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E{ suelo, sostiene, soporta, insinia el camino de
fa humanidad. Guarda en su superficie o en las oquedades [a
huella humana, el paso del fombre por su acontecer
historico, social, cientifico. Es el suelo matriz y mortaja,
paraddjicamente: el fiombre come del suelo: ef suefo se come

al hombre.

M. en C. Nicolds Aguilera Herrera
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RESUMEN

RESUMEN

“Antes de aplicar eén camipo un proceso de biorremediacion a suelos contaminados, es conveniente
llevar a cabo pruebas de biotratabilidad. En este trabajo se presentan los resultados de pruebas de
biotratabilidad, a nivel de mesocosmos, de un suelo contaminado con diesel, utilizando dos tipos de

materiales diluyentes: composta y fibra de coco.

Los experimentos se realizaron con un suelo que fue contaminado con diesel aproximadamente 12
afios atrds, con una concentracin de diesel de 86,926 mgkg'. Como contro! se utilizé una muestra de suelo
limpio obtenida de un sitio cercano al cc;n—:ﬁhin.ad'c;.. Se realizd la caracterizacion fisica, quimica ¥
microbiologica de ambos suelos. Las pruebas de biotratabilidad se realizaron en recipientes de vidrio de 3 kg
de capacidad a 26°C y humedad constante, en 2 etapas. En la primera etapa se realizaron 4 pruebas por
triplicado con las siguientes combinaciones: suelo/composta; suelo/composta/fertilizantes; suelo/fibra de
coco; suelo/fibra de coco/fertilizantes. En la segunda etapa se realizaron 3 pruebas por cuadruplicado:
suelo/composta/fibra de coco, suelo/composta/fibra de coco/fertilizantes, suelo/composta/fibra de coco/harina
de hueso. l.a cantidad de los diluyentes se agregd para tener una concentracién de diesel de 30,000 mg/kg.
Los fertilizantes {urea y superfosfato triple) se adicionaron para tener una relacion C:N-NH,:P-PO," de
100:15:0.1 y 100:10:0.1, para la primera y segunda etapas, respectivamente. En la segunda etapa se adicioné
harina de hueso como fuente de fosfatos y amonio. Se realizaron 2 muestreos, a los 40 y 80 dias para evaluar
diesel residual, consumo de fosfatos y amonio, consumo de O, produccion de CO,, cantidad de hongos.
Jevaduras, bacterias amonificantes y bacterias degradadoras. Los resultados fueron comparados con el tiempo
cero. Al final de cada tratamiento se evalut el efecto del diesel residual en la germinacidn y crecimiento de
semillas de alpiste (Phalaris canariensis Ly v de jitomate (Lycopersicum esculentum L). Los resultados
obtenidos indican un porcentaje de degradacion de diesel en la muestra control del 21.25 % por la gran
actividad degradadora de los microorganismos nativos. Los mads altos porcentajes de degradacion se
obtuvieron en los tratamientos: suelo/composta. suelo/composta/fibra de coco/harina de hueso.
suelo/composta’fibra de coco-y suelo/fibra de coco, de 72.25.68.48, 63.28 v 60.69 % respectivamente. La -
adicion de fertilizantes no tuvo efecto favorable en la degradacién del contaminante, inclusoe se regisied efecto
1oxico v/o inhibitorio del nitrégeno sobre los microorgznismos. Los porcentajes de germinacion y emergencia
de Phalaris canariensis fueron arriba del 60 % en 1odos los casos. lo que indica su baja sensibilidad al

contaminante. mientras que la especie Lycopersicum esculentum fue muy sensible a concentraciones de diesel -

superiores a 20,000 mg/kg.
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INTRODTCOION

INTRODUCCION

El rapido avance en la industrializacién y tecnologia junto con cambios en el manejo de los recursos
naturales han ocasionado no solamente ventajas a la sociedad humana, sino también, enormes problemas
ambientales, entre éstos, se han incrementado los derrames y fugas de hidrocarburos refinados del petroleo a. ..
suelos y cuerpos de agug_sppgrﬁc_iales Yy subterrineos. En México, tan sdlo durante el.periodo de junio de
1990 a diciembre de 1995 se registraron 36 accidentes en los que el diesel estuvo presente, y 110 para el

periodo de 1993 a 1996.

Existen muchas alternativas para la limpieza de los sitios que han sido impactados por derrames de
hidrocarburos, Una alternativa de saneamiento con importante auge a nivel mundial es la biorremediacién.
Esta tecnologia se basa en la capacidad de los microorganismos para transformar contaminantes orgdnicos en
compuesios quimicamente mas sencitlos y deseablemente inocuos al ambiente. Algunos compuestos, como
los hidrocarburos, pueden llegar a ser completamente mineralizados. Sin embargo, antes de aplicar en campo
un proceso de biorremediacion a suelos contaminados. es conveniente llevar a cabo estudios de

biotratabilidad.

A través de los estudios de biotratabilidad es posible obtener informacion sobre aspectos como: el
potencial de los microorganismos nativos para degradar los contaminantes, los niveles maximos de limpieza
gue se pueden alcanzar en un suelo en particular, Ia deteccién de algiin componente toxico para la actividad

microbiana, v las condiciones microambientales propicias para la biorremediacidn.

Las pruebas de biotratabilidad son determinantes para responder a la posibilidad de aplicar
biorremediacion en un suelo contaminado en particular, La capacidad de biodegradacién de los
mic.roorganismos depende de las caracteristicas fisicas, quimicas v microbiologicas del suelo v de las
propiedades quimicas del contaminante. Con base en la informacion de la caracterizacion del sitio v las
condiciones optimas de degradacion se puede determinar la factibilidad de una tecnologia de biorremediacion

para un sitio especifico.

Domingucz Arricta Adriana 1
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INTRODECCION

La utilizacién de composta ¥ desechos agroindustriales conto la fibra de coco, ha sido propuesta por
varios autores como una solucidn a bajo costo v tecnologicamente aceptable para la remediacion de suelos

contaminadas con hidrocarburos.

A pesar de que la biorremediacién ha tomado importante auge v que de hecho se aplica en campo a
escala real, existe poca literatura referida al procedimiento adecuado para realizar las pruebas de
biotratabilidad a escala laboraterio, de ahi la necesidad de realizar mas trabajos enfocados en la realizacion de
este tipo de estudios que sirvan como base para la realizacion de proyectos de biorremediacion, y que los
resultados obtenidos en ellas puedan ser escalados mas eficazmente a otros niveles de operacion, al predecir

lo que pueda ocurrir en campe durante el proceso de biorremediacién de un suelo contaminado.

Se ha venido trabajando en el laboratorio de Bioprocesos Ambientales del Instituto de Ingenieria con
suelos contaminados con diesel. buscando alternativas amables al ambiente v eficientes en la reduccion de los
niveles de contaminantes, la realizacién de este proyecto contribuve a las investigaciones que se estdn

realizando.

e r——
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ORJETIVNOS

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL -~ :

Implementar pruebas de biotratabilidad, a nivel de laboratorio, de un suelo contaminado con diesel

mediante el uso de texturizantes organicos
OBJETIVOS PARTICULARES

= Evaluar el efecto de dos diluyentes y texturizantes en el suelo contaminado

Cuantificar la degradacion de diesel

= Observar la evolucion de las comunidades microbianas presentes en el suelo

= Cuantificar el consumo de nutrimentos durante el tratamiento

= Evaluar el efecto del diesel residual al final del tratamiento sobre la germinacion de semillas y

emergencia de las plantulas.

:
M
e

Pomingucz Arrieta Adrisna =
2
2001



MARCO TEORICO
— e — A — — S ——— — m—

I. MARCO TEORICO

Los derrames accidentales de hidrocarburos en suelos v acuiferos son una inevitable consecuencia de
las actividades propias de la industria petrolera como son; extraccion, refinacion, transporte. distribucion,
almacenamiento y comercializacion _de combustibles; ademdas de otras indu_stﬁ;ls,_ como son: fabricacién de_
pinturas, hules y pegamentos, industrias electrénica y mecénica '(S‘a_l_val, }995). Estos derfames ha_n impact'flkc‘ip .
al ambiente causando la contaminacién de grandes extensiones dg,s_uelo v el deterioro de los cuerpos de agua
superficiales y subterrneos. Las consecuencias ecoldgicas de esta contaminacion varian dependiendo de la
magnitud de! derrame, la composicién quimica de los contaminantes y la naturaleza del ecosistema

contaminado {Atlas, 1981; Frankenberger, 1988).

Las autoridades y compatifas de muchas ciudades industriales estan haciendo grandes esfuerzos para
establecer técnicas ¢ficientes v razonables para la remediacién de sitios que han sido contaminados con

diferentes tipos v cantidades de hidrocarburos {Kistner et af., 1993).

A. CONTAMINACION DEL SUELO CON DIESEL

La industria ferrocarrilera es una de las principales fuentes de contaminacién por diesel en suelo. El
diesel es usado como combustible para locomotoras, por lo que millones de galones son almacenados v
transportados como parte de las operaciones cotidianas. Sin embargo, esta industria no es la unica fuente de
contaminacion con diesel, ya que éste es también ampliamente usado como combustible para generadores de

energia eléctrica y como disolvente para la limpieza de partes automotrices (Dineen, 1992).

E! diesel es producido en columnas fraccionadoras como un destilado medio de hidrocarburos del
petroleo. La composicién quimica especifica y las propiedades de destilacion varian dependiendo de las
caracteristicas del crudo a pamr del cual se dcsnlan Sin embargo. es bnen sabido que el diesel ¢s una mezcla
COn]p]EJ'l de diferemes hldromrburos con un namero de carbonos de 9 a 0. predommantememe v tiene un
punto de ebuilicion de 282-338 °C. Las parafinas (alcanos normales, ramificados y ciclices) son los

componentes mas abundantes del diesel (entre el 65 y 85 %), predominando los de sustitucion mono, di v

W
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trimetil, dentro de ésta categoria estin ¢l pristano (2.6,10,14-tetrametil pentadecano) v fitano (2.6,10.14-
tetrametil hexadecano), va que estin presentes normalmente en concentraciones significativas y pueden ser

identificados facilmente por cromatografia de gases.

.os componentes aromaticos estin presentes en el diesel en un 10 a 30 %. incluvendo compuestos
mono v poliaromaticos (Block et af. 1991). Debido a la forma de produccion de! diese! son removidos
durante la destilacion todos los hidrocarburos de bajo peso molecular (C1 a C8). ademas de la mayoria de los
compuestos aromaticos voldtiles como benceno, tolueno, xileno v etilbenceno. v compuestos poliaromaticos
(HPA’s) que tienen un punto de ebulhmén mas alto. Umcamente estan presentes en el dlese]
concentraciones variables, los HPA’s de menor peso molecular como naftaleno metllnaﬂaleno y

fenantreno, v aromaticos con presion de vapor mas baja como el tolueno {Dineen. 1992).

Aunque el diesel en suelos no es realmente una amenaza ambiental en términos de riesgo a la salud.
el combustible puede migrar a tos acuiferos sublerraneos que abastecen a las comunidades e impactarlos. Los
componentes individuales del diesel en agua si podrian tener efectos a la salud. De los componentes
aromaticos volatiles el tolueno es ¢l que se encuentra mas frecuentemente en el diesel v es el de mas alto
riesgo debido a la inhalacion de los vapores. De los hidrocarburos poliaromaticos, los que comunmente se
encuentran en diesel v tienen mas alto riesgo a la salud por ingestion son naftaleno. 2-metiinaftaleno v
fenantreno. Sin embargo, cuando existe baja concentracién de estos compuestos en el diesel presente en el
suelo, el riesgo resulta ser extremadamente bajo, por tanto. los requerimientos para la remediacién v los
criterios especificos de limpieza se basan mds en la proteccion de la calidad de las aguas subterrineas (Block

et al., 1991; Dineen, 1992).

Las alternativas de remediacion de suelos contaminados con diesel son. basicamente, las mismas que
para cualquier suclo contaminado con hidrocarburos del petroleo. pero las caracteristicas del diesel en
relacién con otros productos del petréleo como su baja volatilidad, bajo riesgo a la salud, baja viscosidad, v
_mayor ﬁmhdad de blodeorad'mon permnen una mayor amplnud de opciones de tratamiento, entre eflas, fa

biorremediacion. que es 1'1 allernama mas ampliamente aplicada (Dineen. 1992).

%
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B. BIORREMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS CON
HIDROCARBUROS

La biorremediacion es una de las tecnologias novedosas mas prometedoras para el tratamiento de
suelos v acuiferos contaminados con compuestos orginicos. ya que puede ser llevada a cabo a un bajo costo v,
constituir una forma eficiente para la destruccion de compuestos considerados como peligrosos y que estin
presentes en sitios donde han ocurrido derrames de hidrocarbures. Es un proceso en el que intervienen
microorganismos con capacidad para transformar gran variedad de contaminantes orgdnicos del suelo en
compuestos menos t6xicos, algunos compuestos como los hidrocarburos pueden ser completamente
. e e e P TR TE S SRR
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mineralizados.

En las tecnologias de biorremediacion se explota la capacidad de aclimatacion que los
microorganismos han desarroliado bajo las condiciones que imperan en el sitio contaminado. Dichas
condiciones pueden legar a ser adversas para su supervivencia, pero las diferentes poblaciones se adaptan
enire si interactuando de manera sinérgica con la cual se logra la degradacion del contaminante (Saval. 1995).
Participan los microorganismos nativos del suelo, principalmente bacterias, hongos v levaduras, que
requieren nutrimentos esenciales para sobrevivir, tales como nitrégeno. fosforo, azufre v elementos traza: asi

como fuentes de carbono y energia. éstas dltimas pueden ser los propios contaminantes (USEPA, 1991a),

Existen varios tipos de tecnologias que pueden ser aplicadas para la biorremediacion de suelos v

- acuiferos contaminados, cono son:

1} Bioestimulacién. Adicion de estimulantes de la actividad de la comunidad microbiana autéctona
como nutrimentos esenciales, co-sustratos ¢ aceptores finales de electrones.

2) Bioaumentacién. Inoculacién de microorganismos al sitio contaminado cuando la poblacion
autdctona carece de capacidad degradadora, o esta en muy baja proporcién.

- 3) -Bioventeo. Suministro de oxigeno a través del suelo para su aprovechamiento como aceptor final de -

electrones por la poblacion microbiana aerobia nativa o exdgena.

4) Biolabranza. Tratamiento en fase sélida; generalmente se realiza extendiendo el suelo sobre
superficies amplias para favorecer Ja aireacion natural.

3) - Biosorcién o bioacumulacion. Uso de microorganismos con afinidad para absorber metales bajo

ciertas condiciones, generalmente se aplica en fase liquida.

Adriana Dominguez Arrieta 6
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6) Bioconversién o biotransformacion. Uso de microorganismos con capacidad para transformar
compuestos toxicos a entidades quimicas inocuas

7) Biocomposteo. El material contaminado se coloca sobre la superficie del terreno en forma de pilas
que se cubren para crear condiciones terméfilas, periddicamente se mezcla para favorecer la

aireacion (Korda ef ol 1977: Saval, 1995).

Para llevar a cabo un proceso de biorremediacion de una manera adecuada se requiere realizar los

siguientes pasos:

Investigacion y caracterizacion del sitio contaminado. El conocimiento de fas caracteristicas del
sitio permite determinar ¢! potencial de biorremediacidn del mismo y nos permite predecir el comportamiento
y destino de los contaminantes en el suelo. Una adecuada caracterizacion del sitio incluye: localizacion del

sitio, extension y profundidad de 1a contaminacion, tipo de suelo, textura, humedad, v pH, entre otros.

Identificacién de los contaminantes. El éxito de la biorremediacion depende grandemente en la
identificacion del tipo de contaminante presente, ya que de esta manera se puede obtener mas informacion del
mismo, como es su composicién quimica, concentracidn, toxicidad, biodisponibilidad, solubilidad, sorcion

(Sims er al., 1990).

Caracterizacion microbioldgica del suelo. Las caracteristicas microbiotdgicas del suelo indican si el
sitio tiene una comunidad viable que pueda llevar a cabo la biodegradacidn del contaminante, para esto. es
importante determinar la distribucién, el tipo y el nimero de microorganismos presentes en el suelo (Rogers

et al., 1993).

Pruebas de Biotratabilidad. Estos estudios se llevan a cabo para evaluar la capacidad degradadora de

los microcrganismos, mediante el estudio de cinéticas de la biodegradacion del contaminante (Sims et af.,

Existe upa gran cantidad de compuestos contaminantes que pueden ser tratados por biorremediacidn.
entre ellos estan: hidrocarburos del petréleo: materiales del tratamiento de la madera como crecsota y
pentaclorofenol: solventes como acetona, cetonas v alcoholes; v compuestos aromiticos como b_enceno,
tolueno. xilenos v fencles (USEPA, 1991b). No obstante, se debe entender que cada suelo tiene caracteristicas
fisicas. quimicas y bioldgicas diferentes y que no existen reglas generales para que los microorganismos se

adapten a cualquier habitat en particular (Saval, 2000).

m
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C. EL PAPEL DE LOS MICROORGANISMOS EN LA BIORREMEDIACION

El suelo es un sistema altamente complejo, caracterizado por tener una variedad de procesos fisicos.
quimicos y biologicos que son influenciados por factores ambientales. Los microorganismos que habitan el
suelo, junto con las enzimas extracelulares, conducen las reacciones métabélicas, por fo que juegan un papel
muy importante en la descomposicion de la materia organica y en los ciclos de los nutrimentos esenciales. La
integridad de la capacidad metabdlica de la microbiota es requisito fundamental para cualquier concepto de

proteccién, biorremediacién y regeneracion del suelo (Alef y Nannipieri, 1995).

La aplicacion de la biorremediacion requiere el entendimiento de las interrelaciones de las funciones
microbianas, € involucra la optimizacién y control de procesos de transformaciones bioquimicas de materia y
energia, las cuales requieren de catalizadores que, en estos sistemas biologicos, estan constituidos por
enzimas sintetizadas por los propios microorganismos. La biorremediacion es, por tanto, una manipulacién
controlada del ambiente que permita a los microorganismos generar las enzimas apropiadas para catalizar las

reacciones que conduzcan a la biodegradacion de los contaminantes (Cookson Jr., 1995).

Los microorganismos pueden liegar a ser altamente especializados va que poseen una amplia
versatilidad bioquimica, que les permite adaptarse a diferentes condiciones microambientales v aun a
condiciones extremas, por ello juegan un pape! muy especifico en la mineralizacion de los compuestos
organicos (Bonaventura and Johnson, 1997; Saval, 2000). La capacidad de los microorganismos para
degradar compuestos organicos complejos es principalmente un reflejo de su versatilidad bioquimica
{Cookson Jr., 1995), Cuando el suclo estd expuesto a contaminantes como los hidrocarburos del petréieo,
sobreviven especies de bacterias que utilizan estos contaminantes como fuente de carbono v energia,

degradandolos hasta C0,, agua y dcidos organicos (Atlas, 1981).

Existen dos tipos de metabolismo dependiendo del tipo de aceptor de electrones: fermentacion
cuando tiene un origen orgdnico y respiracion cuando es inorgdnico. Asi mismo, existen dos tipos de
respiracién, aerobia cuando el aceptor de electrones es oxigeno melecular v anaerobia cuando el aceptor de

electrones es un compuesto organico oxidado como nitratos. sulfatos o bidxido de carbono.

La_via metabolica preferida para la degradacién de hidrocarburos es la aerobia, debido a que los

hidrocarburos son compuestos no oxidados (Lim, 1998).

J——————— e e e
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La ruta inicial por la cual los microorganismos comienzan el proceso de obtencién de energia es la
glicolisis (ciclo de Emden-Meyerhof-Parnas). el cual acarrea glucosa v otros azicares a un intermediario
como es el piruvato. Otros compuestos con caracteristicas quimicas diferentes {(aminodcidos y acidos grasos)
tienen diferentes rutas de degradacion, pero todas llegan al mismo intermediario, acetil CoA. Cuando el
metabolismo es aerobio. se siguen tres rutas degradativas: el ciclo del dcido citrico. cadena de transporte de
electrones, y fosforilacion oxidativa. La presencia de oxigeno molecular es imperativa para la fosforilacion
oxidativa, constituye el mecanismo mas importante para la obtencién de la energia necesaria para la actividad
celular, v si el proceso llega hasta la produccién de bioxido de carbono. es indicative de una completa

mineralizacion,
Las enzimas necesarias para la degradaciéon de compuestos organicos son sintetizadas solamente
cuando estd presente la informacion genética especifica para la degradacion del sustrato de interés (Gibson y-

Subramanian, 1984).

El proceso de biodegradacion se lleva a cabo de manera natural en el suelo, sin embarg:o. algunas
condiciones del medio pueden disminuir o detener el proceso de biodegradacion. Estas condiciones incluyen:
la inherente bibdegradabilidad de los contaminantes, la biodisponibilidad de la fuente de energia y carbong,
que deseablemente es el propic contaminante, que la cantidad de microorganismos degradadores sea
suficiente y que dichos microorganismes expresen suficiente actividad catabélica, que haya un contacto
adecuado microorganismo-sustrato, que sea baja o nula la toxicidad del contaminante. que hava un adecuado
pH en el suelo. que exista un flujo ilimitado de elementos nutritivos (macronutrimentos: N v P
micronutrimentos: elementos traza, S) o de aceptores finales de electrones {oxigeno, nitratos, sulfatos), una
buena dispombilidad de agua, condiciones de temperatura adecuadas v ausencia de metales pesados que

inhiban la actividad microbiana (Nely, 1990; Sims er al., 1990; Romantschuk er o/, 2000).

Biodegradacién de Hidrocarburos Alifaticos

Entre los microorganismos que pueden utilizar hidrocarburos para su crecimiento estan Nocardia,
Pseudomonas, Mycohacterium y algunos hongos v levaduras. El paso inicial de la degradacion de este tipo de
hidrocarburos es la oxidacion. durante la cual uno de los dtomos de la molécula de oxigeno (O.) se incorpora
al h.i;irocarburo oxidado. Es-t-a.reaccién es |levada a cabo por monooxigenasas. El producto final de la
secuencia de reacciones es acetil-CoA (Fig. 1.1). Sin embargo, la oxidacion inicial no ¢n todos los casos es en

el carbono terminal, algunas veces ocurre en el segundo carbono, y las reacciones subsecuentes son

-
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diferentes. Los hidrocarburos alifaticos insaturados que tienen un doble enlace terminal, son no refractarios a
la degradacion anoxica v pueden ser degradados por ciertas bacterias sulfato-reductoras v otras bacterias

anaerobias {Britton, 1984, Lim, 1998).

OXIDACION
TERMINAL
OXIDACION
CH, +(CH,)_- CH, SUBTERMINAL
oH
CH, - (CH,), - CH,0H CH‘-(CH:)“-&H LCH,

v o

1]
CH,-{CH,},-C-CH,

W._oxidacién ¢ ¢ :

CH, -{CH,), - CHO

0
CH, - (CH,} - COOH #
HOC H, - (CH,), - COOH AL CH,-(CH,),,-CH,-0-C-CH,
HOOC - (CH,), - COOH /
CH, - (CH,),, - CH.OH - HOOC - CH,

CH, - (CH,), , - COOH l

8 dacié Ciclo de los
- oxidacién

Acidos Tricarboxilicos

Fig. L1, Vias metabdélicas de biedegradacion de n-alcanos (Britton, 1984)

Biodegradacién de Hidrocarburos Aromaticos

Muchos hidrocarburos aromaéticos pueden ser usados de manera aerobia como donadores de
electrones, de tos cuales las bacterias del género Pseudomonas son las mas estudiadas. El metabolismo de
estos compuestos, algunos de los cuales son muy complejos, frecuentemente se inicia con la formacién de
protocatecato o catecol. dependiendo del compuesto. Estos compuestos de un solo anillo. son conocidos

" como sustratos iniciadores debido a que el catabolismo oxidativo se lleva a cabo Gnicamente después de que

las moléculas arométicas complejas han sido convertidas a formas mas simples.

El protocatecate ¥ el catecol pueden entonces continuar siendo degradados hasta compuestos que
puedan incorporarse al ciclo del 4cido citrico. como el succinato, acetil CoA y piruvato (Fig. 1.2). Varios
pasos del catabolismo de hidrocarburos aromaticos requieren de oxigenasas (Gibson and Subramanian, 1984;

Lim, 1998).
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p-xileno m-xileno
o-xilenos — U
+ metilcatecol
dimetileatecol toluene benceno

naftaleno

dihidroxinaftalenc

suecinato ?

/ s icido hidroxinafloico

fenantreno antraceno

prapionaldehido : ..
CiCLO DEL
ACIDO CITRICO

CADENA DE
TRANSPORTE DE
ELECTRONES

. FOSFORILACION bisxido d b
oxigeno OXIDATIVA i0xido de carbono

Fig. 1.2. Integracién de las rutas degradativas de algunos compuestos aromiticoes (Saval, 2000)

D. PRUEBAS DE BIOTRATABILIDAD

Para muchos estudios de biomemediacidn es un prerrequisito llevar a cabo eswudios de
biotratabilidad, con elos se pretende obtener informacion especifica concerniente al potencial de aplicacion
de la biorremediacion para un sitio determinado; se complementan con la informacién del sitio v las
caracteristicas del contaminante. De esta manera se puede hacer una comparacion con otras alternativas de

remediz-lci:ric')rn_. considerando factores como: Ta fac-libilidad. demilevaria al campo, seguridad en la operacion.
aspectos ambientales. tiempo necesario para llevario a cabo y costos (Rogers e ., 1993: Cookson Jr.. 1995).

La informacion que proporcionan los estudios de tratabilidad (USEPA, 1991a: Gruiz and Kriston, 1993)es la

siguiente:

= i los contaminantes del suelo son potencialmente degradables,

= sialguno de los contaminantes es potencialmente téxico para el proceso de degradacion microbiana.

M
I —————
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= i se debe realizar un tipo de tratamiento previo a la biorremediacion,

* Jos niveles de limpieza que se pueden alcanzar en cada sitio en particular.

* las caracteristicas microbiologicas del sito (por ejemplo. si predominan microorganismos aerobios o
anaerobios),

* siel ambiente es apropiade para la biorremediacién o se deben ajustar las condiciones ambientales.

En muchos casos, las condiciones ambientales pueden ser alteradas para favorecer el proceso de
biodegradacién, por ejemplo [a remocion previa de metales toxicos o cambios en el contenido de humedad. Si
el nitrégeno y fosforo no estén en los niveles adecuados, éstos pueden ser adicionados para optimizar la
actividad de los microorganismos. Si la concentracion de los contaminantes es tan alta que inhibe la actividad
microbiologica, se pueden adicionar agentes que diluyan la contaminacidn vy asi reducir la toxicidad de
manera que pueda llevarse a cabo la biodegradacion del contaminante (USEPA, 1991a). En muchas ocasiones
los contaminantes provocan una reduccion en el pH del suelo, por lo que se debe ajustar a niveles donde
puedan actuar los microorganismos, esto es entre 6.5 y 8.5 si se trata de bacterias (USEPA, 1991b;

Huesemann, 1994; Cookson Jr., 1995).

El seguimiento de las pruebas de biotratabilidad (USEPA, 19%1a) incluye:

o Determinar el grado de reduccion de los contaminantes en el suelo, mediante un monitoreo periédico
* Determinar el consumo de los aceptores de electrones v de nutrimentos esenciales
s Medicion de la produccion de biogds (CO.)

¢ Cuenta de microorganismos degradadores

Los estudios de biotratabilidad se llevan a cabo a cualquier nivel de operacion, algunos son
proyectos sencillos a nivel microcosmos que generalmente se realizan en lote con volimenes muy pequefios
de muestra, en viales de vidrio transparente o ambar, sellados herméticarnente con septos vy anillos de
semana o menos ¥ de ellos se puede obtener informacién acerca del potencial de degradacion de un
contaminante o de la presencia de microerganismos nativos degradadores. Los estudios a escala semipiloto o

piloto que se realizan en el laboratorio a nivel mesocosmos. en jarras o charolas. o bien a escala de

demostracion en campo, consisten en la aplicacion del esquema de tratamiento propuesto a una pequeia

porcion del sitio que pueden llevar varios meses de operacion (Sims er «f., 1990).

e —
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La necesidad de una prueba de tratabilidad y la eleccion del nivel de tratamiento requieren tomar
decisiones en las que el tiempo y costo necesarios para llevar a cabo el estudio estén balanceados v protegidos
contra el riesgo inherente de la decisidn (ej. seleccion de una inapropiada allernativa de tratamiento). Los
estudios se realizan en una fase o bien divididos en 2 o mas fases, estos tienen la ventaja de que se usan los
resultados de la primera fase para cambiar o confirmar el disefio experimental propuesto para la siguiente

fase, aunque tiene la desventaja de requerir aun mas tiempo (USEPA, 1991b).

Todos los estudios de tratabilidad requieren el uso de controles, independientemente de su
simplicidad y éstos no deben ser omitidos, ya que se usan para establecer la base de comparacién de las
variables a evaluar. Tales controles son: a) control negativo, donde se maneja el suelo con las condiciones
naturales del sitio, v b) control positivo, que involucra la inoculacién de cepas microbianas que ya hayan sido

2

probadas.

E. USO DE COMPOSTA Y DESECHOS AGROINDUSTRIALES EN EL
TRATAMIENTO DE SUELOS CONTAMINADOS

Los métodos comunes de biorremediacion en general son lentos, requieren de varios meses o incluso
afios para alcanzar los niveles deseados, lo que incrementa los costos y desalienta su uso. Las investigaciones
recientes indican que fa adicién de composfa. asi como de agentes “abultantes” como: paja, estiércol, aserrin,
fibra de coco, enire owros (Huesemann. 1996:; Safferman, 1998), es una solucidén de bajo costo v
tecnolégicamente aceptable para el tratamiento de desechos industriales solidos o liquidos: para la
remediacion de suelos contaminados con compuestos orgdnicos toxicos (como solventes y plaguicidas) y

compuestos inorganicos (como metales toxicos) (USEPA, 1997, 1998).

-1.CARACTERISTICAS DE LA COMPOSTA -- - S -

Hay un gran ndmero de hidrocarburos que se degradan rapidamente durante el composteo o en otros
procesos basados en composta (USEPA. 1997. 1998). Cole (1998) indica que la adicion de composta madura,

.generalmente resulta mds.econdémico que el composteo mismo.

e —
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La compesta funciona principalmente como un acondicionador de suelos, debido a su contenido de
materia organica, la cual mejora ta forma en la que el agua interactia con el suelo, esto incrementa la
capacidad de retencién de agua y mejora la estructura tanto de suelos arcillosos como arenosos. La

composicion de la composta de acuerdo a su origen se presenta en la Tabla {.1.

La adicién de composta madura al suelo. o en biopilas, puede disminuir drasticamente los tiempos
de saneamiento, ya que inocula al suelo con un gran nimero de microorganismos benéficos, especialmente
bacterias v hongos (Biddlestone and Gray, 1994) esto incrementa grandemente las poblaciones microbianas y
su actividad. Debido a que los microorganismos son los agentes primarios para la degradacion de
contaminantes organicos en suelo (Alexander, 1994), el incremento en'la densidad microbiana puede aceleraf
la degradacién de los contaminantes {Cole, 1994: Kistner er af, 1995). En el suelo, 1a composicion
microbiana se modifica por la presencia de compuestos organicos que lo contaminan {Struwe, 1986; Martin,
1992; USEPA, 1998). Késtner et al. (1995), en un estudio realizado con diesel, corroboraron que la actividad
biologica de la composta favorece la transformacion de los hidrocarburos, ya que observaron incremento en

la mineralizacién con adicidn de composta.

Tabla L.1. Compeosicion de composta madura -

COMPOSICION (% PESO SECOQ)

PARAMETRO ORIGEN
desechos desechos
municipales .. de vegetales
Materia organica 25 30
Carbdn organico 8 0
Nitrggeno (N} 04 3.3
Fésforo (Py0s) 0.3 33
Potasio (K,0) 0.5 1.8
Calcio (Ca0) 7.0 1.3

Tomado de Biddlestone and Gray. 1994,

La matriz organica sdlida de’la composta parece ser esencial pafa favorecef la degradacidn, va que la
microbiota que se desarrolla en la composta esta bien adaptada a sustancias humicas. estos microorganismos

parece que son los responsables para la degradacion de hidrocarburos.

" La adicién de composta a un suelo contaminado puede intensificar la degradacién de hidrocarburos,
incrementa la biodisponibilidad, retiene ciertos compuestos volatiles y los nutrimentos vegetales que contiene

sirven como fertilizante. Ademas, sirve como activador de mecanismos de degradacién cometabolica de
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compuestos xenobidticos, especialmente de hidrocarburos poliaromaticos de alto peso molecular cuvas rutas

metabdlicas no son conocidas (Kistner and Mahro. 1996).

La adicion de composta para la biorremediacion mds que cualquier tecnologia de limpieza, da como
producto final un suelo enriquecido que tiene mejores condiciones que antes de ser contaminado (Cole.

1984).

El objetivo final de un proceso de biorremediacién es disminuir el contenido de contaminacién a
niveles que no representen un riesgo, tratando de regresar al sitio a su condicién original, es decir, previa a fa
contaminacién. o cual, en ocasiones, incluye reforestar para estabilizar el suelo tratado; en este caso la
composta favorece el crecimiento vegetal al suministrar condiciones y nutrimentos para una amplia variedad -

de plantas (USEPA, 1997).

2. DESECHOS AGROINDUSTRIALES COMO AGENTES TEXTURIZANTES

La adicién de agentes texturizantes o “abultantes™ a suelos contaminados ha tenido efectos benéficos
en los procesos de tratamiento. En suelos altamente arcillosos, la adicién de estos agentes facilita la
disgregacion de agregados, lo que favorece la aireacidn, facilita el drenaje del exceso de agua y pueden ser
usados también para controlar la humedad. La cantidad del agente adicionado depende de su disponibilidad v

su costo (Huesemann. 1996: USEPA. [997),

Muchos de estos materiales son subproductos de actividades agricolas o industriales que encuentran,
asi, una aplicacién y contribuyen ademas a una mejora en la calidad ambiental, tales materiales pueden ser:
orujos de vinificacion, corteza o aciculas de pino, paja, heno, aserrin, fibra de coco, bagazo de cana, cascarilla
de arroz, de centeno v trigo (Burés, 1997). Debido a que son materiales de baja densidad, cuando €stos son

~ agregados al suelo incrementan la porosidad, lo que favorece la difusién de oxigeno y el movimiento de agua
en el suelo, estos cambios incrementan la actividad microbiana (Rykerd er al., 1999).

L(;s agentes “abultantes” ademas de incrementar la degradacién de hidrocarburos, pueden reducir los
;iempos_necesariqs para ret_nediar ut_]_rsuelo cpmaminagi_o. Aparemementer, el incremento enﬁla biodegradaciénr
provocado por estos agentes se debe a que reducen el tamafio de los agregados saturados de hidrocarburos.
exponiendo mas el hidrocarburo a los sitios activos de los microorganismos {Rykerd ef al., 1999). Esto es lo

que se conoce COMo un mejor contacto microorganismo-contaminante.
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Fibra de coco

La fibra de coco es un subproducto que se encuentra disponible en grandes cantidades en los paises
productores de coco (Cocos nucifera). situados en los tropicos. Los subproductos resultantes del desfibrado
de la nuez de coco proceden del mesocarpic de la misma v consisten en fibras largas, restos de fibra v polvo,

de aspecto similar a la turba, que se acumulan como residuo.

La fibra de coco consiste en particulas de lignina y celulosa con una relacion C/N de 80, este
material tiene elevada capacidad de retencion de agua, lo que mejora la retencidn de agua de! suelo a tratar,
aumenta la disponibilidad de nutrimentos v la tasa de filtracion, la porosidad total y la conductividad
hidraulica de los suelos donde se utiliza tradicionalmente para mejorar sus propiedades. Tiene elevado
contenido de potasio, por lo que puede ser utilizada en el campo como fuente rica en potasio. aunque tiene

bajo contenido de otros nutrimentos. En Ia Tabla 1.2 se sintetizan algunas de sus caracteristicas.
1]

Tabla [.2. Composicién de |a fibra de coco (Burés, 1997)

PARAMETRO INTERVALC
PH 4-3
Materia orgdnica (%) 85-93
Capa.cidad de intercambio catidnico (meq/100 g) 20-30
Porosidad total (%4) <80
Densidad (kg/m™ 30-100

La alta porosidad de la fibra de coco permite una aireacion y una conductividad hidraulica muy

elevadas (Burés, 1997).

Aciculas de pino

En algunas zonas forestales con predominancia de ciertas especies arboreas puede existir una
disponibilidad uniforme de aciculas de pino. Se han utilizado ¢n muchos paises como enmienda o
componentes de sustrato. Son materiales con una porosidad del 93 %, con capacidad de aireacion muy

elevada. del 47 %, con una densidad de entre. 100 v 200 kg de materia seca/m” v ¢l pH esta entre 3.9 v 5.5,

I ——— e S —
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Aserrin o virutas de madera

Constituye subproductos de la industria aserradora. Se descomponen muy lentamente debido al
elevado contenido de lignina y compuestos lignocelulosicos. Tiene una relacion C/N muy ele.ada. Este
material tiene una alta capacidad de retencién de agua. lo que aumenta la tasa de filtracién y la disponibilidad
de nutrimentos. Las caracteristicas quimicas varian dependiendo de la especie, pero en general ei contenido

de nutrimentos es bajo y su pH varia entre 3.5 y 4 (Burés, 1997).

Paja de cereales

Procede del beneficio de los granos. Las caracteristicas de la paja difieren de acuerdo con la especie,
pero tiene una elevada capacidad de aireacién. Esta constituida por celulosa, hemicelulosa, y es ur material
rico en lignina y pobre en nitrdgeno, por lo que su descomposicion es dificil (Staniforth, 1986; Gros y

Dominguez, 1992).

Bagazo de caita

Consiste en las fibras procedentes de los restos de la cafla de azacar (Saccharum officin:rim) una
vez que se procesa en los ingenios azucareros. Contiene bajo contenido de nitrogeno v es rica e azicares

residuales. Se puede usar en mezcla con corteza de pino.

Cascarilta de arroz

Esta formada por las g]umll!as adherldas al grano de arroz. (Orvza .sauva) y es subpraducto del

) descascanllado de éste. Es un material ligero, su densidad aparente es entre 90 v 220 kg de mater:z secam’.
su porosidad es elevada, por lo que la permeabilidad es alta. presenta una elevada capacidad de re:zncion de
agua lo que favorece la aireacion. El pH es neutro. tiene una conductividad eléctrica y capacidad de

intercambio cationico bajos. Es un material rico en potasio y fosforo, pero pobre en nitrégeno (Bures. 1997).

m
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F. ADICION DE FERTILIZANTES AL SUELO

Los microorganismos requieren nitrogeno. fosforo. y micronutrimentos para degradar los
contaminantes organicos en el suelo, ademas, los microorganismos incorporan a sus estructuras celulares el
carbono de los contaminantes junto con el nitrégeno v fosforo inorganicos del suelo. La mavor parte de los
, nutrimentos existe en materiales minerales y organicos, v como tales son insolubles o inaprovechables. Los
nutrimentos se vuelven disponibles a través de la intemperizacion de minerales y la descomposicion de la

materia organica (Foth, 1981).

La proporcion de nutrimentos también es importante, la relacion C:N:P de las células bactérianas es
de 100:20:1 (Bailev and Ollis, 1986). Sin embargo, la cantidad de niirogeno o fosforo necesarios para
estimular la biodegradacion de hidrocarburos es menor a estos requerimientos tedricos, debido a que no todo
el carbono de los contaminantes es incorporado a la biomasa, una importante fraccion pasa a CO, y una

cantidad significativa de N orgénico es reciclado cuando las células mueren (Stevenson, 1980. 1986).

La relacidon C:N se ha empleado para cuantificar los requerimientos de nitrdgeno en términos de la
cantidad de sustrato-C disponible (Walworth er al., 1997b). La fraccién de nitrégeno que permanece en la
solucion del suelo depende de las caracteristicas quimicas de éste como son: capacidad de intercambio
cationico, potencial de fijacion de amonio de las particulas de suelo, contenido de materia orginica, entre
otros. Por tanto. aunque la relacidén C:N puede ser usada para estimar ia cantidad de nitrogeno requerido para
oxidar biologicamente una cantidad de hidrocarburos. no es una buena base para el calculo de las cantidades
necesarias para fertilizar el suelo. En general, la cantidad de nitrogeno inorganico fertilizante que debe ser
adicionada, esta en funcién de varios factores como son: la concentracién de! contaminante, la tasa de
degradacion esperada. la cantidad de nitrogeno organico del suelo, y la tasa a la cual el nitrégeno organico se

recicla internamente (McGill e @/, 1981 citado por Huesemann. 1994).

Existen al menos dos formas adicionales para_estimar la cantidad de. nitrégeno y fosforo como
fertilizante que se debe aplicar para estimular [a biodegradacion de hidrocarburos. La mas comun es el uso de
una relacién C:N:P fija. La otra involucra el monitoreo de los niveles de nirdgeno y fosforo en el suelo v la

aplicacion de fertilizantes segin su demanda (Huesemann, 1994).

Se ha publicado en la literatura un amplio intervalo de relaciones C:N y C:P. Mientras que

Frankenberger (1991) recomienda una retacion C:N:P de 100:10:1, Dibble y Bartha (1979) encontraron una

m
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optima biodegradacién de lodos aceitosos con relacion C:N y C:P de 60:1 v 800:1, respectivamente. Por otro
lado, Brown er of. (1983). encontraron una optima biodegradacion de lodos de refineria a una tasa C:N de
9:1. Morgan y Watkinson (1989) en una revision de numerosos estudios encontraron que se han indicado para

ta degradacion de hidrocarburos y lodos relaciones C:N dptimas entre 9:1 v 200:1.

Existe una gran controversia en cuanto a la necesidad de adicion de nitrdgeno para la
biorremediacion v los niveles optimos. Existen muchas publicaciones sobre los efectos benéficos de la
adicion de nitrégeno (Dibble and Bartha, 1979; Frankenberger, 1991; Walworth er al., 1997b). pero también
existen trabajos donde no se observe efecto alguno (Walworth and Reynols, 1995; Margesin and Shinner,
1997), o bien hubo un efecto nocivo por la aplicacion de nitrégeno nitrico (Huntjens et al., _I19§t‘5_‘:7|\yalwonh et

al,, 1997b).

La sobrefertilizacion con nitrogenc en forma de amonio o nitrato, puede resultar en una alta
concentracion de nitratos en el suelo, ya que los microorganismos presentes convierten el amonio en nitrato

via nitrificacion (Alexander, 1980).

Un factor importante a considerar es que la humedad del suelo y los niveles de nitrdgeno estan
unidos muy estrechamente. Un suelo seco puede ser ficilmente sobrefertilizado, mientras que un suelo
humedo es menos sensible a un exceso de nitrdgeno, Esto se debe a que el nitrégeno inorganico de las sales
usadas como fertilizantes se particionan en la fraccion liquida del suelo. en suelos secos existe un pequeiio
volumen de agua. mientras que en sueclos himedos un mayor volumen de agua diluye el nitrégeno. lo cual

disminuye el efecto de éste (Walworth er af., 19972, 1997b).

Actualmente, se han empleado fertilizantes comerciales para estimular la biodegradacién. Entre los
fertilizantes nitrogenados se encuentran el nitrato de amonio, hidréxido de amonio, urea, urea formaldehido.
sulfato de amonio v nitrato de sodio. Dentro de éstos, la urea ha tenido importancia creciente va que tiene

algunas ventajas sobre los demds fertilizantes como por ejemplo su alto contenido de nitrogeno (45 a 46 %),

bajo costo. alta solubilidad en agua y facilidad de manejo.

Entre los materiales fertilizantes fosféricos se encuentran los superfosfatos, fosfato mono v
diamgnico. escoria basica, harina de hueso y fosfato coloidal. Los superfosfatos. en gene_rgl. no Iignen efectos
-permam;mes sobré la reaccion del suelo. La escoria basica, la harina de hueso v la roca fosforica tienen
tendencia a neutralizar la acidez del suelo. El superfosfato triple, es el mas concentrado, conteniendo 20 % de

fosforo equivalente al 45 % de P,O; (Foth, 1981).

T ————— S —
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G. EFECTOS DIRECTOS E INDIRECTOS DE HIDROCARBUROS EN LAS
PLANTAS

Los analisis de fitotoxicidad son mas rapidos que otros estudios de toxicidad, aunque menos
sensibles. Es importante considerar aspectos practicos tales como el tiempo requerido para que pueda
establecerse una cubierta vegetal sobre un 4rea que ha sido sujeta a un tratamiento de biorremediacion. Una
cubierta vegetal no es sdlo de importancia estética sino también, estabiliza el 4rea, previniendo problemas de

erosion asociados al viento y a la lluvia.

Los hidrocarburos en suelo generalmente tienen efectos negativos en las comunidades vegetales. La
forma en la cual los hidrocarburos actiian en las plantas es compleja e involucra tanto toxicidad por contacto
directo como efectos nocivos indirectos por la interaccion de los hidrocarburos con los componentes abi6ticos

y microbianos del suelo (Bossert and Bartha, 1984; Frankenberger, 1992).

La toxicidad por contacte directo ocurre, principalmente, por el efecto disolvente de los
hidrocarburos de bajo punte de ebuilicion sobre las estructuras lipidicas de la membrana celular, y se
presenta, principalmente. por contacto con las porciones tiernas de la rajz y los retofios de las plantas,
disminuye la actividad fotosintética de las hojas cuando los hidrocarburos entran en contacto con ellas
(Mendelson et al, 1990). La fraccién volatil puede tener un alto poder de penetraciéon produciendo efectos
narcdticos (Frankenberger, 1992). El orden decreciente de toxicidad de los hidrocarburos es:
monoaromaticos> olefinas> naftalenos> parafinas (Bossert and Bartha, 1984). Dentro de cada clase, la
toxicidad estd correlacionada directamente con el incremento en la polaridad e inversamente con el
incremento en el peso molecular (McGill er af., 1981). Los efectos directos de los hidrocarburos también

incluyen efectos de dcidos nafténicos en hormonas vegetales del crecimiento (Fattah and Wort, 1970).

Los efectos indirectos de hidrocarburos en el suelo incluyen dafio en las raices de las plantas debido
a-la competencia por el consumo de oxigeno del suelo por parte de los microorganismos- degradadores.
generando condiciones anéxicas lo que, ademds, pueden provocar la produccién microbiana de compuestos
fitotéxicos como son H,S (Delong, 1980). Los intermediarios metabélicos de la degradacion de
hidrocarburos pueden incrementar temporalmente su toxicidad. Los productos de la degradacion microbiana
incompleta incluyen. &cidos. grasos, .compuestos fenolicos v terpenos, los cuales poseen propiedades -

fitotoxicas (Stevenson, 1966). Los microorganismos degradadores de hidrocarburos compiten también con las
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plantas por los nutrimentos minerales. Los hidrocarburos también afectan la estructura fisica del suelo va que

reducen Jos espacios porosos disminuyendo su capacidad para almacenar agua y aire (DeJong, 1980).

En suelos saturados de hidrocarburos las plantas herbiceas mueren inmediatamente, en cambio; los
efectos en los drboles v matorrales se manifiestan hasta varios meses después del derrame, En los suelos de
clima frio se requieren largos periodos de tiempo para su restablecimiento. del orden de varios afios. Para
derrames donde las concentraciones estdn entre 10,000 v 50,000 mg/kg no se han observado efectos
negativos. e incluso a muy bajas concentraciones, se han encontrado efectos benéficos debido a que los
hidrocarburos actian como hormonas de crecimiento y por el aumento en ei contenido de humus y de la
capacidad de retencion de agua (Bossert and Bartha, 1984). Otros efectos benéficos, debido a su
descomposicion, incluyen el incremento en la estructura fisica {agregacion), aumento en la estabilidad,
capacidad de retencion de agua y diversidad microbiana. También se ha observado que aumenta !a tasa de

fijacion de nitrogeno debido a la presencia de bajas concentraciones de hidrocarburos (Frankenberger, 1992},

En los procesos de recuperacion vegetal de sitios contaminados exisle una competencia por las
reservas de nutrimentos, especialmente por nitrégeno. [Esto genera una seleccion de las plantas que no
requieren o requieren paco nitrégeno exoégeno, por lo que es comun observar un mayor crecimiento de
plantas con capacidad de asociarse simbidticamente con organismos fijadores de nitrégeno. De aqui que una
alternativa empleada para promover la reforestacion de sitios contaminados con hidrocarburos sea la adicion
de nutrimentos, especialmente nitrogeno v fésforo, que permitan superar la competencia por los nutrimentos

{Bossert v Bartha, 1984).

LLos efectos de los hidrocarburos en las plantas son altamente dependientes de {a concentracion y tipo
de hidrocarburo, de la diversidad vegetal en el sitio, del clima y del tipo de suelo. Una mayor diversidad
vegetal beneficiard el proceso de recuperacién debido a su mayor potencialidad. las plantas con un sistema
mas profundo de raices tendran menos contacto que una planta con raices tendidas en la superficie (Odu,
1972). Por otro lado, en los climas templados se da mayor recuperacion vegetal que en los climas drticos y
‘subrticos: v los suelos mds ricos en nurimentos y humus tendran una méyor cap'a.c-:idad derrecuperacién

{Bossert v Bartha. 1984}
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1L ANTECEDENTES

El gran avance industrial ha provocado grandes problemas de contaminacion de suelos y acuiferos,
una de las tecnologias empleadas para la remediacion vy restauracidn de estos sitios es la biorremediacién, ia
cual utiliza la actividad microbiana presente en el suelo para depurarto de los contaminantes. Para llevar a

:

cabo un proyecto de biorremediacion, es conveniente llevar a cabo pruebas de biotratabilidad.

En el Instituto de Ingenieria, se ha venido trabajando en el desarrotlo de pruebas de biotratabilidad
en diferentes tipos de suelos y de materiales de acuiferos, como base para llevar a cabo proyectos de
biorremediacion en escala real, dichos trabajos sirvieron como antecedentes al presente trabajo. y se resumen

a continuacion.

=  Se llevo a cabo la biorremediacion de un suelo contaminado con mezclas de gasolina v diesel, mediante
la estimulacion de la flora microbiana autéctona con adicién de fertilizantes. El suelo contaminado fue
extraido del lugar de origen v trasladado a otra zona donde se llevo a cabe el tratamiento, el cual consistié en
aplicar fertilizantes y mantener un riego constante, con una duracién de 6 meses. El pH del suelo era muy alto
por lo que se adiciond icido fosférico con la finalidad de reducir el pH y a la vez suministrar fésforo como
nutrimento, con esto se favorecié la biodegradacidn de los contaminantes por incremento de la actividad de
los microorganismos presentes en el suelo. A los 2 meses se llevé a cabo un muestreo: al hacer los analisis se
observo una reduccion del 80% en la concentracidn de diesel. Después de 6 meses de tratamiento, se obtuvo
una remocion del contaminante del 98 %. Con el fin de verificar que la biorremediacién se llevé a cabo, se
sembrd pasto en el suelo y, durante la época de lluvias se observé el crecimiento de especies vegetales
autdctonas. ademis de {as que fueron sembradas (Saval. 1997).

Debido a que ltas condiciones que prevalecian en el sitio de tratamiento eran muy especiales y a que
el suelo presentd drenaje deficiente, en las pruebas de biotratabilidad en el laboratorio, a nivel de
mesocosmos en palanganas de plastico, no se lograron simular las condiciones reales del sitio y en este caso

¢l estudio de tratabilidad no tuvo el éxito esperado. ya que no se observd degradacion del contaminante.

... ___ ___ __ _
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= En otro estudio, llevado a cabo en e! laboratorio, se trabajé con muestras de suelo con un grado de
contaminacién muy alto. de 37,000 mg/kg de HTP's, Se trabajaron en diferentes lotes a nivel de mesocosmos
en frascos de vidrio de 4 litros y se aplicaron diferentes formulas de nutrimentos. Después de 30 dias de
tratamiento se observo variacion en algunos parametros. entre los que se puede mencionar un incremento en
ta produccién de CO, y consumo de oxigeno por parte de los microorganismos. La reduccion de HTP's
zilcanzé valores superiores al 60 % en todos los tratamientos. incluso en el control al que no se adicionaron
nutrimentos. Esta similitud entre los diferentes tratamientos v el control pudo deberse a los altos niveles de
pH alcanzados, los cuales limitan la actividad microbiana. (Datos no publicados). En este estudio no se
tograron identificar claramente los factores limitantes de la biodegradacion, sin embargo, las pruebas
preliminares que se realizaron sugirieron que la biorremediacién podria llevarse a cabo, y asi se hizo en el

sitio original.

= Se llevo a cabo otro estudio enfocado, principalmente, a realizar pruebas de biotratabilidad a nivel piloto
para reducir el contenido de diesel y gasolina en agua subterranea y suelos contaminados, el cual se realizo en
una instalacidn de almacenamiento de combustibles localizada dentro de la Zona Metropolitana de la Ciudad
de México. En este estudio, diferentes lotes de agua subterranea conteniendo combustible en fase libre en
concentraciones superiores a 20,000 mg/l, se inocularon con cultivos mixtos de bacterias degradadoras de
diesel, se adicionaron fuentes de nitrégeno amoniacal y fosfatos. Los resultados obtenidos a nivel -de
mesocosmaos en garrafones de 20 litros, indicaron una disminucion casi total en la concentracion de diesel.
Los cultivos obtenidos de estas pruebas se utilizaron como inoculo para el suelo contaminado extraido del
mismo sitio, al cual, también se le adicionaron fuentes de nitrézeno ameniacal v fosfatos en forma de
fertilizantes. Después de 2 meses de tratamiento por biolabranza con riego constante v homogeneizacion del
suelo, se observé que la concentracidn inicial de diesel de 6.256 mg/kg vy gasolina de 313 mg/kg, se redujo ¢n
99.77% y 100 %, respectivamente. Esta prueba de demostracion resulté exitosa tanto para el tratamiento de

agua subterranea como para el suelo (Guzman, 2001).

s  En otro estudio, realizado a nive!l microcosmos. se evalud el efecto de la concentracion de diesg]
Vindustrial, nitrégeno v fosforo, asi como la relacion C:N:P durante la biodegradacion de éste hidrocarburo en
un suelo contaminado aprovechando la flora nativa. Para ello. se empled una técnica estadistica basada en la
metodologia de superficie de respuesta con un disefio experimental central compuesto. E! anélisis de varianza
revelé un ajuste adecuado del modelo v los efectos significativos de la concentracion de diesel, nitrogeno
aﬁ;(;niacal y fosfalos, asi como la interaccic’).ﬁ.diesel-n-itrégeno ainoniacal y diesel-fosfatos éstas, debidas 2 la

necesidad de nutrimentos por la aita actividad metabélica del suelo. Con base en el modelo se encontré que la

e e —
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concentracion de las muestras originales de 51,685 mg/kg de diesel, se debe reducir a una concentracidn
aproximada de 35,000 mg/kg para aumentar los porcentajes de biodegradacion v sean evidentes la necesidad
de mayores concentraciones de nitrégeno amoniacal v de fosfatos. Se encontrd también que las pruebas de
respirometria. generacion de CO, y consumo de oxigeno, no son indicativas del grado de biodegradac-i()r; del
diesel (Zegarra et al.. 2000). En este mismo suelo se encontrd que el suelo tenia una importante actividad
bioldgica v que estaban presentes bacterias con los genes especificos para la degradacion de hidrocarburos
(Milcic er al., 2000). Ambos trabajos sirvieron como base para decidir la utilizacion de este mismo suelo para

realizar el presente trabajo.

= Por otra parte, trabajos reahzados en el lnsmuto de Geoloya por Rangel er al. (2001, en prensa),

permitieron confirmar que la aphcacnon de fibra de coco a suelos melora sus caracteristicas fisicas. Eslos
autores propusieron el uso de fi bra de coco para reemplazar a los suelos oscuros como material de cubierta en\
la propagacion de hongos. En este estudio se observé que con la adicion de fibra de coco se obtiene una
marcada mejoria tanto en la porosidad y textura del suelo, como en su capacidad de retencién de agua,
mientras que el pH. fa conductividad eléctrica y el contenido de cationes solubles se mantuvieren

estadisticamente inalterados,

En los trabajos realizados previamente, se tuvieron éxitos y fracasos al pretender realizar pru;zbas de
biotratabilidad. Varias cosas importantes quedaron como experiencia, entre ellas, comprender la necesidad de
realizar trabajos en el laboratorio como un apoyo a los trabajos de campo. Los resuliados que se obtienen de
este tipo de trabajos se leman como base para el escalamiento, esto es para llevar a cabo un provecto de
biorremediacién en un sitio en particular, no obstante. es necesario puntualizar que no se pueden escalar los
resultados sin realizar un ajuste previo, debido a que en campo no es posible controlar todas las condiciones

ambientales que influyen directamente en la dindmica del sistema.
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11, METODOLOGIA

A. ESTRATEGIA

En este trabajo se demdl() realizar las pruebas de biotratabilidad a mvel de mesocosmos, para lo cual
se emplearon recipientes de vidrio, que para el caso especnﬁco de este trabajo perrmten un mejOl' mangjo de la
temperatura y la humedad. Esto facilita también el seguimiento de diferentes variables que permiten optimizar

la degradacidn del contaminante.

Primeramente se llevé a cabo un muesireo en la zona contaminada para obtener el volumen de
muestra a utilizar en todo el estudio, asi como una muestra control. Una vez obtenidas las muestras se
trasladaron al laboraterio donde se realizé la caracterizacién de cada una de ellas. Las pruebas de
biotratabilidad se llevaron a cabo en dos etapas, en la primera se probd el efecto independiente de dos
texturizantes, composta y fibra de coco, asi como la adicion de fertilizantes. En la segunda etapa, se probo el
efecto combinado de ambos texturizantes, la adicidn de fertilizantes, ademas de la adicién de harina de hueso
como nutrimento. En todos los casos se evalud el efecto sobre la degradacion de diesel, y sobre las
comunidades microbianas. Se realiz6 un analisis estadistico considerando la degradacion de diesel. el

porcentaje de germinacién de semillas v la emergencia de las plantulas.

1. ANTECEDENTES DEL SIT10

El muestreose llevaa cabo en un suelo localizado debajo de un tanque de almacenamiento de diesel,
de 500 | de capacidad (Fig. I11.1}. el cual, por falta dc mantenimiento tuvo un goteo constante que durd
aproximadamente 12 afos. En un estudio geofisico realizado a esie sitio en 1996 para diagnosticar la
contaminacion del subsuelo. se determinaron, con base en las pruebas de resistividad a diferentes
profundidades y con el apoyo de -la correlacion geologica superficial, cinco horizontes litoeléctricos: un

relleno artificiat con un espesor de 4.60 a 640 metros; un estraio lime-arcilloso de 140 m

w
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con alternancia de fragmentos rocosos (este estructura también corresponde a un relleno artificial); terreno
natural de 14 m correlacionada con coladas basdlticas altamente fracturadas, piropldsticas y suelos que han
sedimentado la fracturacitn y, finalmente, una capa inferior correlacionada con coladas basalticas, con
interclaciones entre eventos de escoria volcanica (propias de 1a zona).

Fig. IIL1. Tanque de almacenamiento de diesel y aspecto del suelo contaminado

La mancha de contaminacién se movi6 hacia el extremo poniente del tanque y llegd al muro de Ia
edificacién colindante, hacia ia profundidad alcanzé alrededor de 4 m. De acuerdo a los valores resistivos se
infirid que el producto contaminante se diluyd hasta perderse a profundidad, dado que la estructura del
subsuelo es altamente permeable. La zona presenté una mayor contaminacion en 1a parte superficial cercana
al tanque. Al parecer el refieno donde se cimento el edificio presenta una baja permeabilidad, por lo que e}
producto tendi6é a moverse hacia el lado opuesto, en donde los materiales son de mayor permeabilidad
(Instituto de Ingenieria y AMBSA, 1996).

B. DESARROLLO EXPERIMENTAL

1. MUESTREO

La muestra se tomé mediante excavacién con la ayuda de una pala de albafiil, a nivel de superficie
" hasta 15 cm de profundidad (para aprovechar la presencia de las poblaciones aercbias). Se colectaron
proximadamente 12 kg de snelo en frascos de vidrio de 500 g con tapa hermética y contratapa de teflon, y se
trastadaron al laboratorio donde se almacenaron a 4 oC hasta su procesamiento. Para llevar a cabo los
e
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andlisis y las prucbas de biotratabilidad, se homogeneizé perfectamente la muestra con la ayuda de una
batidora Kitchen Aid Mod. KSM90, con 1a finalidad de minimizar fuentes potenciales de variacién durante
la experimentacién. Se tomd una muestra de suelo compuesta a partir de 3 puntos en un sitio fuera de la

mancha de contaminacién que sirvid como control y se traté de la misma manera que la muestra
contaminada.

Todo €l material empleado durante el muestreo se lav perfectamente para evitar la presencia de
compuestos que interfirieran con los andlisis, ademés de utilizarse el equipo adecsado para garantizar 1a
seguridad del personal durante ¢l muestreo, de acuerdo a los lincamientos del SW-846 de 1a EPA (USEPA,
1996a).
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Fig, 11L2. Imagen tridimension*l de la distribucion de la mnnéhg de contaminacién

2. CARACTERIZACION INICIAL

Se llevd a cabo 1a aracterizacién de las mmestras de suelo comsiderando pardmetros fisicos y
quimicos como son: contenido de humedad, capacidad de reiencidn de agua, densidad real. densidad
aparente, porosidad, textura, pH, materia orgéinica, carbono orginico, nitrégeno total, nifroégeno amoniacal,
fosfatos v se determind la concentracién del contaminante. Como dato complementario se determiné el
contenido de metales pesados en el lixiviado tanto del suelo control, como del contaminado.




METODOLOGIA

- Dentro de las caracteristicas microbiologicas. se llevo a cabo el conteo de bacterias heterotrofas.
bacterias degradadoras de diesel y bacterias amonificantes asi como la cuantificacion de hongos v levaduras.
Se evalud la actividad respirométrica del suelo mediante la medicion del consumo de axigeno y produccion

de bioxido de carbono. . . )

3. PRUEBAS DE BIOTRATABILIDAD EN EL LABORATORIO

Con los datos obtenidos de ta caracterizacion det suelo se montaron las prueEas de biotratabilidad en
el laboratorio. Para esto, el suclo se diluyo de 86,926 ppm hasta una concentracion de aproximadamente
30,000 ppm (esto es, una dilucién det 34.51 %), mediante la adicidn de los agentes texturizantes, composta y
fibra de coco. Estas pruebas se |levaron a cabo en recipientes de vidrio en forma de molde para hornear con
una capacidad de aproximadamente 3 kg de suelo. Se dividieron en dos etapas las cuales se describen a

continuacién.
a. 1" etapa experimental

En esta etapa, los texturizantes se emplearon unicamente como diluventes, por lo cual se
esterilizaron para evitar ¢l aporte de microorganismos que no fueran autoctonos, ya que estos ultimos poseen

la capacidad para degradar el contaminante,

La composta y la fibra de coco se secaron a temperatura ambiente v se molieron para tener un
tamafio de particula homogéneo. Ambos materiales se esterilizaron 2 veces por espacio de una hora, a 120 °C
v 1.1atm de presion. Después de esterilizarlos, se dejaron airear aproximadamente un dia para eliminar todos

los compuestos volatiles toxicos (Alef and Nannipieri. 1995).

Se realizaron cuatro pruebas diferentes, cada una por triplicado, en las cuales se adicionaron los
texturizantes en relacion suelo/diluyente de 1:1.3. Se montod, también por triplicado, un testigo al que

solamente se le controld la humedad a cerca del 70 % de su capacidad de campo:

1) Suelo contaminado (1,300 g} + composta (1,700 g}

2) Suelo contaminado (1,300 g) + composta (1,700 g) + fertilizantes

3) Suelo contaminado (1,300 g) + fibra de coco (1,700 g)

4) Suelo contaminade {1,300 g) + fibra de coco (1,700 g) + fertilizantes

%
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Se adicionaron los fertilizantes en solucion a los lotes correspondientes, la cual se prepard con urea y
superfosfato triple. hasta alcanzar.una relacion C:NH,:PO," de 100:15:0.1. Se mantuvieron a temperatura
constante de 25 °C. La pérdida de humedad por la evaporacion durante la incubacion se compenso con la
adicién de agua. procurando mantener las condiciones optimas de humedad. entre 30 y 40 % de acuerdo al

texturizante, y asi favorecer la actividad microbiana,

Se ifevaron a cabo muestreos al inicio y a los 40 v 80 dias. con la finalidad de tener el seguimiento
de ia biodegradacion del contaminante en el suelo, para lo cual se determinaron en cada muestrea los
parametros siguientes: contenido de humedad, pH, nitrdgeno total y amoniacal, fésforo, concentracion de
diesel residual. de bacterias degradadoras de diesel, bacterias amonificantes, hongos y levaduras, y la

actividad respirométrica del suelo.

Se realizaron pruebas de germinacion v emergencia de dos tipos de semillas, alpiste (Phafaris
canariensis) v jitomate (Lycopersicum esculentum). Primeramente se probd la calidad de las semillas
determinando ¢l porcentaje de germinacion de las mismas. Para esto. se colocd en ¢l fondo de una caja petri
un disco de papel filtro, se humedecio y se colocaron 100 semillas. se dejaron incubar durante t4 dias, pasado

ese tiempo se realizéd un conteo de las semillas germinadas, las pruebas se hicieron por quintuplicado.

Una vez establecido el porcentaje de germinacion de las semillas, se montaron las pruebas de
germinacion v emergencia para los diferentes tratamientos. Para esto, se colocé en las cajas petri un disco de
papet filtro en ¢l fondo para mantener la humedad. sobre éste se colocd una cama de suelo, se colocaron 100
semillas v se cubrieron con suelo, se ajusté la humedad aproximadamente al 70 % de la capacidad de campo
del suelo. se registro el peso de la caja petri para poder ajustar la humedad durante la incubacién. Se

incubaron durante 14 dias. Las pruebas se realizaron por quintuplicado.

Pasado el tiempo de incubacién, se llevo a cabo el conteo de las plantulas, para determinar el
porcentaje de emergencia. Se extrajeron las semillas del suelo v se lievé a cabo un conteo de las que

germinaron, para obtener ¢l porcentaje de germinacién.
b, 2" ctapa experimental

Tomando como base los resultados obtenidos en la primera etapa se llevé a cabo Ia segunda etapa
experimental, en la que se evalu6 el efecto combinado de los dos diluyentes empleados en la etapa anterior,

pero, en este caso, no se esterilizaron. Debido a que se observd adsorcion del contaminante en la fibra de

i —
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coco, 6sla se mezclo en proporcion del 25% con respecio a la composta adicionada, esto es en relacién
suelo/fibra de coco/composta, de 1:0.32:1, La relacién C:NH,:PO," se modifico a 100:10:0.1 v se probo la
adicién harina de hueso como fuente adicional de nutrimentos. Las pruebas se montaron por cuadruplicado de

la siguiente manera:

1} Suelo (1,300 g) + fibra de coco (420 g) + composta (1.280 g)
2) Suelo {1,300 g) + fibra de coco (420 g) + composta (1.280 g) + fetilizantes

3) Suelo (1,300'g) + fibra de coco (420 g) + composta (1,280 g) + harina de hueso

Como en la etapa anterior, se llevaron a cabo muestreos al inicio y a los 40 y 80 dias, con la
finalidad de tener e seguimiento de la biodegradacién del contaminante en el sueto, evaluando los mismos

paramelros que en la 1 etapa,

C. TECNICAS ANALITICAS

1. CARACTERIZACHION FiSICA Y QUIMICA DEL SUELO

Conmtenido de humedad, Se evalué por el método gravimétrico. E! secado se realizo en un homo

Felisa Mod. 243 a 105 °C. (NOM-AA-16-1984; Allison, 1985).

Capacidad de retencion de agua (CRA). Se determind por el método de saturacion del suelo con

agua y drenado por gravedad (Carter, [993).

Densidad real (pyy). Se determind en picnémetros de vidrio de 25 ml, los pesos se registraron en una

balanza analitica OHAUSAGA 110.

Densidad aparente (pp). Se determind por el método de la probeta (Klute, 1986).

Porasidud, Se obtuvo por calculo a partir de la densidad real y aparente. mediante la ecuacion:

% porosidad = 1-(p./p,) x 100 (Carter. 1993}.

Fextura. Se determino mediante el método del Hidrometro Modificado por Day empleando un

hidrometro estandar ASTM No. 152G con escala Bouyoucs g/1 (Klute, 1986).

T T ™ e
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pH. Se realizé en una suspension de suelo en agua desionizada en preparacion 1:2 empleando un
potenciometro Conductronic pH20 con electrode de vidrio Coming G-p Combo W/RJ (Jackson. 1982:

Aguilera, 1986).

Carbono argdnico. Se realizd por el método de Walkley v Black modificado, de acuerdo a Nelson v

Somer (Carter, 1993).

Materia orgdnica. Se obtuvo por cdlcule a partir del carbono orgénico a partir de la siguiente
formula:

% m.o=(%c.0)1.72}

Nitrégeno total. Se determiné por digestién acida (Jackson, 1982; NOM DGN-AAA-24-1984).

utilizando un equipo de digestion BUCHI 435 con extractor de humos, y un destilador BUCHI 323,

Nitrdgeno amoniacal. Se determind por destilacion a partir de un filirado de intercambio i6nico con

430 ml de NaCl al 10% por 100 g de suelo.

Fosfore disponible. Se evalué por el método colorimétrico de Bray P-I (Jackson, 1982). empleando

un espectrofotémetro Milton Roy Spectronic 20D.

Concentracion de diesel.  Se llevo acabo por el método EPA 8013 (USEPA, 1966a), por extraccion
con hexano a reflujo y eliminacion de agua con sulfato de sodio anhidro v de particulas por filtracion a través
de fibra de vidrio y centrifugacién a 3000 rpm. Durante 15 min. Se utilizé un cromatografo de gases (Varian
mod. 3350) con detector de ionizacion de flama (FID) a 300 °C e inyector a 320 °C Se utilizé una columna
capilar J&B DB-I 100% metil silicona (no polar), con una longitud de 60 m. didmetro interno 0.25 pum
espesor de pelicula de Ipm. Las condiciones fueron: flujo del gas acarreador (He, Ny) de 2 = 0.2 ml/min..

flujo de aire de 300 - 10 mlmin.; flujo del gas del detector (H,) de 30 ° | mlmin. Inyector (073

" Split/Splitless’SPI {Septum-Equipped Programable Inyector). Se utilizé tolueno como estandar interno, Ei

area de diesel v el area del estandar interno se utilizaron para la determinacion de la concentracion de diesel

en el suelo (Geerdink and Loosdrecht, 1996).

“Metales Pesados. Se realizo por los métodos EPA 6010 para As. Ba. CdI Ni. Pb v Se; EPA 719647
para Cr (VI); y EPA 7470 para Hg (USEPA, 1996a).
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2. CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA DEL SUELO

Conteo de bacterias heteritrofas. Se empled la técnica tradicional de conteo en placa, utilizando
como medio de crecimiento el medio Agar Cuenta en Placa (No. Cat. 1.05463) que contiene peptona de

caseina 5 gfl, extracto de levadura 2.5 g/l, D(+)-glucosa 1.0 ¢/l v agar-agar t4 g/l

Conteo de bacterias degradadoras. Se usé un medio mineral con 100 ul de diesel industrial como

unica fuente de carbono.

Bacterias amonificantes. Se realizé por el método del Numero Mas Probable (NMP), segun
Katznelson (1946), utilizando un medio de crecimiento Agar BBL-Gelatina Nutritiva (No. Cat. 11481) que

contiene gelatina digerida por enzimas pancredticas, extracto de camme bovina y gelatina.

Cuantificacion de hongos v levaduras. Se realizé mediante la técnica de conteo en placa utilizando
como medio de crecimiento el medio Agar Dextrosa v Papa (No. Cat 119), que contiene infusion de papa

(s6lidos) 4g, dextrosa 20g y agar 14 g/l

Actividad respirométrica del suelo. Se colocaron 25 g de la muestra en botellas seroldgicas de 120
mil. se taparon con un septo v un sello de aluminio. Se incubaron a 26 °C durante 5 dias. Diariamente se
tomaron 0.5 ml de biogés para cuantificar bioxido de carbono v oxigeno en un cromatdgrafo de gases con
detector de conductividad térmica (Fisher gas patitioner mod. 1700) con doble columna (Porapak Q y malla

molécula 5 ﬁ\), se utilizo helio como gas acarreador a un flujo de 30 ml/min.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

A. CARACTERIZACION INICIAL

Al inicio del proyecto se realizé una caracterizacién inicial tanto del suelo contaminado como del

suelo control. Los resultados de ambas caracterizaciones se presentan a continuacion.

1. CARACTERISTICAS FiSICAS Y QUIMICAS DEL SUELOQ

En la tabla 1V.] se muestran las caracterisiicas fisicas y quimicas de la muestra control vy de la
contaminada. La concentracidn de diesel en la muestra contaminada fue muy alta, de 86,926 ppm. Esta
concentracion podria encontrarse por arriba de un umbral de concentracidn para que pueda Hevarse a cabo la
degradacién de hidrocarburos en suelo (Dibble y Bartha, 1979; Brown er al., 1983, Leahy y Colwel, 1990;
McAllister er al., 1995). Zegarra er al. (2000) con el mismo suelo utilizado en este estudio, encontraron que a
una alta concentracion de diesel (50,000 mg/kg) se obtienen porcentajes de degradacién muy bajos, cercanos
al 3 %, mientras que a concentraciones por debajo de 38,000 mg/kg es notable el incremento en la
degradacién y por consiguiente es mas representativo el efecto de los nutrimentos sobre la degradacion del
diesel. Por este motivo el suelo se diley6 hasta una concentracion de aproximadamente 30,000 ppm (esto es.

una dilucion del 34.31 %), para que sea evidente €l efecto de la adicién de nutrimentos durante el tratamiento.

La muestra control no presenté contaminacion por diesel lo que indicd que fue un control

representativo del estudio.

La textura de as muestras control v contaminada fue del tipo migajon-arenoso. La presencia de
arenas permite la transferencia de fluidos que garantiza una adecuada aireacién, asi mismo, la presencia de
limos favorece la retencién de agua, lo que permite ajustar la humedad para favorecer el crecimiento de

bacterias en la matriz del suelo (Frankenberger, 1992).

e T  — e ———— e
e R e ———
Adriana Dominguez Amicia

2001 33



RESULTADOS Y DISCLSION
p———— e —— e —— ——— /]

De manera general, se reporta para ¢ste tipo de textura una densidad aparente d2 1.20 a 1.75 glem’
(Juma, 1998), el suelo control presenté una densidad aparente que cae en este intervale, de 1.20 g/cm’, sin
embargo. en el caso de la muestra contaminada este valor es muy bajo. de 0.98 g/em’. A pesar de que la
muestra fue secada a 105 °C previo a la determinacidn, es probable que no se hayan perdido los hidrocarburos

de alto punto de ebullicion.

Tabla IV.1, Caracteristicas fisicas y quimicas de las muestras de suelo

- Parimetro* - "7l Suelo Contral ~ Suelo "
F— T T e L DT contaminado -
Conceniracion de Diesel (mg/kg) ND 86.926
Clasificacion textural - . Migajén arenoso Migajon arcnoso
Arena Limo Arena Limo
Proporcién de Componentes (%) 55 45 62.5 ‘375
Densidad aparente (g/ml) 1.20 0.98
Densidad real (g/ml} 2.31 1.90
Porosidad (%) 4798 48.67
Capacidad de retencién de agua (ml/kg) 312 536
Humedad (%) 27.29 1474
PIt 1.77 37
Materia orgdnica (%5} 6.27 51.06
Carbono organico {%%) 3.64 30.26
Nitrogeno total {mg/kg) 357.5 140
Nitrégeno amoniacal (mg/kg) 6.0 1733
Fésforo {(mg/kg) 2.10 182
Metales Pesados lixiviables {mg/A)**
Bario 0.56 0.400
Cadmio 0.030 ND
Niguel 0.080 ND
Plata - ND 0.370

* Concentraciones expresadas on base seca
** Dulos obtenidos por Laberatorios ABC
ND: No detectado

{.a densidad de particuta o real siempre es mayor que la densidad aparent-e‘, va -q;Je ésta ultima
considera el espacio porose del suelo ademas del volumen de los solidos. Los suelos minerales, normalmente,
tienen una densidad real de 2.65 g/em?® (Paul v Clark, 1996), ambas muestras presentan valores menores a
éste, de 2.31 y 1.90 g,/cm3 para el suelo control y el contaminado, respectivamente, pero elevados con
~ respecto a lo conocido para suelos organicos {Porta er al., 1994). La porosidad de ambas muestras fue cercana

al 48 %. tipica de un suelo con alto contenido de arenas v limos (Freeze v Cherry, 1979),

Debido a la cercania con que se tomaron las muestras, la humedad fue similar. de 27.29 % en la
muestra control y de 24.74 % en la contaminada. El agua del suelo afecta no solamente a la humedad

disponible para los microorganismos, sino también el estado de aireacion. la cantidad de materiales solubles,

)

la presion osmética y el pH del suelo.

m
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Se observd una marcada diferencia en la capacidad de retencion de agua (CRA) entre ambas
muestras, siendo mucho mayor en la muestra contaminada que en la muestra control. el incremenio en la

cantidad de materia orgdnica por efecto de la presencia del contaminante fue la causa de una mayor CRA.

El pH de la muestra contaminada fue muy bajo (5.47) debido, probablemente. a la produccion de
CO, v acidos organicos generados a partir del contaminante (Gordon ef af, 1980), Bossert v Bartha (1939) ¥
Block er al. (1989) encontraron variaciones en el pH en suelos contaminados con hidrocarburos durante

periodos largos. Es muy importante considerar este factor para llevar a cabo las pruebas de biotratabilidad, va

que los microorganismos que degradan contaminantes, generalmente bacterias, tienen un pH ¢éptimo que se.:.

encuentra entre 6.0 y 8.0 (Pelkzar et al., 1982), los hongos son mas tolerantes a condiciones acidas por lo que
es necesario considerar la posible implicacion de algunas especies fungicas en la degradacién de ciertos

contaminantes.

De acuerdo con los resultados anteriores, resalta el hecho de que. debido a 1a alta concentracion del
diesel en la muestra contaminada, el porcentaje de materia organica y carbono organico de ésia, fueron
mucho mas altos que en ¢l control. De acuerdo con una nominacidn para suelos agricolas propuesta por
varios autores {Tabla IV.2) con base en criterios de fertilidad, el suelo control se clasifica como un suelo.
medianamente rico v el suelo contaminado como extremadamente rico. El estado del arte de la
biodegradacion de hidrocarburos en suelos no cuenta con una clasificacion de suelos por el contenido de

materia organica y nutrimentos de ahi que se emplee esta nominacion.

Tabla IV.2. Nominacién para suelos tipicos

... . _MATERIA . NITROGENO™ FOSFOROZ
NOMINACION ORGANICA! mg/kg mg/kg
(%)
Extremadamente pobre G-02 < 320
Pobre 0.8-2.0 320 -630 <40
Regular 2.0-40 640 - 950
Medianamente rico 4.0-8.0 960 - 1 260 4.0-69
Rico 8.0-15.0 12701380 7.0-125
<= Muyrico = 15.0-300 1360 -221n
Extremadamenie rico > 300 >2210 > 23

T.-\«:-ui]cm. 1989: -Vazquez v Bawista, 1993: STavera, 1985,

La cantidad de nitrogeno total fue muy baja, tanto en la muestra contaminada como en la control. de
~-1a misma manera-que-el nitrogeno-amoniacal. De acuerdo con la nominacion de suelos de referencia. el suelo’
control es un suelo pobre en nitrégeno, mientras que el contaminado se clasifica como extremadamente

pobre. En cuanto a los ortofosfatos, ambos suelos se clasifican como pobres. Tomando esto como referencia,
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se decidid adicionar fertilizantes para incrementar la actividad de los microorganismos y favorecer asf la

degradacion del contaminante.

Dentro de la caracterizacién se determino la presencia de algunos metales pesados lixiviables, en la
muestra control s¢ detectaron Ba, Cd y Ni, y en la muestra contaminada se detecto Ba v Pb, en ambos casos
las concentraciones fueron muy bajas por lo que se asume que en este caso particular no hay un efecto
negativo. Frankenberger {1992) indica efectos inhibitorios en la biodegradacion de diesel a concentraciones
de plomo de 10 mg/kg y de 1,000 mg/kg de Cd en suelo, sin embargo, Salanitro et al. {1997) no observaron

efectos en la biodegradacion de ¢rudo en presencia. de varios metales en concentraciones menores a 20

mg/kg. : R : C L

2. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DEL SUELO
I
El contenido de bacterias heterdtrofas en el suelo contaminado fue de 1.16 E7 ufc/g de suelo,
concentracion que podria considerarse muy elevada considerando la presencia del contaminante, en la
muestra de suelo control la concentracion fue de 9.35 ES ufc/g, cifra que es mas baja que la detectada en los

suelos no contaminados (Tabla 1V .3).

La proporcién de bacterias potencialmente degradadoras de diesel fue del mismo orden de magnitud
que las heterdtrofas, 107 ufc/g, v es un valor alto considerando el pH del suelo que fue de 5.47. este resultado
indica que la mayoria de las bacterias heterotrofas son capaces de degradar el contaminante. Debido a la
antigiiedad del derrame, de alrededor de 12 afios, se dio un enriquecimiento natural de bacterias nativas con
ca.lpacidad degradadora, como ya se habia establecide en un estudio previo con este suelo (Milcic er al.,
1998). Las poblaciones microbianas nativas del suelo generalmente son capaces de degradar los

hidrocarburos, ya que muchas de las especies que se sabé los degradan, se encuentran comunmente en el

suelo, por tanto es mas importante proporcionar condiciones adecuadas para que las bacterias indigenas

‘inicien actividad degradadora, que introducir nuevas especies u organismos modificados genéticamente

{Jorgensen er af., 2000).

En las pruebas de respirometria de Ia muestra control se alcanzé, después de 10 dias de incubacién.
un consumo acumulado de oxigeno de 742,93 mg/kg. Analizando la parte complementaria que corresponde a
la produccién de biéxido de carbono, se obtuvo una produccion acumulada de 1,194.78 mg/kg, con una tasa

de consump y produccion de 72.89 y 124.65 mg/kg-dia, respectivamente. Estos valores se encuentran
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ligeramente por arriba de los encontrados por otros autores, Zegarra {2000} detectd una tasa de produccion de

CO, de aproximadamente 21.56 mg/kg, y Bartha y Pramer (1965) de 31 mg/kg. Es importante considerar que

ta actividad respirométrica depende de muchos factores, de los cuales destacan: la cantidad de materia .

organica, del tipo de suelo v de las comunidades microbianas presentes en el mismo (Smith er al., 1998).

En el caso de la muestra contaminada el consumo de oxigeno. después de 10 dias de incubacion, fue
de 1,341.84 mg/ke, a una tasa de consumo de 919.07 mg/kg-dia, mientras que la produccién acumulada de
CO, fue de 4,414.25 mg/kg, a una tasa de produccidn-de 476.48 mg/kg-dia, lo que era de esperarse, pues al
ser mayor la cantidad de materia orgdnica el consumo de O, y la produccitén CO, son mas elevades. Como se

observo en este caso, la presencia del contaminante incrementd la actividad respirométrica -debido-a la:

utilizacién del diesel como fuente de carbono (Jorgensen er al, 1995). Esta. diferencia de actividad con’

respecto al control sugirié que la poblacion autéctona estd bien adaptada y confirma el potencial de
degradacion de las bacterias autdctonas. Odu (1972) determind que la poblacion microbiana de un suelo
contaminado con hidrocarbures es mayor en un orden de magnitud, lo que indico la presencia de una

poblacién mas adaptada debido a la presidn de seleccidn impuesta por la presencia del contaminante.

Contrariamente al caso de la muestra control, la produccion de CO. fue menor que el consumao de

oxigeno. Debido a la alta concentracion de contaminante el suelo se encuentra muy compactado, lo que

dificulta el flujo de gases a través del mismo,

-Tabla IV 3. Caracteristicas microbiologicas de las muestras de suelo

] e -~ |+ . Suelo . - Suelo .
Pardmetro* " Control contaminado
Cuenta de bacterias heterdtrofas (ufc/g) 933E5 . 1.16E7
Cuenta de bacterias degradadoras de diesel (ufc/g) ~ND 1.74E?
Consumo acumulado de G, {mg/kg)
(10 dfas de incubaci6n) 742,93 1,341 .84
Tasa de consumo de O, (mg/kg-dia) 72.89 ’ C919.07
Produccién acumulada de CO, (mg/kg)
(10 dias de incubacion) 1.194.78 4.414.25
Fasa de produccidn de CO, (ma/kg-dia) 124,63 17648

*Concentraciones expresadas en base seca
ND: No detectada

B. PRUEBAS DE BIOTRATABILIDAD

Las pruebas de biotratabilidad se montaron considerando los resultados obtenidos en la

caracterizacion de fas muestras.
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La literatura indica que el empleo de composta y desechos agroindustriales en el tratamiento de
suelos mejoran las caracteristicas fisicas de éstos, lo que favorece la degradacién de los contaminantes
organicos (Huesemann, 1996; Safferman, 1998). Por este motivo y debido a que la concentracion del

o

contaminante fue muy alta, se decidid diluir 1 suelo con composta v fibra de coco.

La composta funciona como una matriz orgénica que aporta al suelo un soporte para que los
microorganismos se desarrollen, ademas de funcionar como un reservorio de nutrimentos. los cuales pueden
ser obtenidos por los microorganismos de manera paulatina. Cuando es adicionada sin esterilizar, inocula ai
sueto con microorganismos que estdn bien adaptados a sustancias himicas (Kistner v Mahro, 1996). La fibra
de coco es un desecho que puede obtenerse con relativa facilidad y a un costo razonable, lo que disminuye los

costos de tratamiento y puede ser aplicado a gran escalaen proyectos de biorremediacion.

Debido a que el suelo a tratar fue pobre en fertilizantes se decidid adicionar nitrogeno v fésforo, los
dos macronutrimentos mas importantes para la biodegradacion de hidrocarburos, sin embargo, el aporte de
carbono de estos ultimos provoca un desbalance de nuirimentos (Brown et al, 1983: Bossert v Bartha, 1984)
lo que hace necesario un ajuste de los mismos. Los microorganismos requieren carbono para su crecimiento,
nitrégeno para la sintesis de aminoicidos, asi como de bases plricas y pirimidicas vy de sus polimeros

(proteinas v acidos nucleicos); y el fésforo que constituye a los fosfolipides v fosfoproteinas, para

almacenamiento y liberacién de energia.

E! empleo de fertilizantes comerciales se ha extendido mucho en las investigaciones para estimular
la biodegradacion de hidrocarburos. Generalmente se adicionan de acuerdo a relaciones de nutrimentos
establecidas. con base en la concentracidn del contaminante. Se ha encontrado un amplio intervalo de
relaciones C:N:P para la degradacion de diferentes hidrocarburos, pero su eficiencia depende de muchos
factores entre los que se pueden citar: la disponibilidad de carbono para los microorganismos, tipo de suelo,

tipo de contaminante y contenido de agua del suelo (Burés, 1997). - -

En este estudio, la relacion de fertilizantes empleada como C:N-NH,:P-PQO," fue de 100:15:0.1, Ia
cual fue tomada de resultados experimentales obtenidos en un trabajo previo (Zegarra. 2000). en el que se

observo mas del 60 % de degradacion de diesel empleando este mismo suelo,

La solucion de fertilizantes que se adiciond a los lotes correspondientes, se prepard con fertilizantes
nitrogenados y fosfatados, urea y superfosfato triple. La urea es mas econdémica que otras sustancias que se

emplean ¢omo fuente de nitrégenc como son sulfato, fosfato y nitrato de amonio, ademds produce reaccion

I — T —
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alcalina con lo que se incrementa el pH del suelo. Se ha comprobado en varios trabajos su efectividad como
fuente de nitrégeno durante la biorremediacidn (Frankenberger, 1998), la urea se convierte en amonio por
accién de la enzima ureasa (Burés, 1997). El superfosfato triple, el cual contiene calcio, también favorece el

incremento del pH.

Los destilados medios del petrdleo como son el diesel v gasolina, bajo condiciones adecuadas son
altamente susceptibles a la biodegradacidn. El diesel es una mezcla de hidrocarburos que debido a su relativa
baja volatilidad, permite que los procesos de biodegradacion sean atractivos en los provectos de
biorremediacion de suelos (Jackson, 1990). Su biodegradacién ha sido investigada por muchos autores -
(Morgan er al., 1989; Jackson,. 1990, Grundmann v Rehm, 1991; Frankenberger. 1992; Gruiz y Kriston,
1995; Walworth y Reynolds, 1993; Rainwater er al., 1996, Saval, 1997). Por esto se decidid experimentar con
un suelo contaminado con diesel que presentd una flora autdctona con gran potencial para la degradacion del

mismo.

1. EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO DE LA PRUEBA TESTIGO

El testigo se monitored de la misma manera que las pruebas v solamente se conirolo ta humedad,
para evaluar de esta manera la actividad inherente al suelo y considerar la posibilidad de que se llevara a cabo
una atenuacién natural por ia actividad de los microorganismos autéctonos. En virtud de que no se adiciond

algiin material diluyente, la concentracion de diesel fue la original del suelo, de 86.926 makg.

a. Evaluacién de parametros quimicos

E| testigo se mantuvo con un porcentaje de humedad entre 34 y 37 %, v el pH fluctué por debajo de -

T

6.0 casi todo el tiempo que duro él tratamiento (Tabla 1V 4). Este pH fue muy bajo debido a la presencia del

contaminante, COmMo ya se menciono.

La concentracién de nitrdgeno total fue muv elevada, comparada con el nitrdgeno amoniacal que
representa cerca del 1.0 % dei total. Esto indica que la mayor parte estd en forma de nitrogeno orgdnico,

considerando que es un suelo superficial.

W

..
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Tabla 1V.4. pH ¥ humedad en la prueba testigo

% Humedad PH
MUESTRA Ta 40 DIAS | 80 DIAS T Te - | 40DIAS 80 DIAS
37 35 33 5.83 6.13 5.61
Testigo 38 RE 36 5.83 6.03 5.89
37 32 36 ' 5.75 586 378
Promedio 37 34 35 5.80 6.01 5.76
% Variabilidad 1.92 4.75 5.31 0.79 2.30 2.43

La concentracion de nitrogeno amoniacal al inicio del tratamiento fue de aproximadamente 60
mg/kg de suelo, y disminuyé a lo largo del tiempo debido a la mineralizacion del mismo por los

microorganismos, dandose un consumo casi total del mismo (Fig. IV.1).

Sroes

mg N-NH,*/kg

mg NT/kg

i

TESTIGO

£

PROMEDIO

"'OTg W49 DIAS O 80DIAS !

Fig. 1V.1. Concentracién de N-NHy" y nitrégeno total residual en 1a prueba testigo

La concentracién del fosforo en el testigo fue baja, de 3.42 mg/kg, a los 40 dias disminuyd
considerablemente, aunque posteriormente volvid a incrementarse. Este comportamiento tan erratico puede
deberse a que al inicio del proceso de biorremediacion el consumo de fésforo se incrementa y,
posteriormente, al disminuir el contaminante, disminuye. ademas de que mejoran las condiciones que
propician la mineralizacién de este nutrimento, y, posiblemente se deba a un intercambic isoionico del
fosforo adsorbido en el complejo de intercambio, ta gran cantidad de materia organica del suelo debida al

contaminante incrementa la capacidad de intercambio iénico del suelo (Fig. 1V.2).

e — e —— e ————ee )
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Fig. IV.2. Concentracién de P-PO43- residual en la prueba testigo

b. Evaluaci6n de la biodegradacién del contaminante

La degradacién del diesel a los 80 dias fue del 21 %, lo que se puede explicar como una atenuacion
natural debido a la gran cantidad de bacterias degradadoras nativas (Fig. 1V.3). Zegarra (2000) observé muy
baja degradacién de diesel, del 3 % con una concentracion inicial de 50,000 mg/kg, y con la adicion de
nitrogeno y fosforo aumentd al 21 %. esto indica que a pesar de la adicion de fertilizantes, con altas
concentraciones el diesel, se tiene efectos inhibitorios y/o tdxicos para los microorganismaos. Estos efectos
también han sido observados en varios estudios (Brown et al., 1983; Song et al., 1990; Raymond, 1992; Atlas
y Bartha, 1998). Debido a Ja presencia de algunos compuestos toxicos en la mezcia de hidrocarburos, existe
ur umbral o concentracion méxima en el suelo a la cual se inhibe la actividad microbiana {(Leahy v Colwell,

1990).

T 80000
2 S 60000
2@ 40000
2= 20000

TESTIGO PROMEDIO

. @To ®40DIAS 0BODIAS |

Fig. IV.3. Evolucidn de la degradacién de diesel en la prueba testigo

Por otra parte, la elevada concentracion del diesel ocasiona la compactacion del suelo, esto puede
provocar un reduccién en la biodisponibilidad de oxigeno w/o nutrimentos como lo sugieren Brown er al,
(1983) y Bossert y Bartha (1984), lo que ocasiona una disminucion en la biodegradacion, o una degradacion
incompleta, que incluso puede ocasionar la acumulacidn de productos intermediarios hasta niveles toxicos, tal

como lo sugiere Frankenberger (1992).
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A pesar de que en este caso en particular, si se observa que los microorganismos autéctonos pueden
degradar el diesel a la concentracion que originalmente se encuentra en el suelo, esta degradacion es minima,
por tanto, se necesitaria mucho tiempo para que, de manera natural, el suelo recobrara su estado inicial, alin

asegurando que a humedad se mantenga constante.

“40 DiAS
40 DIAS

% de ellminacién
de diesel
om
(=)

TESTIGO ' PROMEDIO

Fig. IV.4. Porcentaje de eliminacion de diesel en la prueba testigo

¢. Evaluacion de pardmetros microbiolégicos

La concentracion de bacterias degradadoras de diesel fue del orden de 10° ufc/g, hacia el final del
tratamiento disminuyé en un orden de magnitud. Los consorcios de microorganismos responden a los
derrames de hidrocarburos incrementando la poblacion de los degradadores. En este caso, la concentracion
del contamninante es muy alta pero. debido a la antigiiedad del derrame, [a microbiota ya se encuentra
adaptada para consumirlo, de ahi que se dé fa atenuacion natural. Sin embargo. la tasa de degradacion es muy
‘baja, por lo cual existe la necesidad de someter al suelo a un tratamiento en el que se incremente la actividad

de los microorganismos y se reduzca el tiempo de degradacion del diesel.

El numero mas probable de bacterias amonificantes se mantuvo casi constante, en el orden de 10°

bact/ml, con una ligera disminucién al final del tratamiento.

La concentracion de hongos estuvo en el inicio, en un orden de magnitud de 10° ufe/g.
disminuyendo paulatinamente hasta 10° ufc/g. Raymond er al. {1976). observaron que los hongos fueron la
flora predominantemente degradadora de hidrocarburos; es muy probable que en este caso, la poblacion de
hongos también contribuya a la degradacion del diesel. Su sobrevivencia fue favorecida por el pH del suelo
que fue de 5.47. La concentracion de levaduras fue, en promedio, de 10° ufc/g al inicio y disminuyo hasta por

debajo de 10° ufc/e. Los hongos y levaduras son importantes, ya que son responsables de la degradacion de

r - ————— O 00— ]
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polimeros vegetales complejos en ¢l suelo. descomponen residuos resistentes y posibilitan a las bacterias el
uso de sus metabolitos para continuar el proceso de descomposicion. Crecen y se dispersan produciendo
muchas células y filamentos y pueden atacar residuos organicos muy dcidos o bajos en nitrégeno para la

descomposicion bacteriana.

El consumo de oxigeno fue muy alto al principio. de 5.685.28 mg/kg a una tasa de 1,047.87 mg/kg-d
en la fase exponencial pero, posteriormente. disminuyé hasta 3.174 mg/kg a los 80 dias, en donde la tasa de
consumo fue de 504.54 mg/kg-d (Tabla IV.3). La produccidn de CO, fue, al inicio, de 5,429.13 mg/kg a uné
tasa de produccion de 1,071.62 mg/kg-d. Al final del tratamiento disminuyé a 3,245.90 mg/kg con una tasa
promedio de 502.79 mg/kg-d (Tabla IV.5).

Los resultados de las pruebas de respirometria obtenidos por Zegarra {2000) para este mismo suelo
fueron menores, pero esto indica que ¢l suelo tiene buena actividad bioldgica v, aunque no se refleja en la
degradacion del contaminante, se ha visto que existen otras fuentes como son la materia organica del suelo. la
propia biomasa y las fuentes abidticas que son utilizados por los microorganismos y generan CO, conio

producto de su aprovechamiento.

Tabla IV.5. Actividad respirométrica en [a prueba testigo

CONSUMG TASA DE PRODUCCION TASA DE COEFICIENTE
ACUMULADODE 6 | CONSUMO DE 03 | ACUMULADA DE Cb; | PRODUCCION DE C63 DE
MUESTREO (mg/kg) . (mghg-) . (mg/kgy | Amg/kg-d) .| RESPIRACION
) : {CR)
5,885 1.062 5282 1.044
To 5,499 1,025 5583 1.106
5,674 1,056 5422 1.064 0.95
Promedio %686 1,048 £429 £,072
%% Variahilidad 339 1.89 7.77 7.93
3213 850 3761 602
0 DiAS 3,346 685 3687 577
3,355 681 1599 556 111
Promedic 3,305 739 3682 %78
o7 Variabilidad 240 12.98 .19 39
3,079 457 3197 A 470
80 [HAS 3,329 533 3308 509
3,114 483 a2 330 .02
_ Promedio 3,174 _ S08 . I > 1 T S 803 - _ e —es
% Variabilidad 4.28 12 4.15 6.07

El coeficiente de respiracion (CR) es un indice que representa las moles producidas de CO. por mol
de O, consumido. De acuerdo con las referentias consultadas una rgi;:-ién C/H de 0.5 (grupo —CH.-),
representa un coeficiente de respiracion tedrico de 0.67, mientras que para la mayoria de los constituyentes de
la materia organica del suelo, el coeficiente de respiracion oscila entre 0.80 y | (Freijer et /., 1996). Si se

considera que todo el diese! degradado se mineralizo, los valores del CR, tedricamente, no debieron haber

e
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excedido et valor de 0.67, sin embargo, en este caso los valores estuvieron arriba del tedrico, al inicio fue de
0.95, y de 1.11 y 1.02 a los 40 y 30 dias, respectivamente. Esto puede indicar que posiblemente, existié otra
fuente de produccion de CO., aungue también se ha visto que no siempre es posible relacionar directamente
la degradacién de los hidrocarburos con la actividad respirométrica (Zegarra, 2000).

Existe un gran intervalo de CR’s reportados en la literatura para diferentes tipos de suelo y de
contaminantes, ¢éstos van de 0.32 a 1.5, algunos de estos valores son mayores al teérico de 0.67 debido,
posiblemente, a 1a presencia de otras fuentes de carbono como 1a materia organica. Mientras que otros fucron
menores, posiblemente, por no mineralizar toda la fuente de carbono, por la produccidén de biomasa o por
cambios en la produccién de CO,, como consecuencia de la disminucion en la fracciébn mas biodegradable.

2. 1" ETAPA EXPERIMENTAL

En esta etapa se probo el efecto de la mezcla de dos sustratos con el suelo contaminado para diluirio
Y para mejorar sus propiedades, v asi favorecer la degradacion del diesel. Para ¢sto s¢ empled composta
madura producida a partir de deshechos domésticos y que tcnia 6 meses de madurez; y un residuo
agroindustrial, la fibra de coco. Las mezclas se prepararon con una relacion suclo:composta y suelo:fibra de
coco de 1:3, para alcanzar la concentracién inicial de diesel que quedéd alrededor de 30,000 mg/kg (Fig.
IV.5).

Fig. IV.S. Vista superior de las unidades experimenteles correspondientes a Ia 1* etapa: testigo; suelo/composta
(SC); suelo/composta/fertilizantes (SCF); suelo/fibra de coco (SFc); suelo/fibra de coco/fertilizantes (SFcF)
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Las caracieristicas del suelo variaron dependiendo del sustrato empleado para su dilucion. ya que
tienen diferente efecto de reaccion, y de la adicion de fertilizantes, sobre todo por la reaccién que produce en

el suelo la adicidn de nitrégeno en forma de urea.

a. Tratamiento con composta

Las tecnologias de composteo o adicion de composta, como lo practicado en-este estudio, han sido
aplicadas para la limpieza ex-situ de suelos contaminados. La aéicién de una matriz orua’mic:a a un suelo
contaminado mejora la actividad microbiana, la retencion de agua v la forma en que ésta interactiia con el
sueto v, la actividad degradadora especnﬁca natural que puede encontrarse en Ios suelos contammados ;

(Jorgensen er af.. 2000). . : -

La adicién de composta madura provee de una mayor concentracion de material reactivo que el que
se encuentra en el suelo, debido a que su contenido himico puede ser de hasta 30 % (Cole, 1998).
Evaluacion de parimetros quimicos

Al realizar las mezclas de suelo con composta, la humedad se mantuvo en condlcmnes optlmas con
valores de alrededor del 30% debido a que la mpac:ldad de retencmn de agua (CRA) de la Composla es de 1 ‘\I
ml/kg. Se evalué periddicamente la humedad de todos los recipientes para asegurar que no hubiera déficit de

agua a lo largo del tratamiento.

Tabla IV.6. pH ¥ humt;dad de I-os tratamientos con composta

% Humedad pH
MUESTRA Ta 10 DIAS | 80 DIAS Ty 40 DIAS 80 DIAS
27\ 31 ) 2382 105 6.36 6.95 o
o Suelo + Composta 27 33 01 26 - 694 6.84 7.13
27 29 23 7.01 6.91 7.38
Promedio 27 31 26 7.0 6.70 7.15
% Variabilidad 1.91 4.99 9.52 0.79 4.46 3.01
29 33 27 8.11 8.88 842
Suelo + Composta 29 35 3! 8.29 8.87 8.7
+ Fertilizantes 28 31 t2 8.24 899 832
Promedio 29 3s 23 8.21 8.84 B.48
% Varibilidad 2.96 4.92 42.30 1.13 0.55 2.38
S —— T ———
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La degradacién del contaminante estd altamente influenciada por factores ambientales, de estos, el
contenido de humedad, aunque no ha sido identificado como un factor que gobierne directamente la
degradacion segun Freijer et al. (1996), tiene una influencia en la efectiva difusion de gases en la atmosfera

del suelo.

El pH de! suelo originalmente fue de 5.47, al ser mezclado con composta {S+C) se incrementd hasta
un pH promedio de 7 (Tabla 1V.6), efecto que ha sido mencionado por Kistner y Mahro (1995) vy,
practicamente, se mantuvo muy cercano a la neutralidad durante tedo el tratamiento, lo que indica que el

suelo asi mezclado tuvo buena capacidad amortiguadora. - . R

dg

. - ; ;| . RN
Con la adicion de fertilizantes (S+C+F) el pH aumentd hasta 8, esto se debe a que 1a urea produce
reaccion alcalina, con lo que se incrementa el pH del suelo. A los 40 dias se observé un incremento en este

parametro, alcanzando valores hasta de 8.84.

En lo que respecta al consumeo de fertilizantes y debido a que la relacion C:N empleada fue alta, se
puede observar que la concentracién de nitrdgeno amoniacal! en los tratamientos a los que se adiciond
(§+C+F) fue muy alta; los resultados muestran un incremento a lo largo del tiempo, contrario a lo que se
esperaba, debido a la presencia de bacterias amonificantes. Este comportamiento se observé tanto en las

pruebas con fertilizantes comeo en las que no se adicionaron, aunque el efecto fue mds evidente cuando no se

adicionaron (Fig. IV.6).

Sin fertilizantes

S+C PROMEDIO
Can fertilizantes

mg N-NH_*/kg

SeC+F PROMEDIO

OTo W40 DIAS D 80 DIAS

Fig. IV.6. Concentracién de N-NH4™ residual en las prucbas con composta

l.a concentracion de nitrégeno total, al incrementarse la de nitrégeno amoniacal, también se

incremento a los 40 dias aunque, en general, tendi¢ a disminuir a los 80 dias (Fig. IV.7), lo que indica que se

e e—,e— e — e ]
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empez6 a dar la mineralizacion de nitrégeno, o bien, fue inmovilizado, principalmente. por incorporacién a
componentes organicos como aminofcidos y proteinas, biosintetizados durante la descomposicion de los
hidrocarburos (Joergensen er al., 1999; Deni v Pennincky, 1999). El nitrdgzeno es el elemento determinante de
la tasa de descomposicidn, los microorganismos metabolizan el nitrégeno disponible en forma de amonio, por
lo que la adicion de nitrégeno inorganico en cantidades adecuadas acelera la descomposicion de la materia
organica al proporcionar a los microorganismos el nitrégeno necesario para incrementar su actividad, y una

pequefla parte es incorporada a la biomasa, 6 bien, es empleado por microorganismos nitrificantes {Cabrera et

al., 1991).
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Fig. IV.7. Concentracién de nitrégeno total residual en los tratamientos con composta

El fosforo es, también, un elemento fundamental en la descomposicion de la materia organica. En el
caso del fosforo, la cantidad adicionada de este componente fue minima. seguin la relacion, sin embargo se
observo, en el caso de las muestras a las que no se adicionaron fertilizantes. una disminucién de los fosfatos,
lo que indica que los microorganismos o consumieron. En las pruebas a las que si se adiciond fésforo. a los

40 dias de tratamiento se observo un incremento pero disminuyé ligeramente hacia el final del tratamiento

(Fig.1V.8).
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Fig. IV.8. Concentracién de P-PO43- residual en los tratamientos con composta
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Evaluacién de |la biodegradacion del diesel

Previo al inicio de las pruebas, se obtuvo un perfil cromatografico de un extracto de la composta, ¥
no se observd presencia de ningtin compuesto que pudiera interferir en la cuantificacion del diesel. Jorgensen

et al. (2000) realizaron una prueba similar y tampoco detectaron ningin compuesto.

- Para el final del tratamiento, se tenia una concentracion de diesei residual promedio de 8.553 mg/kg
en las pruebas sin fertilizantes (Fig. 1V.9), lo que equivale a un porcentaje de eliminacion del 72.25% (Fig.
IV.10), esto es un 51 % por arriba del testigo. Grundmann y Rehrﬁ“(‘]@‘) D obtuvieron un porcentaje dé
degradacién de diesel entre 50 y 85 %. La tendencia que signié la degradacion del contaminante,-es-un patron.- -
de comportamiento que ha sido obtenido por otros autores independientemente de la concentracion inicial.
Sin embargo, Zegarra (1999) observé que, a concentraciones de diesel por arriba de 38,000 mg/kg la
degradacidn es muy lenta, ya que aunque el diesel tiene componentes de facil degradacién. las altas

concentraciones producen efectos toxicos en los microorganismos.
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Fig. IV.9. Evolucion de la degradacion de diesel durante el tratamiento con composta

La concentracion de diesel residual al final del tratamiento es un parametro de importancia
fundamental en la aplicabilidad de la biorremediacién. Durante la degradacién del diesel, los componentes
que se degradan primero, son los compuestos de cadena lineal cuya degradacion es mas sencilla. como lo han
determinado algunos autores por espectrofotometria de masas (Walker et al, 1976; Atlas. 1981). La
naturaleza del diesel residuat no esta bien conocida pero. es probable que consista de compuestos alifaticos de
cadena ramificada, compuestos aromaticos v poliaromaiticos cdmo los naftenos, cada uno de las cuales puede
tener una cadena con un grupo alquil unido al centro de] anillo. Esta fraccion puede ser también
inhereniemente recalcitrante (Jorgensen et al., 2000), lo que puede resultar en una tendencia al decaimiento
en la abundancia microbiana y, ademas, su degradacion requiere microflora con actividad muy especializada

(Song & Bartha, 1990; Gruiz and Kriston, 1998). Es probable también, que la dificil degradacion del diesel

e e e e
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residual sea producto de cambios en las comunidades microbianas ya que, al final del proceso, la capacidad

degradativa puede haberse disminuido (Jorgensen er af.. 2000).
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Fig. 1V.10. Porcentaje de eliminacién de diesel en las pruebas con composta - -

El perfil cromatografico (Fig. [V.11) de los suelos corrobora los argumentos anteriores, a tiempos
largos en el tratamiento se observa la pérdida de ciertos componentes, los picos definides (cadenas lineales
segin Geerdink et af., 1996) son los que se han perdido. mientras que permanecen los picos no definidos v la
campana que, de acuerdo con’ los mismos autores. corresponden a los alcanos ramificados, compuestos

aromdticos y poliaromiticos.

Diesel estindar Tratamieato con composta Tratamiento con composta
200 mg/kg To 80 dias

Fig. IV.11. Perfiles cromatogrificos de diesel estindar y del suelo tratado con composta

En las pruebas con fertilizantes, a los 40 dias la degraaaéién habia sido muy baja. con una
concentracion de diesel residual promedio de 28.774 mg/kg, esto representa sélo un 6.64 % de eliminacion,
sm embargo, a los 80 dias se obtuvo una mayor degradacion del-contamir;.ante. el cual llegd a 20481 mglkg,
lo que equivale a una eliminacion del 33.35 %, es decir un 12 % armriba del testigo, sin embargo,

estadisticamente no existe diferencia significativa entre ambos. Esto puede deberse a que se present6 una

e e S ———
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inhibicion en la actividad de los microorganismos por un exceso en la concentracion de los nutrimentos,
sobre todo de nitrdgeno (Tabla 1V.7). Es importante tomar en cuenta este hecho para establecer una relacion
de nutrimentos adecuada. va que adicionar cantidades excesivas no es benéfico y puede contribuir a la

lixiviacion de nitratos (Brown et al., 1983).

Tabla IV.7. Concentracién y degradacion de diesel durante el tratamiento con composta

DIESEL RESIDUAL DEGRADACION DE DIESEL
MUESTRA (mp/ke) (%)
Ty 40 DIAS 80 DIAS 40 DIAS 80 DIAS
21,131 10,252 31,44 66,74
Suelo + Composta 30,820 15,765 6419 48.85 79,17
18,419 3,989 40.24 70,83
Promedio 18,438 8,553 40.17 72,25
% Variabilidad 14,58 22.84 21.67 8,77
29,644 20,537 3.81 33.36
Suelo + Composta i
+ Fertilizantes 30,820 28,788 14,100 6.39 54,25
27,890 26,806 9.51 13,02
Promedio 28,774 20,481 6.64 33,55
%% Yartabilidad 3.05 31,02 42,88 61,45

La presencia de varios hidrocarburos refinados puede inhibir la reaccion de las ureasas en suelos, de
acuerdo con Frankenberger Jr. (1988), quien menciona que en el caso del diesel. el grado de inhibicién va del

24 al 44 % de acuerdo con el tipo de suelo, aungue este intervalo no se considera alto,

Graham ef al (1999) establecen que aunque el suplemento de nitrégeno y fésforo puede
incrementar las tasas de biodegradacién, algunas combinaciones de estos dos nutrimentos pueden producir
bajas tasas de degradacion. Los mismos autores mencionan que el aporte excesivo de nitrégeno sobre el
fosforo puede influenciar negativamente la eficiencia del sistema, en este caso la relacion de nutrimentos

empleada (100:5:0.1) fue desbalanceada con respecto a la relacion N:P.

- Evaluacion de pardmetros microbioldgicos

En este tratamiento, como se esperaba, se encontrd una alla concentracion de microorganismos, esto
se debe a que los microorganismos estan ya adaptados al contaminante (Jorgensen ef af., 2000), su nimero en
general. expresado como microorganismos degradadores, se encontrd del orden de 107 ufc/g suelo seco. un
valor alto a pesar de la elevada concentracién del contaminante presente en el suelo, pero se encuentra dentro

de los valores reportados por otros autores, de 10° a 10° ufc/ g suelo (Margensin and Shinner, 1997; Jorgensen
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et al., 2000). Los altos niveles de bacterias degradadoras persistieron mientras hubo elevadas concentraciones
de hidrocarburos en el sistema, ya que el diesel les proporciona una fuente de carbono ficilmente asimilable
lo que favorece su actividad. La adicion de composta ademas de aportar materia orgdnica, mejora varias

propiedades del suelo que favorecen la actividad microbiana.

En este caso en particular, la cantidad de bacterias degradadoras de diesel fue disminuyendo, y a los
80 dias estaban en el orden de 10° (Fig. IV.12), sin embargo, esta disminucién no se vio reflejada en la

degradacién del diesel. Se ha visto (Atlas, 1981) que aunque se puede correlacionar un alto nimero de

entre el namero de degradadoras y la tasa de degradacmn de Ios hldrocarburos

LOG ufclg
Lo BIE S TR - s < ]

5+C PROMEDIO S+C+F PROMEDIO

g To § 40 DIAS 0 80 DIAS

Fig. IV.12. Concentracién de bacterias degradadoras de diesel en los tratamientos con composta

En el caso del tratamiento con composta y fertilizantes la disminucion en el contenido de bacterias a
los 40 dias fue de casi dos érdenes de magnitud, esto se debe en parte al pH que presentaron estas muestras
(8.65), que pudo inhibir la actividad bacteriana. En este punto se observé una mayor concentracion de
nitrégeno amoniacal. lo que es también uno de los factores que determinan el incremento del pH del suelo.
Sin embargo, se sabe que los actinomicetos tienen un pH 6ptimo mas alcalino que €l de las bacterias, incluso
se detectd su presencia al llevar a cabo el conteo, por lo que se puede deducir que probablemente los
actinomicetos pudieron contribuir a la degradacion del diesel, ya que sus enzimas les permiten degradar
complejos organicos como celulosas, ligninas, quitinas y proteinas, las cuales tienen una estructura muy
similar a algunos de los componentes del mismo, como son los compuestes aromaticos y poliaromaticos,

cuya degradacion generalmente es menos eficiente.

los 80 dias de. tratamiento, la cantidad de bacterias degradadoras de diesel se incrementd-

nuevamente, esto se vio refiejado en un mayor porcentaje de degradacion del diesel, para este tiempo el pH

. : . .
ya se encontraba ligeramente mas bajo, aungue aln por arriba de 8.
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La concentracion de hongos se encontré al inicio en el orden de 10° ufc/g suelo, y para el final del
tratamiento aumenté en promedio un orden de magnitud. En los tratamientos con fertilizantes v debido al pH
tan alto que se alcanzo, no se observo su desarrollo. La concentracion de levaduras fue al inicio del orden de
10* ufc/g suelo y posteriormente se incrementd en casi 2 ordenes de magnitud {Fig. 1V.13). De la misma
manera que en el caso anterior, con la adicidn de fertilizantes y el incremento en el pH se vio inhibide su
crecimiento, aunque, en este caso, la ligera disminucién en el pH que se presentd posteriormente provocé una

reactivacion de la microflora.

- a—:"’ 101 Nimero mas probable de bacterias amonificantes
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Fig. IV.13. Microorganismos presentes en las muestras tratadas con composta

Como una medida indirecta de la actividad de los microorganismos presentes en el suelo, se midid la
actividad respirométrica del suelo para cada uno de los tratamientos, los niveles de CO, indican la existencia
de biodegradacion. Puede apreciarse que se dio una mayor actividad respiromeétrica en los tratamientos sin
fertilizantes que en los que si los tenian, en éstas Gltimas a los 40 dias se dio un gran incremento en la
actividad, 1a cual disminuy6 nuevamente para los 80 dias. En el caso de los tratamientos con composta y

fertilizantes, a los 40 dias disminuy¢ la produccion y, posteriormente, se incremento ligeramente (Fig. [V.14),

Durante la medicién respirométrica se dio un gran consumo de.oxigene, pero no se v1:o reflejado en
la produccion de CO,, et CR en todos los casos estuvo por deba]o del tedrico. En las muestras con
fertilizantes fue aun mds bajo (Tabla 1V.8), esto puede deberse a que se llevé a cabo la degradacién de la
materia orgdnica de manera incompleta, lo que pudo dar como resultados la acumulacion de intermediarios.

La cantidad absoluta de CO, presente también puede estar influenciada por el pH (Graham et al, 1999).
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Fig. IV.14. Evolucién de la actividad respirométrica en los tratamientos con composta
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La fraccion de diesel que no se transformo en CO,, se expiic;'c_]ue -e-r.ltr-a.z‘a form:;r: parte de la bi(.)mﬁs;
microbiana activa o masa residual microbiana (Jorgensen er al,, 1995). Para favorecer la utilizacion de los
intermediarios y debido a que !a degradacion del diese! se lleva de manera aerobia, se mantuvieron mejores
condiciones de oxigenacion en el suelo Por esto, cual se llevd a cabo un mezclado con mayor frecuencia, ya
que se ha visto que la actividad microbiana y la degradacidn se incrementan con la aireacién (Grundmann and
Rehm, 1991; Gruiz and Kriston, 1995). El mezclado incrementd el contenido de O, en la atmédsfera del suelo
y favorecio la disminucion de la concentracion de CO. al mejorar la difusién de los gases (Graham er af.,

1999).

Tabla IV.8. Coeficiente de respiracion de los tratamientos con composta

COEFICIENTE DE RESPIRACION (CR)

TRA
MUES To 40 DIAS 80 DIAS
Suelo+Composta 0.64 0.54 0.42
Suele+Composta+Fertilizantes 0.25 0.15 0.29

Como va se menciond anteriormente, el efecto tdxico o inhibitorio de fa adicion de fertilizantes
también se hizo evidente en la medicion respirométrica, ya que tanto el consumo de oxigeno como la

produccion de CO, disminuyeron con respecto a los tratamientos sin fertilizantes.
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b. Tratamiento con fibra de coco

De la misma manera que la composta, el uso de residuos agroindustriales como son: aserrin, bagazo
de cafa o fibra de coco, entre otros, se han venido empleando para mejorar algunas de las propiedades fisicas
de los suelos y asi optimizar la degradacién de contaminantes. Estos agentes que en la practica se denominan
texturizantes. mejoran la actividad microbiana, va que son materiales de baja densidad que cuando se
adicionan al suelo incrementan la porosidad, la difusion de Oy, reducen el tamafio de los agregados saturados
de hidrocarburos y aumentan su exposicién a los sitios microbiclégicamente activos (Rhykerd er af., 1999), lo

que puede reducir el tiempo requerido para la biorremediacion de suelos contaminades.

Evaluacién de pariametros quimicos

La fibra de coco posee caracteristicas higroscépicas muy pronunciadas respecto a otros maieriales.
tiene una capacidad de retencion de agua de 3,200 ml/kg de suelo, lo que equivale a retener 3 veces su peso
en agua. Debido a esta propiedad es necesario adicionar un mayor volumen de agua para mantener las

condiciones de humedad establecidas en 40 %%.

Al mezclar el suelo con fibra de coco (8-Fc) el pH no se modifico, debido a que la fibra de coco no
tiene el mismo efecto de reaccion que la composta, aunque a lo largo del tratamiento si se incrementd
ligeramente, hasta alcanzar un pH promedio de 6.51 Con la adicién de fertilizantes (S+Fc+F) el pH se
incrementd a 7.85. A los 40 dias se observé mayor incremento en este pardmetro, alcanzando valores de 8.41
(Tabla 1V.9).

Tabla 1V.9. pH y humedad de los tratamientos con fibra de coco

i ' - 1w % Humedad . . pH . . .
MUESTR. Ta 40 PIAS I 80 DIAS T. 40 DIAS | 80 DIAS
49 19 33 q 592 5.62 6.89
- B 1 Suelo + Fibra dé coco ™| ~ 45 77 33 51 1 586 558 | a9
48 38 37 3.76 .65 6.45
Promedio 48 53 44 5.84 £.61 6.51
% Variabilidad 4.13 9.02 21.81 1.38 0.62 543
42 61 34 : 1.73 8.45 8.20
Suelo + Fibra de coco 16 33 36 7.86 8.4 8.26
« Fertilizantes 47 57 19 7.96 8.39 811
Promedio 45 38 "33 7.85 5.4 519
% Yariabilidad 55 504 646 . L46 0.36 0.72
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La concentracién de nitrégeno amoniacal en las muestras sin fertilizantes se incremento hacia los 40
dias, aunque posteriormente volvié a disminuir. En las mezclas con fertilizantes 1a concentracién tendio a
disminuir, con un ligero incremento a los 80 dias, esto sugiere que se dio la incorporacion del nitrogeno

amoniacal a la biomasa o bien a su inmovilizacién en la matriz del suelo (Fig. IV.15).
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Fig. IV.15. Concentracion de N-NH4™ residual en los tratamientos con fibra de coco

De la misma manera que en el tratamiento con composta la concentracion de nitrogeno total se
incremento a los 40 dias, tanto en las pruebas con fertilizantes como en las que no se adicionaron, esto, como
resultado de! incremento en el nitrégeno amoniacal, aunque en general tendiéd a disminuir a los 80 dias,
aunque la disminucion fue mayor para las muestras sin fertilizantes (Fig. 1V.16). La variabilidad en los datos
obtenidos también puede ser explicada por el hecho de que la cantidad de las formas inorganicas de nitrégeno
en el suelo {nitr6geno amoniacal, nitratos y nitritos) estin sujetas a cambios rapidos, a través de procesos

como son la amonificacion, nitrificacion, desnitrificacién y otros procesos microbianos conocidos (Black,

1965).
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Fig. [V.16. Concentracién de nitrogeno total residual en los tratamientes con fibra de coco
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La concentracion de fosforo en el tratamiento sin fertilizantes disminuyé: paulatinamente al ser
utilizado por los microorganismos (Fig. [V.17). En el tratamiento con fertilizantes nuevamente se presento un
comportamiento erratico causado posiblemente por el efecto inhibitorio de la concentracidn de nitrégeno

sobre los microorganismos.
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Fig. IV.17. Concentraci6n de P-PO43- residual en los tratamientos con fibra de coco

Evaluacién de la biodegradacién del contaminante

A los 40 dias de tratamiento, 12 degradacién del contaminante en los tratamientos sin fertilizantes fue
menor en comparacién con las pruebas con composta, de 19.91 % en promedio. Al término del tratamiento, !
porcentaje de eliminacion fue muy cercano al del tratamiento con composta, del 60.69 %, de hecho, no existe

diferencia significativa entre ambos tratamientos (Figs. IV.18 y IV.19).

El pH en estos tratamientos, €l cual siempre se mantuvo por debajo de 6. pudo haber influido en la
baja degradacion del diesel, aunque Kistner y Mahro (1996) observaron que no hay diferencia significativa

en la degradacion de HPA's entre las pruebasa pH 5 y pH 7.

Se puede observar también, que en las mezclas a las que se adicionaron fertilizantes se dio menor
degradac'ién del contaminante, a los 40 dias el porcentaje de eliminacion era del 14.65 %, pero. a los 80 dias

el porcentaje fue muy similar al obtenido con composta, 31.75 %, 10 % por arriba del testigo.

La fibra de coco mostrd una gran capacidad de ads;oréién del diesel. de 3.642 ml/kg, este pudo haber
sido la causa de que Ia_ degradacion haya sido mas lenta que con la adicion de composta, al estar adsorbido el
diesel a la fibra de coco se encuentra menos disponible para los microorganismos. La degradacion de los
compuestos orgdnicos generalmente ocurre en la fase acuosa donde estdn presentes las bacterias y donde la

asimilacion del sustrato y nutrimentos puede ocurrir mas facilmente.
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Fig. IV.18. Evolucién de la degradacién de diesel durante el tratamiento con fibra de coco
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El incremento en la degradacién_dé diesel a los 80 dias pﬁdé_haberse debido a su desorcidn paulatina

de ia fibra de coco, probab]eménle’ por intercambio iénico con otros componéntes,"- o pot.cambios en pH:y/o "1 4. .

humedad, o cual favorecié su degradacion.

En este caso, como con en el tratamiento con composta, la adicion de fertilizantes no favorecié la
degradacién del diesel (Tabla 1V.10). Se ha visto {Walworth er al, 1997) que una concentracién demasiado
alta de sales nutritivas genera un incremento en la presién osmoética que conlleva a una drastica disminucion

del agua disponible del suelo.
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Fig. IV.19. Porcentaje de eliminacién de diese! en los tratamientos con fibra de coco

En un estudio realizado por Walker et al. (1976) se observé que la degradacion de los contaminantes
formados por mezclas como es el caso del diese!, es un proceso dindmico v que los componentes, aunque se
degradan simultineamente, son degradados a diferentes tasas. La degradacion de alcancs saturados se —
representa como una linea recta y su degradacién es mayor, los alcanos ciclicos de | a 3 anillos tienen la
misma tendencia, pero su degradacion no es tan eﬁciente,‘mientms ‘que la tasa de degradacion de los

hidrocarburos aromaticos es lenta al principio pero después de varias semanas se incrementa.
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Tabla IV.10. Concentracién y degradacién de diesel durante ¢l tratamiento con fibra de coco

DIESEL RESIDUAL DEGRADACION DE DMESEL
MUESTRA (mg/ke) (%)
Te 40 DIAS 80 DIAS 40 DIAS 80 DIAS
Suelo + Fibra de coco 29,254 17,268 3 42,92
30,254 19,704 8,715 3487 71,19
. 23,729 9.695 21,57 67,95
Promedio 24,229 11,893 19,94 60,69
% Variabilidad 19,79 39,36 79,58 25,49
. 29,574 26,091 2.25 13,76
Suelo + Fibra de coco
+ Fertilizantes 20,254 23,145 17,012 . 23.50 43,77
i oo 24,745 . 18,844 | . .- 18,21.. .. 3T
Promedio ' 25,821 20,649 - 14,65 31,75
% Variabilidad - - - o b 12,96 - 23,25 ... 15,50 " 49,98

Evaluacién de parametros microbiolégicos

Al inicio, la concentracion de bacterias degradadoras de diesel fue del orden de 107 ufc/g suelo,
disminuyé ligeramente a los 40 dias, pero volvié a incrementarse al final del tratamiento. Cuando se
adicionaron los fertilizantes, el comportamiento fue inverso, hubo un ligero incremento a los 40 dias y
posteriormente disminuyé, sin embargo, su numero permanecié ligeramente por debajo de 107 ufc/g suelo
(Fig. IV.20). A pesar de la concentracién tan elevada de microorganismos, la degradacidn, como ya se
menciond, no fue tan eficiente como cuando el suelo se traté con composta. lo que corrobora el hecho de que

¢l contaminante no se encontraba disponible para los microorganismos presentes.

$+Fe PROMEDIO S+FcHF PROMEDIO

gTo g4O0DIAS  gBoDIAS

Fig. 1V.20. Concentracién de bacterias degradadoras de diesel en los tratamientos con fibra de coco

El nimero mas probable de bacterias amonificantes en los tratamientos a los que no se adicionaron
fertilizantes se mantuvo, en promedio, en ¢l orden de 10 bacterias/g suelo. ‘En el caso de los tratamientos con
fertilizantes el numero fue menor desde el inicio, esto es, apenas por arriba de 10°, a los 40 dias se dio un

incremento en dos ordenes de magnitud y posteriormente volvié a disminuir (Fig. 1V.21). Lo mas notable fue
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que en el momento que se incrementé el numero de bacterias amonificantes se registré una menor
concentracion de nitrégeno amoniacal, aunque se dio un gran incremento en la concentracion de nitrégeno

total, esto indica que se incrementé la inmovilizacién del nitrogeno.

l.a cantidad de hongos ¥ levaduras en los tratamientos fue del orden de 10° ufc/g suelo, los primeros
disminuyeron en un orden de magnitud al final del tratamiento, mientras que las levaduras, reportaroﬁ un
incremento a los 40 dias de dos ordenes de magnitud, aunque posteriormente disminuyeron al nivel original
(Fig. 1V.21). El incremento en ¢l pH provocado por la adicidn de fertilizantes, influyd en la determinacion de

_ambos tipos de microorganismos. debido a.qué los:-hongos se’desarrollan-gn niveles de pH tendientes a la

acidez, pues no se observo desarrollo a Is 80 dias, cuando el pH.estaba mas alto; asimismo, ld concentracion .

de levaduras también disminuyé a los 80 dias.

La produccién de CQ, fue mayor que en las pruebas con composta, esto se debio a que la fibra de
coco favorece mds las propiedades fisicas del suelo, como es el hecho de incrementar su porosidad, lo que
tiene como consecuencia mayor flujo de gases en la atmosfera del suelo. A los 40 dias, de la misma manera
que con la composta, se dio un gran incremento en la actividad, la cual posteriormente volvié a disminuir, no
obstante, este incremento no se vio reflejado en la degradacion del diesel, ya que en el periodo transcurido

entre el inicio y los 40 dias ésta fue muy baja (Fig. 1V.22).
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Fig. IV.21. Microorganismos presentes en los tratamientos con fibra de coco

El mismo comportamiento que se describio para los tratamientos con composta, relative al consumo
de oxigeno cuando se adicionaron fertilizantes, volvid a presentarse en los tratamientos con fibra de coco, ya

que se observé un mayor consumo de oxigeno en relacién con la produccion de CO,. En este caso también se

- . — . ]
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llevé a cabo un mayor mezclado para favorecer la completa degradacion del contaminante. Se ha observado
que la nitrificacién promovida por aportes de fertilizantes amonificados resulta en un incremento de jones H’

que pueden reaccionar con el CO, y disminuir su produccién ai formarse CO,%. .

% 3000 Tasa de consumo de oxigeno
g
! 2000
2 1000
0
2 _Tasa de produtcion de bidxido de carbono
__%: P o T ro -
3
£ o — ——
S+Fe+F PROMEDIO

" PROMEDIO

|pToe  m4oDlAS  [BoDlAs -

Fig. IV.22, Evolucién de la actividad respirométrica de los tratamientos con fibra de coco

Los coeficientes de respiracidn en estas muestras se presentan en la tabla V.11, todos los valores
estuvieron por debajo del tedrico de 0.67, Graham er af. {1999) reportan valores esperados de 0.51 a 0,73
para Eondiciones aerobias. En el tratamiento con fibra de coco sin fertilizantes, no hubo variacion en el
coeficiente de respiracion a lo largo del tiempo. Los valores obtenidos para los tratamientos con fibra de coco
y fertilizantes fue ain mucho menor que los obtenidos por estes autores, excepto el obtenido a los 80 dias que
fue de 0.43. La variabilidad en los CR encontrados indica que las condiciones que pueden permitir esta
variacién son muchas y muy variadas, Balba et al. (1998) mostraron que la tasa de produccion de CO- no fue
indicativa de un aumento en la biodegradacion total de los hidrocarburos presentes y observaron una

disminucidn de la fraccion organica mas facilmente biodegradable.

Tabla IV.11, Coeficiente de respiracion de los tratamientos con fibra de coco

COEFICIENTE DE RESPIRACION (CR)

r MUESTRA. T To ___ 40DIAS _ BODIAS
Suelo+Fibra-de-coco 0:39 0:54 (:57
Suelo+Fibra de coco+Fertilizantes 0.17 0.29 0.43

El comportamiento observado en presencia de los fertilizantes, que también se observo en la
degradacidn del contaminante, es indicativo de que se presenté una inhibicion en la actividad de los
microorganismos por un exceso en la concentracion de nutrimentos, y por el efecto de incremento en el pH

que se presenta como consecuencia de la adicion de nitrégeno.
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Los resuliados abtenidos en esta etapa indican que ambos materiales diluventes, compaosta y fibra de
coco, tienen efectos favorables en la degradacion del diesel. siendo ia composta la que mas la favorecio. ya
que la propiedad de sorcién que tiene la’ fibra de coco parecé limitar el acceso de los microorganismo-al
contaminante, y con esto la degradacién es mas lenta. Por otro lado, la relacion de nutrimentos empleada en

esta primera etapa, resultd ser inhibitoria para la actividad de los microorganismos.

Con base en estos resultados se planted para la segunda etapa experimental la mezcla de ambos
diluventes, con el proposito de evaluar su efecto combinado, ademds, la relacion de nutrimentos se redujo

nutrimentos.

c. Efecto del diesel sobre 1a germinacién y crecimiento de semillas

Existen varios estudios ecolégicos para determinar la reduccion de los niveles de toxicidad de
contaminantes en ¢l suelo como resultado de una remediacidn. Entre estos se encuentran los ensayos con
plantas donde se evalia la germinacidén de semillas y el crecimiento vegetal. Estos ensayos permiten
determinar la concentracion del contaminante en el suelo, a 1a cual puede soportar una cubierta vegetal. Un
aspecto importante al evaluar los resultados obtenidos mediante estas pruebas es el hecho de que cada especie

vegetal tiene un intervalo de sensibilidad diferente para cada compuesto (Safferman, 1998).

Para evaluar el saneamiento alcanzado con los diferentes tratamientos y considerando ademds que
ios suelos habian side adicionados de materiales ricos en nutrimentos orgdnicos se decidio realizar una prueba
bioldgica consistente en determinar el porcentaje de germinacion y emergencia de dos especies vegetales, una
que es muy resistente a condiciones de estrés como es el alpiste (Phalaris canariensis) y otra muy sensible,

que es el jitomate (Lycopersicum esculeniem).

Prueba Testigo. Al final de los 80 dias. la pru_eba lesligé mostréd una concentracién de diesel
residual de 55.475 mg/kg, a pesar de esto el porcentaje de germinacion de nlpisté fue alto. de $4 % del cual el
74 % emergio a la superficie. Estos resultados indican que la concentracion de diesel no se encuentra en un
nivel toxico para esla especie, pero si para el jitomate. el cual wvo un porcentaje de germinacion muy bajo.
de 8 % a partir del cual solamente emergio el 1 %. La compactacién del suelo provocada por la elevada
concentracion de diesel en el suelo reduce la disponibilidad de oxigeno para la respiracion de !a raiz (Foth y

Turk, 1975).
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Tratamiento ¢con composta. La concentracion de diesel al final del tratamiento sin fertilizantes. fue
de 8,553 mg/kg y con fertilizantes de 20,481mg kg. A pesar de esta diferencia de concentracion el porcentaje
de germinacion de alpiste fue muy similar, del 90 y 88 %, respectivamente, con un porcentaje de emergencia
de 80 y 72 %, para cada tratamiento. E] porcentaje de germinacion del jitomate también fue alto, tanto sin
fertilizantes donde germiné el 66 y emergié el 33 %, como con fertilizantes con un porcentaje de germinacion

v emergencia de 85 y 63, respectivamente (Tabla 1V .12).

Tabla IV.12. Porcentaje de germinacion y emergencia de semillas de alpiste y jitomate
en los tratamientos con composta

Diesel ALPISTE J!TOMATI.E —

MUESTRA residual | Germinzcidn |"Emergencia | Germinacién | Emergencia
(mg/ke) (%) (%) (%) (%)
o0 76 78 0
Sueto+Composta 91 83 39 43
8,533 89 80 61 52
Promedio 90 80 66 55
%Y ariabilidad 1.07 175 10.32 13.33
80 78 90 7
Suelo+Composta 87 64 80 34
+Fertilizantes 20,481 84 73 835 63
Promedio 38 71.58 85 63
% Variabilidad 1.90 7.01 | 4.79 8.25

Tratamiento con fibra de coco. En ausencia de fenilizantes, con una concentracion de diesel de
11,893 mg/kg al final del tratamiento, se observd un porcentaje de germinacién de alpiste alto, de 88 %, y de
emergencia del 82 %, de manera similar al tratamiento con composta. A pesar de que la concentracion del
diesel fue liceramente mayor a la que se obtuvo para la composta, la germinacién fue mds etficiente con fibra
de coco, es posible que esto sea un reflejo de los cambios que ocasiona la fibra de coco en algunas de las
propiedades fisicas del suelo que permite mavor flujo de agua a través de suelo, esto conlleva a un mejor
transporte de fertilizantes para su mejor aprovechamiento por las plantas. Los porcentajes de germinacion y

emergencia del jitomate fueron del 67 y 56 %, respectivamente (Tabla IV.13).

A diferencia de los resultados obtenidos en este estudio, Adam y Duncan (1999) al evaluar el efecto
del diesel en 22 especies vegetales de pastos, herbiceas v leguminosas. obtuvieron porcentajes de
germinacion muy bajos. entre 0 v 50 % a concentraciones de diesel de 50.000 mg/kg, en alpiste fue del 10 %.
esto indica que el diesel wvo un efecto ﬁtotc’;.;x'ico. A bajas concentraciones de diesel, de alrededor de 25,000
mg/ke. el efecto fitotoxico del diesel se reduce v permite un mayor porcentaje de germinacion para el alpiste,
del 60 %, aunque aseguran que a estas concentraciones la tolerancia de las plantas y su capacidad para
germinar en un suelo contaminado con diese! difieren grandemente tanto entre diferentes especies como

dentro de las mismas.
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Tabla IV.13. Porcentaje de germinacién y emergencia de semilias de alpiste y jitomate

en los tratamientos con fibra de coco

=
Suelo+Fibra de 98 81 3s 8
cocot+Fertilizantes 20,649 95 85 23 9
Fromedio 923 80 16 8

% Variabflidad 6.67 595 8.19 1.33

Salanitro er al. (1997) obtuvieron porcentajes de germinacion det 72 al 88 % con semillas de maiz,
trigo y avena a ooncenuacioixes de contaminante cercanas a 10,800 mg/kg. En centeno y frijol de soya, a
concentraciones menores de 15,000 mg/kg de diesel. Wang y Bartha (1990), cbtuvieron porcentajes de
germinacion de 93 y 89 %, respectivamente. Los efectos dependen en gran medida del tipo y concentracion
de hidrocarburos, asi como de las especies vegetales, tipo de clima y de Ia naturaleza del suelo.

Fig. IV. 2. Germinacién de semillas de u) alpiste (Phalaris canariensis) y b) jitomate (Lycopersicum esculentumy)
en suclo contaminado sometido a:

PRUEBA TESTI
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TRATAMIENTO CON FIBRA DE COCO
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3. 2' ETAPA EXPERIMENTAL

Parz 1a 2* etapa se establecieron las condiciones experimentales tomando como base los resultados
obtenidos en la etapa anterior. Se adicionaron composia y fibra de coco en mezcla de acuerdo a la siguiente
relacion suelo:fibra de coco:composta de 1:0.32:1 para evaluar su efecto combinado. Ast mismo, se evalué el
efecto sobre Ia flora nativa, ya que se adicionaron ambos texturizantes sin esterilizar, para simular las
condiciones reales en campo, También se modifict la concentracion de fertilizantes para tener una relacion
C:N-NH,"P-PO,* de 100:10:0.1 y se evalub el efecto de Ia adicién de harina de hueso como fuente de
nutrimentos (Fig. 1V.24). En este caso, los diferentes tratamientos se manejaron por cuadruplicado.

Fig. IV.24. Vista superior de las unidades experimentales correspondientes a Ia 2* etapa: suelo/composta/fibra de
coco (FeC); suclo/composta/fibra de coco/fertilizantes (FcCF); suelo/composta/fibra de coco/harina de hueso

(FcCH)

4. Evaluacién de parimetros quimicos

En la tabla 1V.14 sc presentan ¢l pH y humedad de los tratamientos con texturizantes combinados.

A pesar de que la proporcion de fibra de coco adicionadz fue menor gue de composta, se requirié mantener

la humedad a un nivel cercano al 40 %, con la finalidad de saturar de agua la fibra dc coco y evitar la

“adsorcion del diesel, ya que la capacidad de retencion de diesel por 1a fibra de coco cuando esta saturada de

agua es de solo 134 ml/kg, con lo que se reduce 27 veces 1a adsorcién. En presencia de ambos diluyentes, el
pH se levé a alrededor de 7.

La adicién de fertilizantes como fuente de nitrogeno y fosforo, como en la primera etapa tavo un
efecto en la reaccién, sobre todo por la urea, que incrementd el pH del suelo a 7.82, aunque después
disminuy6 ligeramente y permanecid por arriba de 7, como era de esperarse no se incrementd tanto debido a
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que la relacion de nutrimentos empleada fue menor. La harina de hueso tuve un minimo efecto de reaccion,

por lo que el pH se incrementé mas hasta los 80 dias y permanecid muy cercanoa 7.

Tabla IV.14, pH y humedad de los tratamientos combinados

% Humedad pH

MUESTRA - To 40 DIAS | 80 DIAS Te 40 DIAS | 80 DIAS
41 40 38 6.74 7.01 7.1
Suelo+Fibra de 4} 40 38 6.8 7.13 7.20
coco+Composta 41 39 41 6.76 7.13 6.23
42 39 40 6.84 7.19 7.1
Promedio 4i 39 39 6.78 7.11 6.93
% Variabilidad 103 | 133 | 310 . 0.65 1.06 . 6.73
42 4] 35 7.8 7.1 6.91

Sueto+Fibrade ;| - 4} - 38 < 38 7 bk R 4 bR 674
coco+Composta 4L 39 33 " 7.86 7.14 6,71
+Fertilizantes 42 40 31 787 ] - 713 " 6.72
Promedio 42 39 kT 7.82 712 6.77
% Variabilidad 1.77 3.44 8.62 0.56 0.25 1.39
422 38.00 3zaz | 6.59 7.1 710
Suelo+Fibra de 41.6 40.53 3l.44 6.66 713 6.91
coco+Composta 41.5 354 42.1 6.66 7.19 7.05
+Harina de hueso 41.1 32.05 38,76 6.69 2.22 7.13
Promedio 41.6 36.5 37.63 6.65 7.16 7.05
% Variabilidad 1.9 9.96 11.93 0.63 0.71 1.40

La concentracion de nitrégeno amoniacal en los tratamientos a los que no se adicionaron
nutrimentos se incrementd paulatinamente a lo large del tiempo. El contenido de bacterias amonificantes al
inicio se encontraban en el orden de 10° bact./g, que es un valor muy alto, esto puede ser el origen del

incremento en la concentracidn del nitrégeno amoniacal.

100 — Con harina de hueso

20 LY Il , : L W

Fc+C PROMEDID FerC+H PROMEDIO
rtilizantes
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mg N-NH,*/kg

OTo ®40DIAS 080 DIAS

Fig. 1V.25. Concentracién de N-NH4* residual en los tratamientos con texturizantes combinados

En el caso de los tratamientos a los que se adicionaron fertilizantes y harina de hueso, a pesar de que

la concentracidn al inicio fue muy elevada, si se observé disminucion de nitrégeno amoniacal a través del

e —— e e
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tiempo debido-a su utilizacion por parte de los microorganismos, y casi fueron consumidos por completo
(Fig. 1V.25). Sin embargo, lo anterior no se vio reflejado en la actividad degradadora de los microorganismaos.

ya que la degradacién fue minima, esto puede ser un reflejo de la utilizacién del nitrogeno amoniacal por los

microorganismos para otros procesos del ciclo bisgeoquimico o bien porque se haya combinado en el suelo.

La adicion de harina de hueso no incrementd en gran medida la concentracién de nitrégeno
amoniacal, tanto como lo hicieron los fertilizantes, Su comportamiento fue muy irregular pero tendid a
incrementarse. El contenido de bacterias amonificantes en estas pruebas también fue alto de entre 10%y 10’
bacterias/g, de la misma manera que en el caso del tratamiento sin“ﬁutrimentos._ La coficentracion de
nitrégeno total en todos los casos fue muy elevada, v permanecié asi durante todo el tratamiento, aungue en

presencia de fertilizantes tendid a disminuir ligeramente (Fig. [V.26).

Fe+C PROMEDI Fe+C+F PROMEDIO Fc+C+H PROMEDIO

P oTo wa40DiAS O8O DIAS

Fig. 1V.26. Concentraci6n de nitrégeno total residual en los tratamieatos con texturizantes combinados

La concentracién de fosforo en los tratamientos sin nutrimentos, y en las que se adicionaron los
fertilizantes disminuyo a los 40 dias y volvié a incrementase para los 80 dias, como se aprecia en la fig.
IV.27. El fosforo puede adsorberse a la matriz del suelo y por mineralizacion puede ser liberado, de ahi que
se observe incremento. Ademds, la produccion de CO, y acidos orgénicos por los microorganismos promueve
la disolucion de los fosfatos de baja solubilidad, por lo que en el caso de los tratamientos con fertilizantes, en
el intervalo de los 40 a los 80 dias donde se regisiré una mayor degradacion del diesel, se produjo mayor
generacién de CO, y dcidos orgdnicos como producto de la degradacion. En los tratamientos con harina de

hueso la concentracion de fosforo tendid a disminuir.
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Fc+C PROMEDIO Fo+C+F PROMEDNC Fe+C+H PROMEDIO
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Fig. IV.27. Concentracién de P-PO43- residual en los tratamientos con texturizantes combinados

b. Evaluacién de 1a biodegradacion del diesel

En los tratamientos sin fertilizantes y con harina de hueso, hubo mayor degradacion del diesel en el
intervalo de los primeros 40 dias, 34.06 y 58.29 % respectivamente, que de los 40 a los 80, de 61.61 y 67.49
% de degradacidn, respectivamente (Figs. IV.28 y IV.29). Este comportamiento que ha sido detectado va por
otros autores (Jorgensen et al., 2000), influye en las comunidades microbianas de manera que al disminuir la
concentracion de la fuente de carbono disminuye la poblacién de bacterias degradadoras del mismo, por ello
disminuye el porcentaje de degradacion a los 80 dias y, efectivamente, a los 40 dias hubo un decremento en la

cantidad de bacterias degradadoras, el cual obedece a una disminucién muy marcada en la concentracion de

diesel.
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Fig. 1V.28. Evolucion de la degradacion de diesel durante el tratamiento con texturizantes combinados

La degradacion del diesel en ausencia de fertilizantes y en los tratamientos a los que se adiciono
harina de hueso es muy simi{ar. v no existe diferencia significativa entre los dos tratamientos. lo que indica
que la mezcla de ambos diluyentes es una buena opcién de tratamiento.

Los tratamientos a los que se les adicionaron fertilizantes presentaron un porcentaje de degradacion

muy bajo, de 9.79 % a los 40 dias y 18.03 % al final del tratamiento, valor que se encuentra por debajo del

| — e
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testigo. Esto indica que a pesar de que se disminuyé la relacion de nutrimentos y de que hubo un decremento
en la concentracién de los mismos, ésta resulto ser inhibitoria para los microorganismos encargados de la

degradacién del diesel (Tabla IV.15).

100
80
60
40 : .
gy L Ll les lawy L llawlaw L Ll lem lATROC
] 40 D?AS

F&C ' PROMEDIO ~ "fesrF’ ' PROMEDIO - FesGoH PROMEDIO

68.19 66,22

% de eliminacién
de diesel

Fig. IV.29. Porcentaje de eliminacitn de diesel en los tratamientos con texturizantes combinados . . . o . .

Aunque se observé que en este caso en particular no fue necesaria la adicidn fertilizantes, Ia adicién
de nutrimentos en forma mas compleja como es la harina de hueso resulto favorable, ya que la liberacion de
los nutrimentos es paulatina y funciona ademas como un texturizante, pues evitd la compactacion del suelo lo

que favorecid el movimiento de agua y gases a través del mismo.

Tabla IV.15. Concentracién y degradacién de diesel durante el tratamiento con texturizantes combinados

R ‘ DIESEL RESIDUAL DEGRADACION DE DIESEL
MUESTRA {mg/kg) (%)
T 40 DIAS 80 DIAS 40 DIAS 80 DIAS
17,650 12,835 43,44 58,87
Suelo+Fibra de 997
coco+Composta 11208 11, 9,926 61.55 68.19
15,068 12,535 51,71 59.83
12,628 10.550 59,53 66,22
Promedio 14,336 11,459 54,06 63,28
% Variabilidad 17.97 12,59 15,27 7.31
SuclosFibra d 29377 25,349 5,86 18.77
ueto+Fibra de _
coco+Composta 31,208 26,917 24.807 13.74 20.50
+Fertilizantes 26,666 24,944 1455 20,06
’ ' 29,637 27216 5,02 12,78
Promedio 28,19 15,579 9.79 ~18.03
%% Variabilidad 5.59 1.36 51,54 19.83
Suclos Fibra d 16,882 11.785 4590 62.23
uelo+Fibra ae - -
coco+Composta +Harina 11208 11,163 10.856 64,22 65.21
de hueso 13,634 10618 - 56,31 65.97
' ) 10378 60.81 66,74 30,51
Promedio 13,015 9835 58,29 68,48
% Variabilidad 22,49 25,96 16,09 11,95
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c. Evaluacién de parametros microbiolégicos

En todas las mezclas la concentracion inicial de bacterias degradadoras de- diesel, fue del orden de
107 ufe/g, sin embargo, a los 40 dias disminuyvo en 2 drdenes de magnitud en los tratamientos sin fertilizantes
y a los que se adiciond harina de hueso, y 3 drdenes de magnitud en los que se adicionaron fertilizantes, para
los 80 dias se incrementé en todos los casos nuevamente hasta por arriba de 10° ufc/g (Fig. 1V.30). Ambos
diluyentes, y en particular la composta, aportan al suelo un gran nimero de microorganismos benéficos

{bacterias, hongos) que son capaces de extraer nummeptos de la fraccmn mmeral del _suelo, ) pueden ser,

potencialmente degradadores de cualqmer ccmtammant'

I

El contenido de bacterias amomﬁczmtes al inidio se Ehcontraba por amba de 10° bacterlas/g én Ios
tratamientos sin fertilizantes y ademds con harina de hueso, estas bacterias transforman el nitrogeno que se
encuentra en forma organica (proteinas) en amonio, de ahi el incremento del nitrégeno amoniacal. En el caso
de la adicién de fertilizantes, las bacterias amonificantes estuvieron en el orden de 107, disminuyendo
ligeramente a lo largo del tratamiento. En este caso no hubo incremento en el nitrdgeno amoniacal, por el
contrario, hubo un consumo por parte de los microorganismos. Esto provocd un decremento en el pH del
suelo, lo que favorecio las condiciones para que se llevara a cabo la degradacion del contaminante aunque
esta fue minima. Tal vez como ocurridé en la primera etapa experimental, la concentracion de nitrogeno
amoniacal resultd inhibitoria para los microorganismos degradadores, o bien el nitrégeno se aproveché para

otros procesos o se fijé en el suelo.

LOG ufclg

Fc+C PROMEDIO FosCeF PROMEDIO Ec+C+H PROMEDIO

OTo W40 DIAS o80DIAS

Fig. IV.30. Concentracién de bacterias degradado;as de diesel en los tratamientos

con texturizantes combinados

La cantidad de hongos al inicio fue del orden de 10° ufc/g de suelo en los tratamientos sin
fertilizantes vy en los que se adicioné la harina de hueso, y en ambos casos tendié a disminuir a lo largo del

tiempo. En el caso de los tratamientos con fertilizantes al inicio fue del orden de 10° ufc/g, a pesar de que el
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pH del suelo se encontraba muy cercano a 8. La cantidad de levaduras al inicio fue del orden de 10° ufc/g en

fos tratamientos con y sin fertilizantes, en presencia de harina de hueso fue del orden de 107 ufc/g, y en todos

los casos tendid a disminuir (Fig. IV.31).

Nimero mis probable de bacterias amonificantes

-

LOG ufcig LOG NMP/g
oOoNBO®m ONBAED® ONLD®O

LOG ufclg

I

Fe+C PROMEDIO Fo+C+F PROMEDIO Fc+C+H PROMEDIO

[BTo ®4oDIAS OB0DIAS |

Fig. IV.31. Microorganismos presentes en los tratamientos con texturizantes combinados

La evolucién de la actividad respirométrica se presenta en la fig.IV.32. El consumo de oxigeno al
inicio fue mayor para los tratamientos sin fertilizantes, de 7,205 mg/kg, con fertilizantes fue de 3,049.83 y
con harina de hueso de 4,377, 62 mg/kg. A lo largo del tiempo que dur6 el tratamiento disminuyé de manera

similar en todos los casos. La produccion de CO, tuvo un comportamiento parecido.
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Fig. IV.32. Evolucion de la actividad respirométrica de los tratamientos con texturizantes combinados
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Este comportamiento ne puede relacionarse directamente con la degradacion del diesel. ya que en el
caso de los tratamientos a los que se adicionaron los fertilizantes la degradacion fue muy baja, incluso menor.
que la de la prueba testigo. sin embargo, es posible que los microorganismos utilicen para sobrevivir otras
fuentes de carbono como la proveniente de la materia organica ¢ de fuenies abidticas como los carbonates
(Frankenberger, 1992 Aelion et al., 1997) y por ello se observa actividad respirométrica. Zegarra (2000)
reportd también esta ausencia de relacion entre la degradacién de los contaminantes y la actividad
respirométrica, utilizando el mismo suelo contaminado. Es posible que las poblaciones no degradadoras de
diesel tengan requerimientos nutricionales diferentes a las degradadoras (Smith er al., 1998), por lo que el
efecto del aporte de nitrégeno y fosforo no produce una respuesta en el.consumo de oxigeno.y produccion de

CO, equivalente al de la biodegradacion.

En la tabla 1V.16 se muestran los coeficientes de respiracidn de los ratamientos, todos se encuentran
muy por arriba del tedrico, y algunos aiun por arriba de los indicados en la literatura, aunque estos

correspenden a pruebas realizadas bajo condiciones muy distintas a las empleadas en este estudio.

Se puede dedgcir que el suelo utilizado no requiere la adicién de fertilizantes, incluso su adicion
causo inhibicion de la actividad de los microorganismos En el caso de ta harina de hueso agregade como
nutrimento si fue favorable para la degradacion, ésta suministra una mavor cantidad de fosforo que de
nitrégeno. lo que sugiere que este suelo requiere fosforo mas que nitrégeno. de ahi que el tratamiento con este
material hava sido muy efectivo. Por otra parte, la harina de hueso funciond como texturizante, va que mejord
la estructura del suelo evitando su compactacion. esto favorecid la difusion de gases v agua a través del

mismo lo que incrementd la actividad microbiana.

Tabla 1V.16. Coeficiente de respiracién de los tratamientos con texturizantes combinades

.COEFICIENTE DE RESPIRACION (CR) __.,

MUESTRA

e To 40 DIAS - SODIAS .
_Suelo*Fibra de coco+Composta _ - 0.82. 343 T 083
Suclo+Fibra de cocotComposta+Fertilizantes 0.73 1.25 0.71
Suelo+Fibra de coco+Composta+Harina de hueso b4 =234 (.80

La simple dilucion det suelo contaminado con los dos texturizantes dio.buenos resuliados. Esto se
debe a los beneficios que apona cada uno de los sustratos. La composta proporciona una matriz organica que

suministra un habitat para los microorganismos presentes, esta matriz s un reservorio de nutrimentos los

- ______ . —— ______________
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cuales son asimilados por los microorganismos de acuerdo con sus necesidades, ademas, incorpora al suelo
microorganismos benéficos. Por otro lado se suman las ventajas que proporciona la fibra de coco, como es el
mejoramiento de las propiedades fisicas del suelo con lo que se incrementa el flujo de gases v agua a través

del mismo.

d. Efecto del diesel residual sobre la germinacién de semillas y crecimiento vegetal

De la misma manera que en la 1” etapa se evalué el efecto de la concentracion del diesel residual
sobre la germinacion de alpiste (Phalaris canariensis) y jitomate (Lycopersicum eséilentum) al final del

tratamiento.

En los tratamientos sin fertilizantes la concentracion de diese! residual fue de 11,459 mg/kg. El
porcentaje de germinacion del alpiste fue del 78 % v 67 % de emergencia. mientras que el porcentaje de

germinacion de semillas de jitomate fue de 64 % con un 25 % de emergencia.

En el tratamiento al que se adicionaron fertilizantes, el porcentaje de germinacién de alpiste fue del
85 % del cual el 93 % emergio Estadisticamente, no existe diferencia significativa entre este valor y el
obtenido en ¢l tratamiento sin fertilizantes. Sin embargo, el porcentaje de germinacidn del jitomate fue muy
bajo, del 13 % y ninguno emergi6. La ausencia de efectos benéficos en e! crecimiento vegetal producidos por
la biorremediacion se deben mds que por efectos ecotdxicos directos. al hecho de que los hidrocarburos
residuales causan cambios significativos en las propiedades fisicas del suelo, especialmente la capacidad de!
suelo para absorber v mantener agua (Li er al, I997j. La concentraciéon de diesel residual al final del
tratamiento fue en promedio de 25,579 mg/kg, mucho mas alta que la obtenida en los demas tratamientos, es
posible que esta concentracion resuite tdxica para esta espec_ié en particular. Salanitro et al. (1997)
obtuvieron, a concentraciones de diesel cercanas a 25.000 mg/kg, porcentajes de germinacion muy similares a

ios obtenidos en este trabajo en alpiste; de 84 a 96 %o en semillas de maiz, trigo ¥ avena, éstos porcentajes

son cerca de un 20% mis alto a los que se obtuvieron en este trabajo. con semillas de jitomate.

En el tralamiento con harina de hueso la concentracion final de diesel fue de 9.835 mg/kg. El
porcentaje de germinacion de alpiste fue del 86 %. de éste. solo el 7 % no emergieron. El porcentaje de
germinacion de jitomate fue del 59 %, muy cercano al obtenido con el tratamiento sin fertilizantes, sin que
existe diferencia significativa entre ellos y, aunque la concentracion del diesel en presencia de harina de

. hueso fue menor que sin fertilizantes, el porcentaje de emergencia fue de 41 % (Tabla 1V.17).

Adriana Dominguez Arrieta 7
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Tabla IV.17. Porcentaje de germinacién v emergencia de semilas de alpiste y jitomate

en los tratamientos con texturizantes combinados

Diesel ALPISTE JITOMATE
MUESTRA residual | Germinacidn | Emergencia | Germinacién | Emergencia
{mg/kg) L (%) Lo (%) (%) ] (%)
66 66 37 27
Suclo+Fibra de 88 63 72 23
coco+Composta 11,459 79 69 62 27
83 513 68 28
Promedio 78 67 64 25
R % Variabilidad 9.57 2.04 6.37 - 2.30
80 81 11 0
Suefo+Fibra de 89 94 17 1]
coco+Composta+ 25,579 86 . 81 12 0
Fertilizantes 84 84 12 0
Promedio 8 . 85 =& 13 0
% Variabilidad 3.66 6.18 2.95 0
84 75 X 33
Suelo+Fibra de 89 87 39 49
coco+Composta+ 9,835 84 72 62 ' 40
Harina de hueso 98 86 63 45
Promedio 86 78 59 41
% Variabilidad 6.67 | 7.62 3.66 6.91

Salanitro et af. (1997) obtuvieron porcentajes de germinacién de maiz. trigo y avena de 73, 72 v 88
%, respectivamente, a una concentracion de HTP’s de 10, 800 mg/kg, ésta concentracion es muy cercana a la
que se tenia en los tratamientos sin fertilizantes y cuando se adiciond el harina de hueso, los porcentajes de
germinacion obtenidos por estos autores fueron también muy similares. Wang v Bartha (1990) en estudios de
germinacion y crecimiento de semillas de sova y cenieno obtuvieron, después de 14 semanas de tratamiento

de un suelo contaminado con diesel, porcentajes de germinacion del 93 v 89 %. respectivamente.

En la mayoria de los tratamientos aplicados en este estudio. el porcentaje de germinacion y
emergencia para el caso del alpiste fue muy elevado. a pesar de las diferentes concentraciones de diesel que
se tenian al final de cada tratamiento. Adam v Duncan (1999) observaron que los pastos son muy importantes
para evitar la erosion de los suelos que han sido sometidos a biorremediacién, ademds de que son especies

muy resistentes a los efectos fitotoxicos de los hidrocarburos.

La biorremediacion restablece completa o parcialmente la capacidad del suelo para promover la
germinacion de semillas y el crecimiento vegetal (Wang v Bartha, 1990). En un suelo que fue sometido a
biorremediacion, tos hidrocarburos incluso tienen un efecto estimulante en el crecimiento vegetal (Adam y

" Dunican. 1999).

Oy ——
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Fig. IV.33. Germinacién de semllias de a) alpiste (Phalaris canariensis) y b) jitomate (Lycopersicum esculentum)
en suelo contaminado sometido a:

; ¥ iy

Y

TRATAMIENTO CON TEXTURIZANTES COMBINADOS.

Suu L8

TRATAMIENTO CON TEXTURIZANTES COMBINADOS Y FERTILIZANTES

o R ey
i 37

TRATAMIENTO CON TEXTURIZANTES COMBINADOS Y HARINA DE HUESO

ey Toite an Y

4. COMPARACION DE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS

En la tabla IV.18 se presenta un resumen de los porcentajes promedio de degradacion de diesel para
cada uno de los tratamientos evaluados en las 2 etapas experimentales. De acuerdo al andlisis estadistico (ver
anexo) se puede obscrvar que la utilizacion de composta y fibra de coco como inico dituyente, la mezcla de
composta y fibra de coco, asi como }a adicion de harina de huese a la mezcla de composta y fibra de coco,
resultaron ser las mejores opciones para favorecer la degradacion del diesel, ya que no existe diferencia
significativa en el porcentaje de degradacién obtenido en dichos tratamientos. No obstante, considerando los

o e A S —_
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porcentajes de degradacién obtenidos en todos los casos, el empleo de composta como unico diluyente se

presenta como la mejor de todas las opciones planteadas.

Tabla IV.18. Comparacian de los porcentajes de eliminacion de diesel

en los diferentes tratamientos

ELIMINACION DE

TRATAMIENTO DIESEL

(%)
Testigo e - 21.25
Suselo/Composta : 72.25
Suelo/Composta/Fertilizantes(100:15:0.1) 33.53
Suelo/Fibra de coco Lt 60.69
Suelo/Fibra de coco/Fertilizantes(100:15:0.1) 31.75
Suelo/Composta/Fibra de coco 63.28
Suelo/Composta/Fibra de ucofFeftiIizantes( 100:10:0.1) 18.03
Suelo/Composta/Fibra de coco/Harina de hueso 68.48

En el tratamiento con fibra de coco como dnico diluyente, a pesar de que se obtuve un alto
porcentaje de degradacion al final del tratamiento. no se¢ considera un buen tratamiento, ya que se observd

que la fibra de coco adsorbe el contaminante, lo que dificulta su degradacion.

Por lo que respecta al desarrollo de semillas, en la tabla [V.19 se presenta un resumen de los .
porcentajes de germinacién v emergencia de semillas de alpiste (Phalaris canariensisy v de jitomate
(Lycopersicum escufentem). El alpiste resultd ser una especie poco sensible al diesel, , los porcentajes tanto de
germinacion como de emergencia fueron similares en todos los casos. Segin el andlisis estadistico (ver
anexo) no existe diferencia significativa entre los diferentes tratamientos en los porcentajes de germinacion y
emergencia, independientemnente de 1a concentracién del diesel residual, y se encuentran por arriba def 83 %

de germinacion y por arriba del 66 % de emergencia.

De manera contraria. las semillas de jilomate fueron muy scnsibles a coﬁcentraciones de diesel
superiores a 20,000 mg/ke. por ello, en el testigo v en los tratamientos en los que la concentracion de diesel
fue superior a este valor, que corresponden al tratamiento con fibra de coco y fertilizantes, y al tratamiento
con texturizantes combinados vy fertilizantes, presentaron porcentajes de germinacion y emergencia muy

bajos, menores al 26 %.

P S————
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Tabla 1V.19. Comparacidn de los porcentajes de germinacion v emergencia

de semillas en los diferentes tratamientos

ALPISTE JITOMATE
TRATAMIENTO Germinacién  Emergencia  Germinacion  Emergencia

(%) (%) . (%) (%)
Testigo 84 74 8 i
Suclo/Composta 90 80 66 35
Suelo/Composta/Fertilizantes(100:15:0.1) 88 72 85 63
Suelo/Fibra de coro 84 82 67 36
Suclo/Fibra de coco/Fertilizantes(100:15:0.1) 93 BO 26 |4
Suelo/Composta/Fibra de roco 78 67 64 25
Suelo/Composta/Fibra de oco/Fertilizantes(100:10:8.1) .. 83 . 85" 13 e 0
Suclo/Composta/Fibra de coco/Harina de hueso g6 78 59 41

El tratamiento con composta y fertilizantes presentd los mds altos porcentajes de germinacion y
emergencia, del 85% v 63 %, respectivamente, a pesar de la concentracion de! contaminante, de 20,480
mg/kg, debido al aporte de nutrimentos por parte de la composta v los fertilizantes adicionados. Los
tratamientos con composta v fibra de coco como unicos diluyentes. con texturizantes combinados, v con
texturizantes combinados v harina de hueso, presentaron porcentajes de germinacion similares, pero mas
bajos que ¢l tratamiento con composta y fertilizantes, y estadisticamente no hay diferencia significativa entre
ellos. Esto indica que a concentraciones de diesel residual menores a 30,000 mg/kg, el diesel va no es toxico

para esta especie vegetal en particular.

Lo anterior sugiere que si se desea unicamente una reduccion en la concentracién de diesel, un
tratamiento con composta seria suficiente, pero si se pretende promover la vocacién natural del suelo tratado,

sera conveniente agregar fertilizantes al momento de sembrar las semillas.
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V. CONCLUSIONES

® FEl suelo contaminado presentd una poblacidn autdctona bien adapiada. con gran potencial de
degradacién, to que permitié un 21.25 % de degradacion de diesel a los 80 dias. en !a prueba testigo. Este

resultado es una medida de la capacidad de atenuacidn natural.

®  La experimentacion permitié comprobar que la dilucion del suelo con texturizantes organicos mejoro las
propiedades fisicas del mismo, promoviendo un ambiente favorable para la actividad ‘microbiana

degradadora dei diesel.

® El tratamiento con adicién de composta dio los mejores resultados para estimular la degradacién del

diesel, ya que registro €l mas alto valor, del 72.25%, entre todos los tratamientos evaluados.

® El tratamiento con fibra de coco favorecié algunas propiedades fisicas del suelo. como la porosidad ¥ una
alta humedad, sin embargo, el hecho de adsorber el diesel es una desventaja va que dificulta la

degradacion del mismo.

® | .a adicion de fertilizantes permitio simular condiciones reales de trabajos que en la practica se realizan a
gran escala, pero en este caso particular no favorecié la degradacion del diesel en ninguna de las

combinaciones experimentales.

® La adicion de composta v fibra de coco en mezcla resulté ser un buen tratamiento para el suelo en

estudio, ya que registrd un porcentaje de degradacion cercano al obtenide con el tratamiento con

composta, de 63.28 %.
® La adicién de harina de hueso como una fuente de nutrimentos tue una buena opcién. va que registrd un

porcentaje de degradacion al final del tratamiento de 68.48 %. Sin embargo. esta <cifra no fue muy

superior al tratamiento sin adicion. que fue de 63.28 %.
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® [,a variacidn en las concentraciones de diesel en los diferentes tratamientos no afecto a las comunidades

microbianas, manteniendo sus poblaciones relativamente altas a lo largo del tiempo de experimentacion.

.

® Las semillas de alpiste (Phalaris canariensis) germinaron eficientemente a concentraciones de 35.000
mg/ke de diesel, lo que indica que son muy resistentes a aitas concentraciones de hidrocarburos. En
cambio, las semillas de jitomate (Lycopersicum esculentum) resultaron muy sensibles a concentraciones

supertores a 20,000 mg/kg de diesel.

® La variabilidad promedio obtenida en los diferentes tratamientos en general fue menor al 10 %, esto

indica una buena reprotucibilidad en los resultados, los cuales pueden considerarse confiables.
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VIi. RECOMENDACIONES

Para complementar esie trabajo se recomienda continuar las investigaciones en el laboratorio, sobre

los siguientes aspectos:

s Complementar la caracterizacién microbiologica del suelo con la medicién de la capacidad de hongos vy

levaduras para degradar diesel, y con ello evaluar su posible implicacion en los experimentos realizados.

s Evaluar la capacidad de intercambio ionico del suelo en condiciones naturales v en mezcla con
texturizantes, para entender los fendmenos que se presentan durante el intercambio de nutrimentos en el

suelo, asi como en la adsorcidn del contaminate a la materia organica.

*  Se recomienda el uso de semillas de jitomate (Lycopersicum esculentum L.} como indicador de la
presencia de concentraciones superiores a 25,000 mg/kg de diesel. debido a que en este estudio se
observé su sensibilidad a concentraciones superiores a €sta, Sin embargo, serd necesario buscar otras

semillas mas sensibles al diesel, por ejemplo a concentraciones menores a 10,000 mg/kg.

Por otro lado, tomando como base que el interés de este trabajo es llevarlo a escala de campo se

recomienda lo siguiente:

s Llevar a cabo el tratamiento del suelo. en biopilas, de manera que se permita tanto el mezclado del suelo
con el texturizante de manera homogénea como también una buena aireacion. para favorecer la

biodegradacion de! diesel.

»  Considerar que las fluctuaciones de temperatura en las diferentes dpocas del afo pueden afectar
directamente la humedad de! sistema. por o que se tendran que realizar los ajustes necesarios para el
éxito de la biorremediacion, de la misma forma que se controld esta variable durante el estudio a nivel

laboratorio.
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*  Se propone que para devolver su vocacion natural a un suelo tratado mediante biorremediacién. s¢
adicionen fertilizantes en una relacion C:N-NH,+:P-PO,* de 100:15:0.1, esto promovera el desarrollo

vegetal. Los fertilizantes que se recomiendan son urea v superfosfato triple.
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ANEXD

ANEXO
A. DEGRADACION DE DIESEL
R . ) - B vt
ANALISIS DE VARIANZA
Fuente de Suma de Grados . Cuadrado . F-cal . nivel de
Variacién cuadrados _de libertad medio - significancia -
Entre tratamientos 11962.895 R 7 <+ ;2 1708.9849 13.90 0.0000
dentro tratamientos 2335.051 19 1228574
Total (corregido) 14297.946 26
Nivel de confianza: 93 %%
PRUEBA DE RANGO MULTIPLE
TRATAMIENTO REPLICAS PROMEDIO GRUPOS
HOMOGENEOS
F+C+N 4 18.328787 X
TEZSTICGO 3 21.220899 iz
5+F+N 3 31.748164 xx
S+C+N 3 33.246745 XX
g+F 3 0. 729785 o
F+C 4 €2.2738061 X
T-C+H N £ .122808 ps
S+C 3 T2.237842 X
B. GERMINACION Y EMERGENCIA DE SEMILLAS DE ALPISTE
ANALISIS DE VARIANZA. % DE GERM[N_AC[ON R
Fuente de Suma de Grados Cuadrado F-cal nivel de
Variacién cuadrados de libertad medio significancia
Entre tratamicnios 39841421 7 36916313 1.286 .3089
Dentro de tratamientas 840.62397 19 44.243472
Total (corregido) 1239.0402 26

Nive!l de confianza: 95 %%
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ANENO

ANALISIS DE VARIANZA. % DE EMERGENCIA

Fuente de Suma de Grados - - Cuadrado * -~ F-cal- -~ - nivel de
Variacidn cuadrados de libertad medio significancia
Entre tratamientos 94421030 7 134.88719 3184 0210
Dentro de tratamientos 804.90276 19 42.36330
Total (corregido) 1749.1131 26

C. GERMINACION Y EMERGENCIA DE SEMIILAS DE JITOMATE

ANALISIS DE VARIANZA. % DE GERMINACION

Fuente de Variacién Suma de Grados Cuadrado F-cal nivel de
cuadrados de ibertad medio significancia
Enire tratamientos 19251.702 7 2750.2432 81.124 0000
dentro t(ratamientos 644,129 19 33.9015
Total (corregido} 19895.83§ 26

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE. % DE GERMINACION

TRATAMIENTO REPLICAS  PROMEDIO GRUPOS
HOMOGENEOS

TESTIGO 3 7.536667 X

F+C+N 4 12.987500 KX

S+F+N 3 26.063830 %

F+C+H 4 60.837500 X

F+C 4 §4.827500 X

$+C 3 6E.134752 ¥

S+F 3 §7.021277 X

S+C+N 3 5.106383 Y

ANALISIS DE VARIANZA. % DE EMERGENCIA

Fuente de Suma de Grados Cuadrado F-cal nivel de
Variacion cuadrados de ibertad medio significancia
Entre tratamientos 15343.130 7 2191.8757 58.660 {0000
dentro tratamicntos 709.951 19 37.3638
Total (corregido) 16053.081 . - 26
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ANEX(O

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE. % DE EMERGENCIA

TRATAMIENTO REPLICAS  PROMEDIO GRUPOS
HOMOGENEOS

F+C+N q L002000 X

TESTIGO 3 L3B¢eg7 X ,

S+E+N 3 7.%97:2%23 x

F+C 4 25.932300 X

F+(C+H 4 41.825000 x

3+C 3 54.787234 XY

S+F 3 56.382979 XX

S+C+N 3 62.985852 X
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