia actividad biodegradadora nativa. El inéculo utilizado para el “suelo B”, que provenia
originalmente del “suelo A™, fue epriquecido mediante transferencias en cultivos realizados con

el agua subterrdnea contaminada,

Lag actividades realizadas dentro de este trabajo estuvieron enfocadas, bisicamente, al
seguimiento en el laboratorio de Ia biodegradacién de los combustibles contaminantes de los

suelos A y B, asi como del agua subterrdnea.
B. DESARROLLO EXPERIMENTAL

1. Caracterizacion del suelo “A” y pruebas de biotratabilidad en charolas

El suelo a partir del cual se obtuvo el indculo para las pruebas de biotratabilidad del agua
subterranea, se caracterizd mediante la determinacion de las siguientes variables: pH, humedad,
materia organica, concentracién de nutrimentos, fosforo y nitrégeno, asi como la cuenta de

bacterias degradadoras y la concentracién de hidrocarburos presentes en é1.

El cultivo obtenido durante la cuantificacién de bacterias degradadoras, sirvié como punto de
partida para la obtencion del indculo inicial. Con el mismo suelo “A” se realizaron pruebas de
biotratabilidad en charola, con el fin de establecer un procedimiento para dar seguimiento a la
biodegradacién. Parz ello, se tomd una muestra de suele contaminado de, aproximadamente, 6
kg, una parte se usé para la caracterizacidn v el resto se repartié en 3 charolas de vidrio, cada una
con 2 kg, aproximadamente, ¥ se adicionaron sales inorganicas (sulfato de amonio y fosfato
iricdlcico). La bumedad se mantuvo constante a 25 % durante todo el experimento, con adiciones

de agua segin fuera necesario, las charolas se mantuvieron a temperatura ambiente durante un

periodo de 5 meses.
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Las sales inorganicas se agregaron en forma de fertilizantes, (sulfato de amonio y fosfatoe
tricalcico), en cantidad suficiente para dar una concentracion equivalente a un suelo rico en
nutrimentos, y que fue de 2,000 mg/kg nitrégeno v 12 mg/kg fosforo, tomande como referencia
trabajos realizados con anterioridad (Autry y Ellis, 1992). Las sales se agregaron disueltas en

agua Gnicamente a dos charolas, ya que la tercera sirvié como control.

Aproximadamente, cada mes se tomd una muestra de suelo de aproximadamente, 250 g, para
determinar: pH, humedad, nitrégeno, fésforo, cuenta total de bacterias heterdtrofas, cuenta de

bacterias degradadoras y concentracién de hidrocarburos.

2. Obtencion del inéculo inicial

Se obtuvo a partir del suelo “A™ contaminado con diesel. Para ello, a 1 g de suelo se le adiciond
agua estéril, se agité vigorosamente y se dejé sedimentar; a partir del sobrenadante se prepararon
dituciones que fueron inoculadas en medio sdlido con diesel como tmice substrato. De los
cultivos obtenidos se recuperaron, aproximadamente, 22.5 mi de biomasa, que se agregd a 500 ml
de medio mineral con diesel. A partir de aqui, se hicieron transferencias con volimenes
crecientes de diesel iniciando con una relacién de 40 pl/100 m! de medio, hasta llegar a 200
ul/100 ml de medio. Cada vez, s¢ confirmé la presencia de bacterias degradadoras de diesel en

medio sélido. La Figura V.1 muestra, en forma de diagrama, las actividades realizadas para la
obtencién del indeulo.
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Figura V.1. Obtencion del indeulo inicial de bacterias degradadoras de diesel
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3. Tratamiento de agua subterranea

Después de cbtener el indculo, se realizé un cultivo de prueba con un litro de agua subterrdnea
contaminada extraida de pozos al que se le agregd sales grado reactivo (KILPO, v (NH)LSO4)
como fertilizantes y se suministrd aire con ayuda de una bomba de pecera (Maxima). Se midi6 el

pH antes y después del tratamiento.

Este cultivo prueba, ademis de utilizarse para confirmar la degradacién de diesel, sirvié para
inocular un siguiente cultivo. En la Figura V.2 se esquematiza el procedimiento que se signid, el

cual se describe a contintacion.

Para desarroliar el cultivo 1 se utilizé como indculo una alicuota de 1 litro del cultivo prueba. Del
cultivo 1 se tomo 1 litro para inocular el cultivo 2 y, al término de éste, se procedid de manera
similar para inocular el cultivo 3 y, asi sucesivamente, para los cultivos 4 y 5.

Los cultivos se realizaron en garrafones de 20 litros con 18 litros de agua subterrinea
contaminada extraida de pozos. Para estos cultivos se utilizaron sales en forma de fertilizantes,
fosfato tricdlcico v sulfato de amonio, ya que resulta mas econdmico para el escalamiento al

campo. Se midié el pH al inicio y al final del cultivo.
Un resumen de as caracteristicas de cada cultivo se presenta en la Tabla V. 1.
4, Tratamiento de suelo a nivel piloto

De los cultivos descritos anteriormente, los identificados como 3 y 4 sirvieron para inocular el

suelo contaminado proveniente de las excavaciones.

Para ello, el suelo contaminado se dispuso sobre un plastico grueso sobre el pavimento y se

distribuyé de manera homopgénea. Se agregaron los fertilizantes (fosfato tricdleico y (NH4):8Q4)
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Inéculo inicial

1 litro

17 litros

El indculo inicial s¢ obtiene come describe 1a Fig. V.1

Figura V.2. Obtencién de indculos para biotratamiento de los diferentes lotes
de agua subterranea y suelo contaminados
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disueltos en agua, con ayuda de una pequefia regadera de jardin. De 12 misma forma, se agregaron
los cultivos de bacterias degradadoras distribuyéndolos por todo el suelo. Periédicamente, el
suelo fue removido, con ayuda de una pala, para favorecer el recambio de gases. Se agregd agua

diariamente para mantener la humedad constante entre 25 y 30 %,

Tabla V.1. Caracteristicas de los cultives

Inéculo Sales adicionadas Tiempo
Volumen 10 rato de| fosfat de

Cultivos . total suttato de| fosiato | x

origen alicuota Qitros) amonic | tricdleico | incubacion
@ (g) (dias)

prucba | indculo inicial 22.5ml 1 238 1 4
I cultivo prueba 1 litro 18 45 1548 2
2 cultivo 1 1 litro 18 22.5 7.74 5
3 cultivo 2 1 litro 18 45 15.48 8
4 cultivo 3 I litro 18 225 7.74 8
5 cultivo 4 1 litro 18 45 7.74 8

Nota: todos los cultivos se mantuvieron a temperatura ambiente con aireacién

C. TECNICAS ANALITICAS

Para la caracterizacién del suelo y el seguimiento de las pruebas de biotratabilidad se aplicaron

los signientes analisis:

1. Humedad. Se utilizd la técnica de gravimetria, la cual se basa en [a pérdida de peso que sufre
la muestra tras la evaporacién del agua. La técnica NOM-AA-16-1984 fue modificada para

adaptarla a los estudios con suelo, como sigue:

- Para la determinacidn, se llevaron a peso constante los crisoles de porcelana, colocdndolos en

una mufla (Lindberg), a una temperatura de 550°C por 1 o 2 h. Transcurrido ese tiempo, se
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transfirieron inmediatamente a una estufa (Horno Felisa) por 1 h y después a un desecador hasta

que se enfriaran a temperatura ambiente.

- Una vez frios los crisoles, se pesaron y se adicioné aproximadamente, 5 g de la muestra de
suelo ¥ se anotd el peso, Después, se introdujeron los crisoles con muestra a la estufa {Horno
Felisa) 2 105°C durante 24 h. Transcurrido ese tiempo, se sacaron, sc dejaron enfriar en un
desecador (Nalgene) y se pesaron nuevamente anotando el resultado (balanza OHAUS). Todo lo

anterior se realizé por duplicado en cada muestra (Allison, ef al 1985).

2. pH. Se pesaron 5 g de suelo en un vaso de precipitados de 100 m, se agregaron 10 mi de agua
destilada, (relacién 1:2). Se agité y se dejé reposar durante 30 min., enseguida se midié el pH con
un potenciémetro (Conductronic pH 20) previamente calibrado. En el cago de lag muestras de

agua unicamente se colocé el electrodo dentro de la muestra y se tom6 la lectura (Jackson, 1982).

3. Materia Orginica. La materia orgénica fue determinada por el método de Walkley y Black
(Jackson, 1982),

4. Fasfore. Se determiné mediante el método de Bray P-1, el cual ha sido extensamente
empleado como un indice de fosforo disponible en los suelos siguiendo la técnica de Jackson,
(1982).

5. Nitrégeno. La mayor parte del nitrégeno en 1os suelos se encuentra en forma organica, por lo
que la cuantificacién de nitrégeno total se llevd a cabo de acuerde a Ia técnica de Kjeldahl
modificada (Jackson, 1982), en donde se utilizé un equipo BUCHI 323.

6. Cuenta total de bacterias heterétrofas. La cuenta total de bacterias heterdtrofas se obtuvo en

placas de agar, con medio PYG peptona de caseina-glucosa-extracto de levadura, (MERCK).
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El medio se disolvié en agua destilada, segtin la cantidad a utilizar, se esterilizé a 120°C a una
presién de 15 libras durante 20 minutos, una vez estéril se vacio en cajas petri estériles v se dejo
solidificar. Para inocular las cajas, previamente se realizaron diluciones en solucién isotdnica de
NaCl. Al primer tubo se le agregé 1g de muestra v, de ahi, se realizaron diluciones en serie, 1:10
cada vez, hasta llegar a una dilucidn 10%. Una vez inoculadas las cajas, se incubaron en una estufa
microbiolégica (Felisa), a una temperatura constante de 25°C durante 48 hr., para después Illevar a
cabo ¢l conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC). Las concentraciones se indicaron

como ufc/g.

7. Cuenta de bacterias degradadoras. La cuantificacién de bacterias degradadoras se hizo de
maneta similar a las heterdtrofas, pero utilizando un medio mineral y diesel, sélo ¢ en mezcla con
gasolina como finico substrato. La incubacidn se realizé también a 25°C durante 5 dias y se

procedio al confeo de las unidades formadoras de colonias.

8. Cuantificacién de gasolina y diesel. La cuantificacién de gasolina y diesel se realizd por
cromatografia de gases de acuerdo al método (EPA 8015). Estos anAlisis los realizé un

laboratorio privado que cumple con las disposiciones oficiales bajo las cuales se realizo este
trabajo.

9. Identificacion de cepas. En el coltivo prueba, obtenido con el agua subterrénea contaminada
se realizo la identificacién de bacterias. Inicialmente, se hizo upa tincién de Gram con los
reactivos especificos para dicha técnica (Sigma de México) v, posteriormente, se aplico la técnica
API 20 E para bacterias Gram negativas (No. de catilogo 20120). Se¢ siguieron las instrucciones
indicadas por el proveedor.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Caracterizacion del suelo A

Las caracteristicas del suelo A se presentan en la Tabla VI.1. Se observé un pH alcalino, de 8.38,
lo que permite preferencialmente el crecimiento de bacterias. El porcentaje de humedad fue bajo,
3.63%, debido, principalmente, a la intemperizacién, es posible que la reducida humedad haya

limitado la viabilidad de la flora microbiana nativa.

El contenido de materia orgénica fue de 18.54%, este valor es alto debido a la presencia de los
hidrocarburos contaminantes. La concentracién de nutrimentos, (fosfatos y nitrégeno) fue muy
baja, ya que corresponde a un suelo pobre pero, a pesar de eilo, el contenido de bacterias
degradadoras fue de 3.49 x 10* ufe/g de suelo, no obstante, es una proporcion baja, considerando
que lo deseable para una biorremediacion debe ser, por lo menos, de 10° ufc/g pero, a pesar de

ello, fue una cantidad aceptable ya que estos fucron capaces de adaptarse a las condiciones del
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sitio. Este resultado sugiere que los hidrocarburos ahi presentes estin sirviendo como substratos
para soportar su crecimiento. La concentracién de hidrocarburos presentes en este suelo,
principalmente el diesel, fue de 4 991.65 mg/kg (en base seca).

Tabla VL1. Caracterizaciéon de la muestra de suelo A

Parmetro | Concentracién
rH 8.38
Humedad (%) 3.63
Materia organica (%) 18.54
Fosfatos (mg/kg) 033
Nitrégeno total {mg/kg) 4577
Nitrdgeno amoniacal (ing/kg) 372.06
Bacterias degradadoras de
L ] e 349 x 10"
diesel industrial {ufc/g de suelo)

Tomando en cuenta que el contenido de bacterias degradadoras fue adecuado, se tomé la decisién

de generar, a partir de este suelo A, un indculo para ser utilizado en una escala mayor.

Es importante mencionar que la presencia de hidrocarburos en el suelo A, permitié que las
bacterias se adaptaran a éstos, utilizindolos como substrato. Lo anterior confimma que 1a flora
miicrobiana nativa, en presencia de contaminantes, se sometié a un proceso de seleccion natural,

en el que los microorganismos sobrevivientes fueron aquellos que desarrollaron una capacidad
degradadora (Saval, 1998).

B. Pruebas de biotratabilidad del suelo “A” en charolas

Se realiz6 por duplicado, ademas de tener un control al que no se le adicionaron nutrimentos. La

concentracién inicial de diesel fue de 4 991.65 mg/kg. En la charola 1, 1a concentracion de diesel
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se redujo en un 99.35%, quedando 32.13 mg'kg del diesel residual (0.65%) en cuatro meses de

tratamiento. Al quinto mes, ya no se detectd presencia de hidrocarburos.

De igual forma, en la charcla 2 la concentracion de diesel se redujo, en cuatro meses de
tratamiento, en un 96.29 %, quedando 184.73 mg/kg de diesel residual, equivalentes a 3.71 %.

En la charola control, la concentracion de diesel se redujo en un 90.34 %, quedando 37.33 mg/ke
de diese] residual, esto es un 9.66 % en cuatro meses de tratamiento. Al quinto mes ya no se

detectd presencia de hidrocarburos.

En la Figura VL1, se presenta la evolucion de la concentracion de diesel residual con respecto al
tiempo. Como se puede observar, en ambas charolas, el porcentaje de diesel fue bajando
progresivamente, esto confirma que los microorganismos se encontraban adaptados a la presencia
del diesel y que la adicién de nutrimentos y el control de humedad dieron condiciones favorables
para la eliminacién de los hidrocarburos. Al final de los 5 meses de tratamiento, €l pH fue de 7.3.
En la charola control, también se dio una reduccién dei diesel pero de una manera mas lenta

comparado con las charolas 1 y 2, esto debido 2 la falta de nutrimentos externos.

100

80 -

60 -

% DE DIESEL RESIDUAL

40 |
i ~e—Contral ! |
20 1 | ~=—Charola 1!
—a-—Charola 2 E
0 T T -
0 1 2 3 4

TIEMPO (meses)

Figura. VL1. Evolucién de la degradacitn de diesel
durante las pruebas de tratabilidad
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En los perfiles cromatograficos de diesel, obtenidos durante las prucbas de biotratabilidad que se
presentan en la Figura V1.2, se observa que, conforme va avanzando el tratamiento, hay una
reduccion en el tamafio de los picos y una modificacién del perfil como consecuencia de Ia
biodegradacitn; incluso hay una desaparicion de éstos hacia el cuarto y quinto mes, donde ya no

se detectd 1a presencia de hidrocarburos.
C. Caracteristicas del suelo “B* en el sitio contaminado

El suelo B present6 una consistencia arcillo-limosa, que ocasiona una baja permeabilidad. Mostré
particulas con didmetros entre 0.002 y 0.05 mm y ain menores. Fsta determinacién fue
importante, ya que es necesario conocer la facilidad con a que un suelo puede ser tratado,
especificamente, si permitiriz la aireacién y si podrd mantener la humedad, lo cual hace que fa

actividad biolégica del suelo esté determinada, en gran medida, por su textura.

La porosidad es de gran importancia también, ya que el espacio poroso depende de la estructura,
del contenido de materia organica y de la textura. En suelos arcillosos, como el que se analizd,
los poros son generalmente pequefios, a diferencia de los suelos arenosos donde los poros son
grandes, aunque el espacio poroso es menor. El tamaiio de los poros y ¢l espacio poroso total
afectan el movimiento y retencién de agua; en suelos arenosos, el agua se mueve rapidamente a
través de los poros grandes, pero se retiene poco. En cambio, en suelos arcillosos, los numerosos
microporos contribuyen a una mayor retencién de agua (Alexander, 1994), por ello en este caso

fue posible mantener la humedad constante entre 25 v 30 %.

En el suelo “B”, se encontré que la cuenta total de bacterias heterdtrofas de 5.4 x 10* ufc/g de
suelo, resulté muy baja respecto a la de un suelo normal, que es de 107 a 10° ufe/g de suelo (Wild,
1992).
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Al realizar la cuantificacidn de bacterdas degradadoras de diesel, éstas no se detectaron, esto
puede ser consecuencia de la presencia de los hidrocarburos, en fase libre, que puede estar

ocasionando una inhibicién del crecimiento bacteriano.
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Figura. VL.2. Evolucién de los perfiles cromatograficos de diesel en el suelo A durante las
pruebas de biotratabilidad
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La concentracion de hidrocarburos puede afectar la biodegradabilidad debido a la toxicidad de
éstos sobre los organismos degradadores. Altas concentraciones de hidrocarburos pueden ser
inhibitorias para ciertos microorganismos, y la concentracion a la cual ocurre inhibicién varia con

¢l compuesto y con la especie bacteriana, ademds de otros factores que también son importantes.

El pH del suelo “B”, en el sitio, se incrementd conforme se avanzé en la profundidad. Fue de 8.5
en la superficie y de 9.55 2 2.58 m, como se observa en la Figura VL3. Estos valores altos de pH
también, pueden estar limitando la actividad microbiana, muy probablemente este sea otro

elemento por ¢l que la cuenta total de bacterias heterdtrofas sea baja.

Aunque no se ha encontrado en la literatura informacion sobre el efecto de los hidrocarburos
sobre el pH del suelo, en otro trabajo que se realizé, simultanecamente a éste, se pudo confirmar
que la presencia de diesel aumenta el pH de un suelo; probablemente un efecto de superficie

“bloquea™ los sitios ionizabies en la estructura del suelo (Romero Arce, 2000).
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Figura VL.3. Perfil de pH del
suelo B en ¢l sitio contaminado
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De manera similar al pH, el contenido de diesel en el sitio, presentd concentraciones crecientes a
medida que se avanzd en profundidad hasta 3 m, después tendié a disminuir. En el caso de la
gasolina, se detectd presencia de trazas sdlo en algunas profindidades, (Figura VI.4). En este
caso, la mayor concentracién corresponde a la profundidad a la que se encuentra el nivel de las
aguas fredticas, por lo que debido a que el diesel, por su baja densidad respecto al agua, tiende a
flotar sobre ella. A esta profundidad es donde ocurre la adsorcién de los hidrocarburos al suelo,
mds aun, debido a que las arcillas tienen alto contenido de materia orgénica y esto ocasionz una

mayor afinidad por los hidrocarburos.
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Figura. Vi.4. Perfil de la concentracién de diesel
en el sitio contaminado

Debido a las condiciones poco favorables para realizar la biorremediacién de! suelo B, en el

propio sitio, se decidié excavarlo para darle tratamiento externo (ex situ).
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Por otro lado, la ausencia de bacterias nativas degradadoras de diesel no podfa garantizar una
biodegradacién en esas condiciones, por lo que se hizo necesaria la adicidn de indculos de

bacterias activas y de nutrimentos,

Con la finalidad de que el estudio pudiera ejemplificar 1a solucién a un problema real, los
inéculos para la biorremediacién del suclo B se produjeron en un medio preparado con el agua
subterrénea contaminada con diesel, proveniente del mismo sitio. Asi, al mismo tiempo que se
saneé el agua subterranea, se produjo un indculo necesario para sanear el suelo. En las secciones

siguientes se dan mayores detalles.
D. Biotratamiento de agua subterrinea contaminada con diesel

Se did tratamiento a 6 lotes de agua subterrinea contaminada, al primero, se le llamé cultivo
prueba y tuvo la particularidad de tener los hidrocarburos disueltos en Ia fase acuosa debido a la
presencia de agentes tensoactivos. En los 5 lotes restantes, numerados del 1 al 5, se observd un
sistema de 2 fases, la fase orgénica flotando sobre la fase acuosz y una interfase emulsionada.

Los resultados de todas las pruebas, se integraron en ta Tabla VL2

En el lote prueba, se observé un cambio en el pH como consecuencia de la actividad metabdlica,
el valor inicial fue de 5.8 v el final de 8.8. A los 4 dias se observo la desaparicidn de los
hidrocarburos y un aumento en la biomasa, que se pudo apreciar por la turbidez del medio.
Debido a la urgencia de realizar estas pruebas para dar solucidn al problema en campo, ne hubo
posibilidad de cuantificar el crecimiento, Gnicamente se estimé el diesel residuval al inicio y

término de cada cultivo.

Al comprobar la presencia de bacterias degradadoras de hidrocarburos en ¢l lote prueba, conun
orden de magnitud de 1.43 x 108 ufc/ml, se aseguraron condiciones adecuadas para que pudiera
llevarse a cabo la biorremediacion del suelo “B”. En este cultivo prueba se encontrd que las

bacterias que estuvieron presentes en mayor proporcién, correspondian a Pseudomonas cepacia.
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Tabla V1.2. Resultados obtenidos en los diferentes lotes de agua subterranea contaminada
sometida a biotratabilidad

. %
Presencia Tiempo iy N
Lote de del cultivo pH Concentracm? u?gell l):idrocarburos Aprgzlll:ado
hidrocarburos (dias) biodegradacion
inicio | final inicie final
. diesel 15,181.20 | diesel 538 99.97
Prugha ® | disuelios 4 58 1 88 | colina 126360 |gasolina  ND 100
X en fase libre - | gyg | dissel+gasolina |diesel 5179 79.69
emulsionado > 25,500 gasolina  ND 100
) en fas; libre 5 %14 i diesel + gasolina | diesel 18.80 99.89
emulsionado > 17,000 gasolina ND 100
\ en fase libre . sgs | gao | dieseltgasolina |diesel 31836 9136103
y . : > 17,000 gasolina ND
emulsionado
A en fase libre g 257 | gas | diesel+gasolina |diesel 15570 99.23
cmulsionado > 20,000 gasolina  ND 100
s en fase libre g 721 | g3 | diesel+gasolina | diesel 37.30 99.82
emulsionado > 20,000 gasolina  ND 100

*Hidrocarbutos disueltos por la presencia de agentes tensoactivos

Lo anterior coincide con los estudios reatizados por Juhasz et al. (1996, 1997),

en los que se

aislaron y caracterizaron tres variedades de Pseudomonas cepacia a partir de suelos

contaminados con hidrocarburos poliaromaéticos. Las cepas fueron capaces de utilizar a éstos

hidrocarburos como énica fuente de carbono y energia.

En cuanto a la presencia de hidrocarburos en el agua subterrinea del cultive prueba, la
concentracion de diesel disminuyd de 15,181.20 mg/l a 5.8 mg/i, mientras que la gasolina se

redujo de 1,263.60 mg/l a concentraciones no detectables, Tabla V1.2, En este caso particular, se
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puede afirmar que ia reduccién en la concentracién de gasolina se debié a la degradacion y no a
una volatilizacién debida a la aireacién que se aplicé al cultivo, ya que se trataba de los

hidrocarburos de mayor peso molecular y poco volatiles.

Es muy probable, que el tiempo que tomé Ia degradacién haya sido corto, de 4 dias, ya que los
hidrocarburos estaban solubilizados en la fase acuosa debido a la presencia de agentes

tensoactivos que se habian introducido al subsuelo durante el saneamiento en camipo.

En el cultivo 1, la concentracién de Ia2 mezcla de diesel v gasolina fie mayor a 25,500 mg/l. Este
dato se estirné a partir del volumen de hidrocarburos que flotaban sobre el agua en el recipiente.
Después de 12 dias de cultivo, la concentracion bajé a 5,179 mg/l, para diesel, Tabla V12,
mientras que la gasolina ya fue no detectable. Esto indica que la biodegradacién fue
aproximadamente de 79.69 %.

En el cultivo 2, la biodegradacion se observé en un tiempo de 5 dias, donde la concentracién de
hidrocarburos se redujo de mas de 17,000 mg/1 a 18.80 mg/l en el caso de diesel, mientras que la
gasolina no fue detectable. Se debe aclarar, que los cultivos se dieron por terminados cuando ya
no se observd la capa “flotante™ de hidrocarburos ya que, como se dijo anteriormente, Ia urgencia

por realizar las pruebas no permitié realizar determinaciones complementarias.

El perfil cromatografico de estdndares de gasolina y diesel, se presenta en la Figura VI.5. Los
hidrocarburos contenidos en la gasolina son mas ligeros y volatiles, por 1o que presentan tiempos
de retencidn cortos. En cambio, los hidrocarburos del diesel tienen mayor peso molecular, por lo
que presentan mayor tiempo de retencién comparade con la gasolina, Para el diesel, estos
tiempos de retencién son muy cercanos entre si, por eilo la linea base presentz una forma de

campana (Saval, 1997).
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Figura. V1.5, Perfiles cromatograficos de estindares de diesel v gasolina

La Figura V1.6 corresponde al perfil cromatografico obtenido para la muestra del lote 2 al inicio
del cultivo, en &l se observa la presencia de una minima cantidad de hidrocarburos de la gasolina,
en comparacion con el alto contenido de hidrocarburos del diesel. Después de 5 dias de
tratamiento, s¢ observd una disminucion en la respuesta del cromatégrafo, Figura V1.6 los picos
de la gasolina fueron no detectables v, en el caso del diesel, hubo una notable reduccion en el
tamafio de los picos, asi como un ligero cambio en el perfil tipico. La concentracién final de

diesel fue de 18.80 mg/l, que corresponde a un 99.89 % de biodegradacién.

En el cultivo 3, la concentracién de hidrocarburos se redujo de mas de 17,000 mg/l a 318.36 mg/l,
para el caso del diesel, mientras que la gasolina ya no fue detectable, En la Figura V1.7 se observa
el perfil cromatogréfico obtenido para este lote, en el que la proporcién de gasolina fue minima
respecto al diesel. Después de 8 dias de tratamiento se observd, también, una disminucién en los

picos del diesel, mieniras que los de la gasolina fueron no detectables.
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Figura. VL6. Perfil cromatografico de muestras de agua subterranea del lote 2,

Figura. V1.7. Perfiles cromatograficos de la muestra de agua subterrinea del lote 3,
(A} inicio del cultivo (B) 8 dias del biotratamiento
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En los cultivos 4 y 5, 1a concentracién de hidrocarburos se redujo de maés de 20,000 mg/l a 155.70
mg/l y 37.30 mg/l, respectivamente, para el diesel, mientras que la gasolina ya no fue detectable
(Tabla VI.2). La Figura V1.8 corresponde a los perfiles cromatogréficos obtenido para las
muestras de los lotes 4 y 5 al inicio del cultivo, se observa un alto contenido de hidrocarburos del

diesel y practicamenie ausencia de gasolina,

o 5 10 15 20 nln, 7] 5 10 15 20

Figura. VL8, Perfil cromatografico de las muestras de agua subterranea iniciales
del lote 4 (A) v 5 (B)

En los cultives 3, 4 y 5 (Tabla V1.2) si se pudo observar 1a modificacion del pH inicial que, en

todos los casos, tendié a aumentar por arriba de 8 al final del cultivo.

Con excepcidn del cultivo 1, donde la concentracién de hidrocarburos al inicio fue muy alta, en

los lotes 2 a 5 se alcanzaron muy altos poreentajes de biodegradacion, casi del 100 %.
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E. Biorremediacion del suelo “B* a escala de demostracién

La distribucidn de gasclina y diesel adsorbidos al suelo en el sitio contaminado fue muy irregular.
Se encontraren puntos en donde las concentraciones fueron muy altas, de 20,000 mg/kg, mientras
que en otros puntos fue de alrededor de 1000 mg/kg.

Para dar tratamiento al suelo fue necesario hacer una excavacitn; una vez que se tuvo el suelo en
la superficie se homogeneizé sobre un plastico grueso que evitara el contacto con el pavimento.
El suelo se revolvié con ayuda de una pala. La concentracion de diesel en el suelo homogéneo

fire ligeramente superior a 6000 mg/kg.

Se puso especial cuidado para mantener constante la humedad, entre 25 y 30 %. En un estudio,
realizado por Jackson (1990), se indica que para la biorremediacién de suelos contaminados se
requiere un contenido de humedad minimo de 20 %. La humedad proporcionada fue satisfactoria

para la actividad microbiana.

Las sales en forma de fertilizantes fueron adicionadas una sola vez al inicio, ya que también se
estaban adicionando las cantidades remanentes de los cultivos provenientes de los lotes 3 v 4 del
agua subterrdsea sometida a biotratabilidad. En la Figura V1.9 se presenta una vista en campo de

la manera en que se lievé a cabo la inoculacién del suelo y su homogeneizacion,

Después de un mes de tratamiento la concentracién de gasolina fue de 4.54 mg/kg y la de diesel

de 43.23 mg/kg; al mes y medio, la concentracién de diesel fue de 14.52 mg/kg mientras que la
gasolina ya no fue detectable, (Tabla VI.3).
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Tabla V1.3. Anilisis de hidrocarburos del suelo “B”

Andlisis Suelo contaminado
Aates del Después de un mes de Después de un mes y medio de
tratamiento tratamiento tratamiento
mg/kg mg/kg | % Eliminacién mg/kg % Eliminaci6n
Diesel 6256 43.23 99.31 14.52 99.77
Gasolina 313 4.54 98.54 ND 100

En la Figura VI.10 se observa el perfil cromatografico del suelo B, donde se observa que al inicio

es una mezela de diesel y gasolina. Después del tratamiento, se observd la desaparicién de Ia

gasolina y que los picos del diesel disminuyeron casi en su totalidad. Es posible que los

hidrocarburos mds pesados o dificiles de degradar por los microorganismos sean los que hayan

guedado presentes en una minkma concentracién.

Figura, VL9. Vista en campo de las actividades de biorremediacién del suelo B
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Figura. V110. Perfiles cromatogréficos del suelo B, (A) inicio del tratamiento, (B)
después del tratamiento
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CONCLUSIONES

» Los tratamientos aplicados al suelo y agua subterrdnea resultaron satisfactorios para la

degradacidn de los hidrocarburos presentes en los mismos.

> Se comprobé la biodegradacién de los hidrocarburos a través del seguimiento analitico

del diesel por cromatografia de gases.

» La biodegradacién de los hidrocarburos presentes en el suelo se favorecié con la adicién

de nutrimentos (bioestimulacidn).

» La obtencién de un indeulo inicial 2 partir de un suelo rico en bacterias degradadoras fue

adecuado, ya que se redujeron los tiempos de adaptacién para el tratamiento del suelo.
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El cultivo de bacterias degradadoras de diesel, obtenido del suelo A, fue capaz de
aclimatarse a las condiciones que imperaron en el suelo B, ya que se trataba del mismo

combustible contaminante.

El tratamiento de agua subterrnea a través del cultivo con bacterias degradadoras resultd

favorable para su saneamiento.

El cambio en la pureza de las sales de grado reactivo, a fertilizante durante ¢l tratamiento

del agua subterrdnea no influyé en el proceso de biodegradacion.

A través de los perfiles de pH y concentracién de hidrocarburos del suelo B en el sitio
contaminado, se pudo observar la influencia de éstos pardmetros sobre la actividad

microbiana.

La experimentacién hecha resalta la importancia de realizar pruebas de biotratabilidad
antes de la aplicacidén de una estrategia de biorremediacidn en el propio sitio

contaminado.

La aplicacién de una estrategia de biorremediacidén de acuerdo a las necesidades del sitio

favorecié la biodegradacién de los hidrocarburos presentes.
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ANEXQO

Biotratamiento de agua subterranea contaminada
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ANEXO

Vista en campo de las actividades de biorremediacion del suelo B
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