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RESUMEN

RESUMEN

El petroleo constituye una de las principales fuentes de contaminacién del suelo ya
que Ic mayor parte de sus componentes son dificiles de biodegradar; sin embargo,
algunos microorganismos pueden utilizar hidrocarburos para su crecimiento como
unica fuente de carbono, estos pueden digerir sustancias orgdnicas peligrosas como
combustibles o solventes, y descomponer los contaminantes organicos en productos
inocuos, principalmente didxido de carbono y agua.

Los microorganismos degradadores de hidrocarburos pueden ser autéctonos o
externos al sitio (provenientes de lodos de aguas residuales industriales) y los
requerimientos bdasicos para que estos puedan desempenar su funcidn, es crear y
mantener un ambiente favorable para su crecimiento como es la fuente de
carbono, oxigeno y nutrimentos (fosforo y nitrdgeno) en un ambiente compatible
con un pH, temperatura y humedad adecuada.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la eficiencia de remocién de hidrocarburos a
nivel laboratorio de un suelo contaminado, mediante la aplicacién de lodos
provenientes de una planta de tratamiento de aguas residuales de una refineria y
aclimatados en un reactor bioldgico.

Este estudio consistido en la aclimatacion en Iaboratorio de los lodos mediante la
adicidon de sustrato, nutrimentos e hidrocarburo, posteriormente los lodos se
alimentaron a un reactor y para el control de este, se determinaron periédicamente
los parametros: soélidos totales, solidos voldtiles, oxigeno disuelto (OD), indice
volumeétrico de lodos (IVL), temperatura, pH y actividad microbiolégica.

Una vez aclimatados los lodos en el reactor se inicid otra etapa experimental que fue
la aplicaciéon de la biomasa producida por el reactor en 9 cajones experimentales
con suelo contaminado con hidrocarburos bajo distintos tratamientos con aplicacion
de lodos.

Se aplicaron 3 tratamientos:

1) aplicaciéon de lodos,

2) aplicacién de lodos y nutrimentos,

3) aplicacién de lodos y un tensoactivo.

Los resultados indican que existe una remociéon de los hidrocarburos principalmente
en la fraccion diesel a las 4 semanas de la aplicacion de lodos y tensoactivo
obteniendo una eficiencia de remocion de hidrocarburos del 67 al 73 %.

USO DE LODOS DE UNA PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES EN LA REHABILITACION
DE SUELOS CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS.
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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La industria del petréleo es una de las mas importantes en el pais. Del petrdleo la
mayor parte es utilizada como combustible en forma de gasoling, diesel, turbosing, y
junto con algunas fracciones volatiles (metano, propano y butano) son la principal
fuente de energia, tanto industrial como doméstica. México es un pais exportador
de peftrdleo, ya que existen importantes yacimientos en explotacion en las zonas del
Golfo de México, en el istmo de Tehuantepec y ofros mas en reserva. Como
consecuencia del uso masivo del petréleo como fuente de energia y como materia
prima, la contaminacién del suelo, agua y aire ha sido evidente debido a la falta de
regulacion y de control en los Ultimos 50 anos. Esta condicion reta a la sociedad de
manera global a encontrar medidas efectivas que remedien los efectos negativos
del avance tecnoldgico (Valderrama, 2001).

En México existen diferentes fuentes generadoras de contaminacion de suelos y
acuviferos, dependiendo de las actividades que se desarrollan en cada zonag; sin
embargo, la contaminacién por hidrocarburos es la distribuida méas ampliamente en
el pais. Al iniciarse el auge de las actividades industriales petroleras, en el manejo y
desecho de los hidrocarburos, no se tomd en cuenta la repercusion que causarian
estos al infiltrarse en el subsuelo; por ello, en la actudlidad es comiUn encontrar
pasivos ambientales debido a actividades inadecuadas que han permitido su
infiltracion en el subsuelo, asi como a fugas de hidrocarburos por accidentes o
manejo inapropiado en las actividades de extraccion, refinacion, petroquimica,
transporte, distribucion , almacenamiento y comercializacion (Madrigal, 1998).

'JSO DE LODOS DE UNA PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES INDUSTRIALES EN LA
REHABILITACION DE SUELOS CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS
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1. INTRODUCCION

Las tecnologias mds empleadas para la rehabiitacion de suelos y acuiferos
contaminados se pueden llevar a cabo tanto en el mismo sitio del problema como
fuera de él. Asi mismo, las tecnologias se clasifican, de acuerdo con el tipo de
proceso aplicado, en fisicas, quimicas, bioldgicas y iérmicas (lturbe, 1998).

La mayor parte de los seres vivos terrestres (plantas, animales y protistas) y de los
residuos asociados con ellos inevitablemente se incorporan al suelo, por actividad
microbiana. Los suelos constituyen una capa muy delgada del material sobre la
superficie temrestre. La profundidad del suelo y sus propiedades fisicoquimicas varian
de acuerdo con el lugar, pero en general el suelo tiene cinco componentes
principales: Particulas minerales inorganicas, residuos orgdnicos, agua, gases,
sistemas bioldgicos. Las bacterias y los hongos constituyen el grupo mas grande de
microorganismos en los suelos. Las bacterias autétrofas y heterdtrofas degradan las
complejas sustancias orgdnicas e inorgdnicas, algunas en condiciones aerobias, y
otras en condiciones anaerobias. Los hongos descomponen la celulosa y otros
componentes de los tejidos vegetales y, como es de esperar, se les encuentra cerca
de la superficie, en donde prevalecen condiciones aerobias (Glyn, 1999). El grado y
el tipo de crecimiento microbiano en el suelo dependen de algunos factores
importantes destacando los siguientes:

Presencia de nutrimentos suficientes
Disponibilidad de humedad
Aceptor de electrones
Temperatura y pH idoneos.

1.2 Justificacidn

Algunos microorganismos pueden utilizar hidrocarburos para su crecimiento como
Unica fuente de carbono, pueden digerir sustancias organicas como combustibles o
disolventes, y descomponer los contaminantes organicos en productos inocuos,
principalmente didxido de carbono y agua (Ercoli, 1998).

La presencia de microorganismos en el suelo y agua pueden afectar la distribucion,
el movimiento y la concentracién de contaminantes a fraves de un proceso llamado
biodegradacién. El propésito de éste es remover la materia orgdnica disuelta y
biodegradable dentro de la gama de tiempos de residencia hidraulica en que
econdémicamente operan los sistemas de ftfratamiento de aguas. Los
microorganismos degradadores de hidrocarburos pueden ser autéctonos o externos
al sitio y los requerimientos basicos para que estos puedan desempenar su funcion es

USO DE LODOS DE UNA PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES INDUSTRIALES EN LA
REHABILITACION DE SUELOS CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS
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1. INTRODUCCION

crear y mantener un ambiente f avorable para su crecimiento como es la fuente de
carbono, de oxigeno y de nitrimentos (fosforo y nitrdgeno) en un ambiente
compatible con un pH, temperaiura y humedad adecuados.

Cada especie de microorganismos tiene una capacidad especifica para degradar
a los hidrocarburos atando solumente a algunos compuestos en especifico y en un
grado determinado. Cuando se tiene una mezcla compleja como lo es un suelo
contaminado con hidrocarburos de refineria, se recurre al uso combinado de un
grupo de especies degradadotas. A estos conjuntos de microorganismos se
denominan consorcios microbianos. Es por ello que en esta investigacién se ha
elegido aplicar un proceso bioldgico, al problema de suelos contaminados con
hidrocarburos provenientes de una refineria, rehabilitGndolo mediante la aplicacion
de lodos de una planta de fratamiento de agua residual industrial, ya que estos
constituyen una fuente importante de microorganismos.

USO DE LODOS DE UNA PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES INDUSTRIALES EN LA
REHABILITACION DE SUELOS CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS
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2.0 OBJETIVOS

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Disminuir la concentracion de hidrocarburos en un suelo contaminado mediante
el proceso de biodegradacion favorecido por el enriquecimiento con
microorganismos provenientes de lodos bioldgicos de una planta de tratamiento

de agua residual industrial.

2.2 Hipotesis

1. La aplicaciéon de los lodos provee una gran cantidad y diversidad de
microorganismos que hard mas eficiente la biodegradacién de hidrocarburos

2. La aplicacién de nutrimentos favorecera el crecimiento de microorganismos
y aumentard la eficiencia de biodegradacion de hidrocarburos.

3. La aplicacién de tensoactivo aumentarG la disponibilidad de los
hidrocarburos para ser degradados por los microorganismos.

e e
USO DE LODOS DE UNA PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES INDUSTRIAI ES EN LA
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2.0 OBJETIVOS

2.2 Alcances

1. Aclimatar lodos activados de una planta de tratamiento de agua residual
industrial proveniente de un reactor experimental.

2. Aplicar lodos aclimatados del reactor sobre cajones experimentales con suelo
del sitio contaminado, aplicando ademds un tensoactivo nonilfenol etoxilado
y nutrimentos como fésforo y nitrégeno.

3. Probar la eficiencia de degradacion de hidrocarburos en el suelo
contaminado con hidrocarburos.

4. Comparar la eficiencia de degradacion de hidrocarburos con los
microorganismos enconfrados en el mismo suelo y con los encontrados en la
aplicacién de lodos, tensoactivo y nutrimentos.

5. Identificar a las bacterias heterdtrofas degradadoras de hidrocarburos,
mediante las técnicas alternativas de identificacion (Analitical Profile Index)

APl y (Banque Bruxelles Lambert) BBL Cristal para bacterias Gram negativas y
Gram positivas respectivamente.

2.3 Limitaciones

1. La eficiencia de degradacion se determinard solo en la fraccidn diesel de los
hidrocarburos totales del petrdleo.

2. Para la identificaciéon de bacterias sélo se empleardn técnicas alternativas API
para bacterias Gram negativas y BBL Crystal para bacterias Gram positivas.

3. La experimentacion se lleva a cabo en suelo no estéril.

4. El desarrollo experimental se llevard a cabo en 7 meses.

USO DE LODOS DE UNA PLA' TA DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES INDUSTRIALES EN LA
REHABILITACION DE SUELOS CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Hidrocarburos totales del petréleo

Los productos principales de una refineria son gas LP, gasolina, turbosina, kerosing,
gasoleo (ligero y pesado), lubricantes, combustdleo y asfaltos. Las cadenas de las
moléculas de carbono van de C3 a mayores de Css_El término hidrocarburos totales
del petréleo (HTP) se emplea para describir a una gran familia de varios cientos de
compuestos quimicos provenientes del petrdleo. Debido a que hay muchos
productos quimicos diferentes en el pefrdleo crudo y en otros productos del
petréleo, no es practico medir cada uno de manera separada. Uno de los métodos
para determinar la presencia de las mezclas complejas que puedan formar, es el
andlisis de hidrocarburos totales del petrdleo (HTP) para describir a una gran familio
de varios cientos de compuestos quimicos derivados del mismo, mediante un
método estandarizado y regulado por las normas nacionales e internacionales (EPA
418.1, EPA 8015) (ATSDR, 1999).

La Norma (NOM-EM-138-ECOL-2002) establece los limites maximos permisibles de
contaminacién en suelos afectados por hidrocarburos, la caracterizacion del sitio y
procedimientos para la restauracion, de acuerdo con el uso del suelo. Los cientificos
han dividido a los HTP en grupos de hidrocarburos de petréleo que se comportan en
manera similar en el suelo o en el agua. Estos grupos se llaman fracciones de
hidrocarburos del petréleo. Cada fraccidon contiene muchos productos quimicos
individuales. Algunas sustancias quimicas que pueden encontrarse en los HTP
incluyen hexano, combustibles de aviones de reaccion, aceites minerales, benceno,
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tolueno, xilenos, naftalina y fluoreno, ai como también a otros productos del
petréleo y de los componentes de gasolina. Sin embargo, es probable que muestras
de HTP contengan solamente algunas, o una mezcla de estas sustancias quimicas
(ATSDR, 2001).

3.2 Biorremediacién

La conversion completa de un compuesto orgdnico a los productos finales bidxido
de carbono y agua se denomina mineralizacion (Torres, 1997). Un compuesto es
biodegradable cuando se convierte a otro compuesto mds simple, por medio de
microorganismos. La presencia prolongada de los contaminantes en los suelos ha
ocasionado que muchos microorganismos presentes hayan desarrollado la
capacidad bioquimica para degradarios. Esta capacidad es precisamente la base
de las tecnologias de biorremediacion que en los Ultimos anos han surgido como
una alternativa muy atractiva para la limpieza de suelos y acuiferos contaminados.
Una de las principales caracteristicas de la bioremediacion es que los
contaminantes realmente se pueden fransformar en compuestos inocuos al
ambiente y no solamente se transfieran de lugar, como sucede en los tratamientos
fisicoquimicos. En las tecnologias de biorremediacién se explota la capacidad de
aclimatacién que los microorganismos han logrado desarollar bajo las condiciones
que imperan en un lugar contaminado. Dichas condiciones pueden llegar a ser
adversas para su sobrevivencia, sin embargo, las diferentes poblaciones se adaptan
entre si organizando su interaccién para actuar de manera sinérgica, con lo cual se
logra la degradacién del compuesto contaminante.

Segun Zehner, 2001, los métodos de biorremediacion se pueden aplicar de la
siguiente manera: in situ, o fuera del sitio. Cualquiera que sea el método de
bioremediacion que se emplee, requiere de elementos que estimulen a los
microorganismos para su crecimiento y capacidad metabdlica. Estos elementos son
los siguientes: control de la humedad del suelo, temperatura, fuente de oxigeno y
pH. Todos estos factores son de gran importancia, mas sin embargo los que deben
ser estudiados inicialmente son los aceptores de electrones y los nutrimentos
requeridos por ellos. El aceptor final de electrones es el que define la via metabdlica
de respiracion que utilizan los microorganismos involucrados, por lo que debe
asegurarse la presencia de este en las concentraciones requeridas para estimular la
actividad degradadora. De acuerdo con el aceptor final de electrones, el
metabolismo microbiano debe ser aerobio cuando se lleva a cabo en presencia de
oxigeno, o bien anaerobio cuando compuestos inorgdnicos oxidados como nitratos,
sulfatos o didxido de carbono actian en lugar del oxigeno. En términos generales, el
metabolismo anaerobio genera menos material celular en comparacién con el
aerobio, por lo que podra asegurar un menor incremento en la poblacién
B R e T T e R B B A e e A WA o i S e e B e
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microbiana y asi evitar alteiaciones del ecosistema. Sin embargo, el metabolismo
anaerobio ocurre a una velozidad menor.

Los aceptores mas empleacos comunmente por los microorganismos son el oxigeno,
los nitratos, el hierro (lIl), los sulfatos y el didxido de carbono. Cuando el oxigeno es
utilizado como aceptor de electrones la respiracion microbiana se produce en
condiciones aerobias, y los procesos de biodegradacion seran de tipo aerobio; sin
embargo, si se emplean los sulfatos o el dioxido de carbono se produce en
condiciones reductoras o anaerobias, y los procesos de biodegradacion seran de
tipo anaerobio(Maroto, 1997).

De manera general se pueden citar los siguientes ejemplos para la degradacion
aerobia y la anaerobia.

Degradacién aerobia:

Sustrato + Oz —»biomasa + CO; + HO

Degradacién anaerobia:

Sustrato + (NO73, SO24, Fe3*, Mn#+, CO2) —»Biomasa + CO;z +(Nz, Mn2+, §2¢, Fe2*, CHy)

La concentracion y la composicion de la comunidad microbiana y la tasa de
transformacién de contaminantes se encuentra influenciada por diversos factores:

Nutrimentos: El metabolismo microbiano se encuentra orientado a la reproduccion
de los organismos y éstos requieren que los constituyentes quimicos se encuentren
disponibles para su asimilacion y sintesis. Los macronutrientes principalmente
requeridos son el fosforo y el nitrdgeno. Por lo general suele haber en el suelo una
concentracién suficiente; sin embargo, si estos no se encuentran en la relacion
optima C:N:P, 100:10:1 se puede adicionar una mayor cantidad al medio (Bossert y
Bartha, 1984).

pH : el pH del suelo afecta significativamente a la actividad microbiana. El
crecimiento de la mayor parte de los microorganismos es maximo dentro de un
intervalo de pH situado entre 6 y 8. Asi mismo el pH también afecta directamente en
la solubilidad del fésforo y en el transporte de metales pesados en el suelo. La
acidificacién o la reduccién del pH en el suelo se puede realizar adicionando azufre

0 compuestos del azufre.
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Temperafira: generalmente las especies bacterianas crecen a intervalos de
temperatu-a bastante reducidos, entre los 15 y los 45 °C (condiciones mesdfilas),
decreciendo la biodegradacién por desnaturalizacion de las enzimas a
temperaturas superiores a 40 °C e inhibiendose a inferiores a 0 °C (Ercoli, 2001).

Humedad: los microorganismos requieren unas condiciones minimas de humedad
para su crecimiento. El agua forma parte del protoplasma bacteriano y sirve como
medio de transporte a través del cual los compuestos orgdnicos y nutrimentos son
movilizados(Maroto, 1997).

Estructura quimica del hidrocarburo: La inherente biodegradabilidad de un
hidrocarburo  depende, en gran medida, de su estructura molecular.  Los
parametros que mas la afectan son la halogenacion, la existencia de ramificaciones
(alcanos ramificados), la solubilidad baja en el agua, compuestos ciclicos,
aromaticos y el peso molecular del compuesto(Maroto, 1997).

Adicionalmente, los método difieren entre ellos en la aplicacién de productos
complementarios tales como macro-nutrimentos (nitrogeno, fosforo y potasio),
micronutimentos (Fe, Mg, Ca, Co, Ni) enzimas, y materiales de estructuracion, a fin
de proveer condiciones 6ptimas para la accién de los microorganismos.

Existen dos tipos de bioremediacion: 1) La bioestimulacion, que consiste en
proporcionar a los microorganismos nativos los nutrimentos y las condiciones
necesarios para su crecimiento y 2) El bioaumento que consiste en la adicion de
microorganismos adaptados de origen natural, autéctonos o manipulados por
ingenieria genética para incrementar o acelerar la degradacion de los compuestos
toxicos contaminantes del suelo. Estos métodos son adecuados para la remediacion
de contaminantes organicos, tales como hidrocarburos, al hacer uso de la facultad
de algunos microorganismos de degradar a las sustancias organicas y aprovecharlas
como fuente de energia (lturbe, 2003).

Condiciones nutrimentales

La degradacidén microbiana de cualquier sustrato requiere la presencia de nitréogeno
(N), Fésforo (P) y potasio (K), ademds de pequenos niveles de zinc, calcio, magnesio,
hierro, sodio y sulfuro para un crecimiento éptimo microbiano. La materia orgdnica
en los desechos, es el sustrato principal de los microorganismos que redalizan la
degradacion, los compuestos orgdanicos contienen carbono que sirven como fuente
de energia y de carbono (lturbe, 2003). El N y el P son limitantes en el suelo (US EPA,
1985). Las cantidades de N y P necesarias para el maximo crecimiento y actividad
generalmente se estiman tomando en cuenta el carbono viable en el sistema,
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incluyendo el contaminante y considerando una relacién adecuada de C/N/P. Los
estudios de biodegradabilidad con frecuencia incluyen tratamientos en los cuales
los efectos variables de esta relaciéon se detemminan comUnmente empleando
valores de 100:10:1 6 120:10:1 y 100:4:1(Bossert y Bartha, 1984).

Diversos estudios han demostrado que la aplicacion de fertilizantes tales como urea-
fosfato, triple 17 (N/P/K) y sales de fosfato y amonio aceleran la biodegradaciéon de
crudo o gasolina en el suelo y de las aguas subtemrdneas. Sin embargo, en algunos
casos, el empleo de fertilizantes no incrementa la biodegradacion, o solo se observa
después de algunos meses. Esto se atribuye a la gran variabilidad y composicion
compleja de los suelos, ademds de otros factores entre las que destacan las
reservas de nitrogeno y la presencia de bacterias fijadoras del mismo (Mdarquez,
1997).

Biodisponibilidad

La degradacién de un contaminante en suelo depende de una serie de factores,
entre ellos, actividad de los microorganismos y transferencia de masa desde el suelo
hasta el microorganismo. La biodisponibilidad de los hidrocarburos para los
microorganismos dependerd del tipo de hidrocarburo y de las propiedades del suelo
como la adsorcion en la superficie de las particulas del suelo.

La biodisponibilidad llega a ser una limitante a medida que la concentracion de los
contaminantes se reduce de alta a baja el cual estd en funcidén de su estructura
quimica. En el caso del petréleo, primero los compuestos facilmente degradables
ocasionan que otros componentes resulten persistentes, debido a problemas de las
limitaciones de transferencia de masa causadas por la difusion de los contaminantes
a sitios menos accesibles, ademds de su dificil degradaciéon (Jonge, 1997). Algunas
soluciones a este problema ha llevado al empleo de otros compuestos que ayuden
a los hidrocarburos para que pasen de estar adsorbidos a solubilizados, estos
incluyen surfactantes, cosolventes y sales inorganicas (pirofosfatos), (Zegarra,2000).

Los microorganismos y los contaminantes se encuentran distribuidos entre las tres
fases, sélida, liquida y gaseosa del suelo. Muchos contaminantes son hidrofobicos y
tfienden a adsorberse en el suelo de manera que solo una pequena fracciéon del
compuesto permanece en la fase liguida. En un largo periodo de contacto los
compuestos adsorbidos se difunden entre las matrices orgdnica e inorgdnica y
posiblemente se unan mas fuertemente. Muchas evidencias indican que la mayoria
de los compuestos organicos son fomados por las bacterias en la fase liquida.
Consecuentemente, un proceso tal como lo es la adsorciéon o volatilizaciéon que
reduce la concentracién de la solucion, tiende a reducir la velocidad de
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transformacion. Ademas de la acumulacion de los contaminantes en fisuras vy
cavidades inaccesibles para los microorganismos y sus enzimas (Marquez, 1997).

3.3 Lodos Activados

El tfratamiento bioldgico es una oxidacidn de la materia orgdnica biodegradable
con participacion de bacterias que se ejecuta para acelerar un proceso natural y
evitar posteriormente la presencia de contaminantes y la ausencia de oxigeno en los
cuerpos de agua (PUCC, 2004).

Los procesos de tratamiento bioldgico se pueden dividir segun el estado en que se
encuentren las bacterias responsables de la degradacion. La biomasa bacteriana
puede estar soportada sobre superficies inertes tales como rocas, escoria, material
ceramico o plastico, o puede estar suspendida en el agua a tratar. En cada una de
estas situaciones la concentraciéon de oxigeno en el agua determina la existencia
de bacterias aerobias, facultativas o anaerobias. Los procesos aerobios con
biomasa suspendida que mas se aplican son los de lagunas aeradas y los de lodos
activados. El proceso de lodos activados descrito por Winkler, 1986 probablemente
es el de mas amplio uso para el tratamiento de aguas residuales, orgdnicas e
industriales. El principio bdsico del proceso consiste en que las aguas residuales se
pongan en contacto con una poblacidon microbiana mixta, en forma de suspension
floculada en un sistema aerado y mezclado. La materia en suspension y la coloidal
se eliminan rapidamente de las aguas residuales por adsorcion y aglomeracion en
los floculos microbianos. Esta materia y los nutrimentos disueltos, se descomponen
mas lentamente por metabolismo microbiano, proceso conocido como
"estabilizaciéon"”. En este proceso parte del material nutrimental se oxida a sustancias
simples como bidxido de carbono (CO2), un proceso denominado “"mineralizaciéon”,
y parte de este se convierte un una materia celular microbiana nuevaq, llamada
“asimilacion”. Parte de la masa microbiana se descompone también de la misma
manera, mediante un proceso llamado ‘“respiracién enddgena”. El proceso
oxidativo suministra la energia necesaria para la operacion de los procesos de
adsorciéon y asimilacion. Una vez que se alcanza el grado de tratamiento que se
deseq, la masa microbiana floculada conocida como “lodo o biomasa”, se separa
del agua residual por sedimentacion, por lo general en un tanque separado. Del
sobrenadante de la etapa de separacion resulta entonces el agua residual tratada y
la cual deberd estar virtualmente libre de lodos. La mayor parte del lodo
sedimentado en la etapa de separacion, se regresa a la etapa de aeraciéon para
mantener la concentracién de los lodos en el tanque de aeracién al nivel necesario
para un tratamiento efectivo y para que actie como indculo microbiano. Parte de
los lodos se extrae para su descarga, el cual se conoce como "lodos activados

desechados o excedentes”.

USO DE LODOS DE UNA PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES EN LA REHAPILITACION
DE SUELOS CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS
1



3. MARCO TEORICO

En resumen 3l proceso se lleva a cabo de la siguiente manera:

Materia Org dnica + Bacterias + Oz —» Lodo biolégico + CO2 + H20 (nuevas bacterias
R (=1 (o (6T 0 1) HE S (1)

Las reacciones microbioldgicas son autocataliticas, es decir que la presencia de uno
de los productos, organismos adicionales y enzimas, aumenta la rapidez de reacciéon

(Scragg, 1996).

Bl sistema de lodos activados estd constituido bdsicamente por un tanque de
aeracion donde el agua residual es estabilizada bioldgicamente, el ambiente
aerobio es debido al empleo de equipos de transferencia de oxigeno (difusores de
qaire o aeradores superficiales), al igual que el tanque de aeracion, existe un
sedimentador donde el agua residual y el lodo activado procedente del tanque
aerador se sedimentan separando los sélidos suspendidos (lodos activados) vy
obteniéndose un efluente clarificado, parte de los sdlidos que sedimentan se
recirculan al tanque de aeracion con el propédsito de mantener una alta
concentracién de microorganismos, los lodos en exceso, debido al crecimiento
bacteriano se retiran del sistema y se llevan a un fratamiento para su uso o

disposicion final (scragg, 1996).
Aclimatacion de Lodos

Existen sistemas de tratamiento biolégico en los cuales los microorganismos se
encuentran en suspension, tal como el sistema de lodos activados y sus
modificaciones, las lagunas de estabilizacion y diferentes tipos de digestores
anaerobios (Torres, 1997).

En otros sistemas, la biomasa se encuentra inmovilizada sobre soportes fijos o
rotatorios , como son los biofiltros, llamados también filtros percoladores y los
conectores rotatorios también llamados biodiscos. Los procesos bioldgicos
dependiendo del régimen de flujo, se llevan a cabo fundamentalmente en tres tipos

de reactores:
e Batch o enlote

e Continuos de mezcla completa
e De flujo piston

La aclimatacién es la adaptacion de un organismo durante su permanencia bajo
condiciones diferentes a su medio o entorno propio, por ejemplo condiciones de
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laboratorio tales como: temperaturg, salinidad, oxigeno disuelto, sustancias toxicas,
entre otras (Zegarra, 2000).

Como se menciond, la mayoria de los téxicos organicos son biodegradables, si bien
algunos lo hacen muy lentamente. Para que la biodegradacién ocurraq, la biomasa
debe ser aclimatada a un compuesto orgdanico especifico, particularmente cuando
se usa inicialmente una biomasa disimil como es el caso de los lodos activados.
Cuando se estan aclimatando los lodos bioldgicos a los tdxicos orgdnicos, es
imperativo observar el umbral de inhibicion. Inicialmente cuando el lodo no estd
aclimatado, la concentraciéon de alimentacion del toxico organico debe ser muy
baja, ya que no estd ocurriendo una biodegradacién en el reactor. A medida que
ocurre la aclimatacion, se obtiene como resultado la biodegradacion de toxicos
orgdnicos. Aqui la concentracién de alimentacién puede ser elevada en forma
proporcional a la tasa de biodegradaciéon, sin embargo dependiendo del
compuesto orgdnico considerado, la aclimatacion total puede llevarse algo de
tiempo.

En algunos casos, se requiere de un co-sustrato como por ejemplo la sacarosa la
cual es facimente degradable para efectuar una rapida biodegradacion de un
toxico orgdnico especifico. Esto, generalmente, no constituye un problema para la
mayoria de las plantas de tratamiento de aguas residuales. Algunas sustancias
toxicas orgdnicas se degradan muy lentamente en el proceso de lodos activados y
por lo tanto, se requieren periodos largos para la retencion de lodo (TRL), o tiempo
de retencién celular y llegar a una reduccién aceptable de toxicidad (CEPIS, 1997).

3.4 Bacterias degradadoras de hidrocarburos

Se ha demostrado que la degradacion microbiana de crudo ocurre por el atagque a
las fracciones de hidrocarburos alifaticos o aromaticos ligeros. Los asfaltenos, resinas
y aromdticos de alto peso molecular son considerados como compuestos
recalcitrantes. A los compuestos resistentes a la biodegradaciéon, en un sitio bagjo
condiciones dadas, se les llaman persistentes o recalcitrantes; sin embargo no existen
pruebas que demuestren que un producto sea realmente recalcitrante bajo
deferentes condiciones ambientales (Grady, 1985).

La biorremediacion depende principalmente de la actividad de los microorganismos
aerobios, un suministro adecuado de oxigeno al suelo es esencial para la
bioremediacién(Rolddan, 2001). Se requieren aproximadamente una relacion de 1:1
a 3:1 de oxigeno e hidrocarburos para asegurar una buena degradacién. Cuando
los poros del suelo se encuentran ocupados por moléculas de agua, la difusion del
oxigeno es menor y se pueden presentar condiciones andxicas. Para tener una
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degradacion aerobia adecuada es necesario tener aproximadamente un minimo
de 10% de poros libres en la matriz del suelo (Fahnestock, Wickramanayake, 1998).

La degradaciéon de hidrocarburos depende en gran medida de la estructura
molécular del mismo ocurriendo los procesos de degradacién de la siguiente
manera:

Los hidrocarburos alifaticos de cadena recta son mas faciles de degradar que
los que poseen radicales, ya que el radical dificulta la biodegradacion.

Los compuestos alifaticos de cadena lineal (parafinicos) se degradan
facilimente, pero cuando se incluyen como sustituyentes alcanos de cadena
larga, se forman estructuras ramificadas estéricamente inaccesibles para la
degradacion. De la misma forma, tanto los compuestos alifaticos insaturados
como los aromaticos se degradan mas lentamente que los saturados (Ercoli,
2001)

Los hidrocarburos saturados son mas faciles de degradar que los insaturados ya
que la presencia del doble o tfriple enlace dificultan la degradacion.

Las cadenas largas de hidrocarburos son mdas faciles de degradar que las
cortas, (Atlas, 1991).

Los compuestos aromaticos simples se degradan por diferentes aperturas del
anillo. La incorporacién de haldégenos disminuye |la degradabilidad por
estabilizacion del anillo. Tanto en los compuestos aromaticos policlorados como
los policlorobencenos su biodegradabilidad disminuye al aumentar el nimero
de aGtomos de cloro en la molécula. (Ercoli, 2001)

La actividad biolégica altera la estructura molecular del contaminante y el grado de
alteracion determina si se ha producido biotransformacién o mineralizacién (Ercoli,
2001). La biotransformacién es la descomposicion de un compuesto orgdnico en
otro similar no contaminante o menos toxico, mientras que la mineralizacién es la
descomposicion a didxido de carbono, agua, y compuestos celulares, como se
puede apreciar en la Figura 3.1.

Los microorganismos Los microorganismos digieren el Los microorganismos
asimilan el petréleo y otros petréleo y lo convierten en didxido liberan CO; y H20
contaminantes organicos de carbono (CO;) y agua (H;0)

Fig. 3.1 Mineralizaciéon del petréleo por actividad microbiana.
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En la Tabla 3.1 se muestran algunas bacterias identificadas en la degradacion de
hidrocarburos.

Tabla 3.1 Bacterias degradadoras de hidrocarburos (Valderrama, 2001

0 DUE D Gedrogoao

Acinetobacter Sp. n-Alcanos
baumanu Hidrocarburos saturados y aromaticos
calcoaceticus Bifenilos policlorados
Petréleo crudo
Achomobacter sp. Bifenilos policlorados
Arthrobacter sp. Hidrocarburos saturados v arométicos
Alcaligenes sp. Petréleo crudo
faecalis Fenol
Bacillus lentus Bifenilos polhiclorados
mascerans Bifenilos policlorados
thuringiensis Bifenilos policlorados
Beauveria alba Hidrocarburos saturados y aromaticos
Candida tropicalis Petrdleo crudo
tropicalis Petréleo crudo
Cellulomonas flavigena Petréleo crudo
Comamonas acidovorans Bifenilos policlorados
Deslfitob acterium dehalogenans o-clorofenol
Desulfococcus sp. Alquilbencenos
Flavobacterium devorans Bifenilos policlorados
Gordona sp. Dibenzotiofeno
Mannobacter aquaelolei Petrdleo crudo
Micrococcus Spp. Petréleo crudo
Microcoleus sp. Pireno
Mycobacterium chthonoplastes n-alcanos
sp. Pireno
sp. n-alcanos
Nocardia sp. Dibenzotiofeno
Nocardiopsis =p. Petréleo crudo
Paenibacilbum Spp. Dibenzotiofeno
Phormidium corium N-Alcanos
Penicillum simplicissmum Hidrocarburos saturados y aromaticos
Pleorotus ostreatus Polinucleo aromaticos
Pseudomonas sp. Tolueno
sp. Bifenilos policlorados
sp. Fenantreno
sp. Petréleo crudo
aeruginosa Fenol
fluorescens Petréleo crudo
putida Petréleo crudo
stutzer Tetracloroetileno
Rhizobium meliloti Dibenzotiofeno
Rhodococcus Sp. Dibenzotiofeno
sp. Alcanos
erythropolis Petréleo crudo
Saccharomyces 2p. Petréleo crudo
Serratia 8p. Fenol
MArcescens Petréleo crudo
paucimobilis HPA's
Sphingomonas sp. carbazol

spiritivorum

Hidrocarburos saturados y aroméaticos
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Fases de crecimiento de una poblacién bacteriana

El crecimiento y reproduccién de las bacterias ocurre a medida que nutrientes son
procesados e incorporados como nuevo material de célula. El proceso reproductivo
de la célula, fision binaria, es una caracteristica del crecimiento bacterial. Las
poblaciones bacterianas pueden alcanzar altas densidades muy rapidamente. Las
células individuales se duplican a una tasa caracteristica para cada organismo. Este
intervalo se conoce como el tiempo de generacion.

El crecimiento de una poblacién bacteriana se compone de una serie de fases.
Durante la primera de ellas como se puede apreciar en la Figura 3.2, fase lag (A). las
células se ajustan a su nuevo ambiente. Ellas pueden tener deficiencias en ciertas
enzimas y coenzimas por lo que durante esta etapa se produce la sintesis de estos
materiales. Al final de esta etapa se entra a la fase exponencial o logaritmica (B), en
la cual la poblacién se duplica a intervalos regulares. Este es el periodo de mas
répido crecimiento bajo condiciones Optimas. Cuando el nUmero de células que son
producidas iguala al nUmero de células que mueren se establece un equilibrio
dindmico en el cual no existe un mayor crecimiento. Esta etapa se denomina fase
estacionaria (C) y se debe a un agotamiento de algun nutriente. La fase de muerte o
declinacién (D) se alcanza cuando la tasa de destruccion supera la tasa de
crecimiento como se presenta en la Figura 3.2.

®
&
3 | Numero
<] [
S "
£ intervalo normal de
5 Operacion para procesos
_g de tratamiento biolbgico
e
<)
Bl A ] c D

Tiempo

Fig. 3.2 Curva de crecimiento bacteriano
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3.5 Experiencias de biorremediacion aplicadas ¢n suelos contaminados con
hidrocarburos

En este apartado se describen algunos frabajcs realizados en distintos sitos
contaminados con hidrocarburos donde se ha utilizcdo con éxito la biorremediacidén
como una alternativa de rehabilitacion de suelos:

Caso 1) Saval, 1997, aplicd la técnica de biorremediacion en un suelo contaminado
con diesel (506.92 mg/kg) en una superficie de 2,625 m2 mediante la bioestimulacion
de la flora microbiana autdctona, aplicando nutrientes, nitrégeno y fésforo en forma
de fertilizantes y riego constante, los parametros analizados durante el tratamiento
fueron pH (7.8), los nutimentos aplicados, cuenta de bacterias y consumo de
oxigeno como medida de la actividad biolégica del suelo la cual fuvo un valor final
de 0.56 mg de Oz/ g de suelo, al final de dos meses de tratamiento, Ia
concentracion de diesel se redujo en un 80% alcanzando a los seis meses el 98% de
eliminaciéon, quedando una concentracion residual en el suelo de 10.24 mg/kg. la
determinacién de hidrocarburos totales de gasolina y diesel se realizaron mediante
el método EPA 8015M por cromatografia de gases con detector de ionizacién de
flama.

Caso 2) Ferrari, et al., 1994, efectuaron pruebas en laboratorio para la
biodegradabilidad de lodos de fondos de tanques de almacenamiento de petrdleo,
empleando comunidades microbianas autéctonas y diferentes niveles y tipos de
nutrimentos, los cuales aumentaron la velocidad de degradacion logrando una
remocion del 40% del residuo entre 30 y 90 dias segun el fipo de fertilizante
empleado, aumentando también la poblacién microbiana degradadora de
hidrocarburos. Las variables que se controlaron fueron; la humedad entre el 10 y el
15%, el pH entre 7.0 y 7.6, los fertilizantes que se aplicaron: K2HPOs, (NHs)2HPO4, (NHs)2
SOs, NH4NO3 vy triple 15 , la enumeracién de microorganismos aerobios totales se
realizd mediante la técnica de cuenta en placa petr, los mejores valores de
degradacion se obtuvieron para los ensayos que tenian los siguientes niveles de
aplicacién de nutrientes: C/N = 10-100, C/P=100-1000 y C/K= 100-2000 relaciones en
peso de elemento.

Caso 3) Curci, et al., 1999, aplicaron la técnica de biolabranza para el tratamiento
de bamos, lodos y sedimentos del petrdleo, confrolando pardmetros criticos que
favorecen la degradacién de los hidrocarburos: humedad, evolucidon de nutrimentos
y el pH del suelo, logrando obfener una disminucidon de la concentracion de
hidrocarburos de un 20 % a 5 %. Se realizd un seguimiento de la relacion C/N/P
incorporando  fosfato  diaménico, se determind la concentracidn de
microorganismos degradadores de hidrocarburos por cuenta en placa.
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Caso 4) Ercoli, et al., 1995, seleccionaron microorganismos autdéctonos con la
capacidad de degradar hidrocark uros sometidos a un proceso de adaptaciéon vy se
inocularon a un terreno de 10,000 m2 al cual se le agregd una cantidad de residuos
de hidrocarburos, el cultivo mic obiano se produjo en un reactor de 18 L de
capacidad y se aplico 0.5L/mz?, €l suelo fue acondicionado aplicando nitrégeno y
fosforo segun lo requirié el suelo. En este estudio se logré una degradacién del orden
del 70%, con una tasa de degradacién de 261 kg del residuo por mes.

Caso 5) Jutean, et al., 2003, aplicaron lodos activados a un suelo contaminado con
residuos de petrdleo de una refineria para formar una biopila de 50 m3 con una
aplicaciéon de 6,000 L iniciales de lodo y 3,000, 6,000 y 1,500 L de lodos después de 31,
66 y 98 dias respectivamente, el porcenteje de humedad se mantuvo al 10% durante
toda la experimentacion, el pH vario de 6.6 a 7.6. Sus resultados mostraron una alta
degradacion de alcanos con un 80% de degradacion comparado con un 24% que
tuvo al aplicar se solo agua, concluyendo que la aplicacién de lodos incrementa la
eficiencia de degradacién en el fratamiento.

Caso 6) lturbe, et al, 2002, disenaron y construyeron una biopila dentro de una
refineria para tratar suelo contaminado con hidrocarburos, con una concentracion
de 53,000 mg/Kg de HTP, logrando obtener una degradacion del 82% en 22
semanas. Durante el experimento se mantuvo una relacion de 100/15/1 de los
nutimentos C/N/P. Las fracciones que lograron ser removidas al cabo de las 22
semanas fueron las de Diesel, y la de Gasolina y la de Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (PAH por sus siglas en Inglés).

Caso 7) Torres, et al., 2003, probaron 3 surfactantes diferentes, anidnicos y no iénicos,
para determinar la eficacia en la remocién de hidrocarburos del 52 al 88 %, al utilizar
un surfactante no iénico (nonil fenil etoxilado) empleando una concentracion de 45

mg/L del tensoactivo.

3.4 Llegislacion Ambiental en México referente a suelos contaminados con
hidrocarburos.

Norma PROY-NOM-138-ECOL-2003 (SEMARNAT, 2000)

El dia 20 de agosto de 2002 se publicé en el Diario Oficial de la Federacion la Norma
Oficial Mexicana de Emergencia NOM-EM-138-ECOL-2002, en donde se establecen
fundamentalmente previsiones para establecer:

» Los limites mdximos permisibles de contaminacién en suelos afectados por

derrame de hidrocarburos;
» Lasreglas para llevar a cabo la caracterizacion del sitio afectado; y
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» El procedimiento para la restauracion del sitio afectado por derames de
hidrocarbur 2s.

Dicho instrumento juridico, recoge dos aspectos importantes: 1) La experiencia
obtenida desde 1995 en la Procuraduria Federal de la Proteccion al Ambiente
(PROFEPA), la atencidn de emergencias ambientales generadas por el derrame de
diversas sustancias, en particular hidrocarburos y, 2)Las atribuciones que han sido
asignadas a las diferentes unidades administrativas de la Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT).

La propia norma oficial mexicana, en su apartado de consideraciones o
razonamientos que justifican su emision, senala que las acciones que al respecto
desarrollan las distintas unidades administrativas de la SEMARNAT, incluida la
PROFEPA, no tienen la fuerza juridica necesaria, por lo que los particulares y
autoridades involucradas no fienen la certeza juridica requerida para sancionar.
Ademdas, expresa que actualmente en nuestro pais no se cuenta con un marco
juridico suficiente y transparente que precise los limites mdaximos permisibles de
contaminacién de suelos, la metodologia para su caracterizacion y los
procedimientos a seguir para atender emergencias ambientales por derrames de
hidrocarburos. Aunque limitada en cuanto a sus alcances, la NOM-EM-138-ECOL-
2002 llena un vacio importante de nuestra normatividad ambiental, ya que sus
previsiones se aplican Unicamente en el caso de derrames de hidrocarburos que
contaminen o puedan contaminar suelos. La regulacion de la prevencién de la
contaminacion de suelos y su restauracion, debe tener alcances mucho mas
amplios; sin embargo, en virtud de lo importante que resulta atender los problemas
que se derivan de la contaminacion de suelos por derame de hidrocarburos,
indudablemente resultan de mucha utilidad las disposiciones previstas en la Norma.
A continuacién se describe brevemente el contenido del instrumento juridico que se
comenta:

En primer lugar, como ya se menciond, se establecen los limites maximos permisibles
de contaminacién de suelos por hidrocarburos, especificandose los pardmetros a
considerar en el caso de los distintos productos y materiales asociados (por ejemplo
combustoleo, emulsiones, asfalto, parafinas, diesel, etc.)

Un segundo aspecto que se regula en esta norma es el relativo a las peculiaridades
que habrdn de considerarse en la caracterizacion de los sitios contaminados por
derrames de hidrocarburos. De acuerdo con la Norma, esta actividad debera
contener los elementos que a continuacion se indican, con las especificaciones que
en cada caso se preven:

» Estudios de campo del sitio
» Muestreo y caracterizacién del sitio
» Seleccion del equipo de muestreo y del recipiente respectivo
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Conservacion de muestras

NUmero de muestras

Responsabilidades de la empresa muestreadora
Identificaciéon de las muestras

Registro de la informacién del muestreo

YV V VY

En tercer lugar, establece los procedimientos a seguir para la restauracién de suelos
contaminados por derrames de hidrocarburos, 10 que serd considerado como una
emergencia ambiental, de acuerdo con la definicion que de ésta establece la Ley
General de Equilibrio Ecolégico y proteccidn al Ambiente (LGEEPA). En términos
generales el procedimiento incluye las siguientes actividades:
e Notfificacion ala PROFEPA del derame respectivo.
e Muestreo u caracterizacion del sitio, notificando de las actividades
correspondientes a la PROFEPA y, en su caso a la Comisidon Nacional del Agua.
e Restauracion del sitio basado en la propuesta respectiva que hubiera sido
sometida y validada por la SEMARNAT, a fravés de su Direccidon General de
Manejo Integral de Contaminantes.
Liberacion del sitio, previa validacién de la PROFEPA del cumplimiento de los
términos del programa de restauracion de sitios que corresponda.
Finalmente, cabe senalar que la NOM-EM-138-ECOL-2002 permite la participacion de
las unidades de verificacion, organismos de certificacion y laboratorios de prueba
autorizados en términos de la Ley Federal sobre Metfrologia y Normalizaciéon
(Cancino, 2002).

3.7 Tecnologias de remediacion utilizadas en México (INE, 2003)

En el mercado ambiental de México, actualmente existen una gran cantidad de
empresas que ofrecen diferentes tipos de tecnologias para la remediaciéon de sitios
contaminados. Sin embargo, no fue hasta 1997, que las autoridades ambientales
establecieron un programa de verificacion y cerificacion de estas empresas.
Actuaimente para poder redlizar un trabgjo de remediacion es necesario contar
con permisos especificos. Esta disposicion oficial, ha permitido un mayor control
acerca de las tecnologias que se ofrecen para remediar suelos y de las posibilidades
reales de éxito que éstas permiten.

De acuerdo con datos proporcionados por la SEMARNAT, todas las tecnologias que
ofrecen las empresas que cuentan con permisos para remediar suelos
contaminados, estdn enfocadas exclusivamente a la remediacion de sitios
contaminados con compuestos organicos. De un total de 57 empresas autorizadas,
ninguna ofrece servicios para la restauracion de suelos contaminados con metales.
Dentro de los contaminantes tratados, principalmente se encuentran los
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hidrocarburos totales del petrdleo e hidrocarburos aromdaticos policiclicos, lodos
aceitosos, lodos de perforacion y recortes de perforacion (Volke, 2002).

De acuerdo con datos proporcionados por 40 empresas autorizadas para remediar
suelos contaminados con diferentes tipos de contaminantes, la mayoria utilizan
métodos bioldgicos (biorremediacién) para el tratamiento. El lavado de suelos, la
oxidacion quimica y la separacion fisica constituyen otra parte importante de las
tecnologias mas empleadas en México. En la Figura 3. 3 se observan las tecnologias
de saneamiento mds usadas en México.

- ) oy

Fig. 3.3 Tecnologias de remediacion de suelos utilizadas en México por empresas autorizadas
BR: biorremediacion; L: lavado; SF: separacion fisica; EV: extraccion de vapores; DT: desorcién térmica;
TQ: tratamiento quimico; C: centrifugacion (Fuente: Volke 2002).

De las empresas que ofrecen servicios de biorremediacién, la mayoria utiliza sistemas
de composteo y biolabranza. De los tratamientos ofrecidos por estas empresas, el
87.5% se realizan "in situ" y el resto fuera del sitio.

3.8 Caracterizacion del suelo

La matriz del suelo esta formada por cinco componentes principales: minerales, aire,
agua, materia orgdnica y organismos vivos. Los materiales minerales son los
principales componentes estructurales y constituyen mdas del 50% del volumen total
del suelo. El aire y el agua juntos ocupan el volumen de los espacios en la zona no
saturada y generalmente conforman de un 25 a un 50% del volumen total. La
proporcion relativa de aire/agua flucta considerablemente con el contenido de
agua del suelo. El material orgdnico ocupa entre el 3 y el 6% del volumen promedio,
mientras que los organismos vivos constituyen menos del 1% (Eweis, 1998).
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Todos estos factores definen el tipo de suelo. que junto con las condiciones
particulares de un sitio, pueden limitar frecuenteinente la seleccion de un proceso
de tratamiento en particular. Por otra parte, la posibilidad de usar una tecnologia de
fratamiento, puede eliminarse en base a la clasificacion del suelo u otras
caracteristicas propias de éste. A continuacion se: describen algunos de los datos del
suelo, que pueden obtenerse con relativa facilidad y que controlan la eficiencia de
una tecnologia de remediacion (INE, 2002):

pH

Fosforo disponible

Nitrégeno total

Hidrocarburos totales del petréleo (HTP)
Contenido de Agua

Densidad aparente y real

Fraccion de carbono organico

VVVVVYY

Determinacion de pH

El valor de pH se utiliza para conocer el grado de acidez, neutralidad y basicidad del
suelo. Es una herramienta que permite entender y explicar, en muchos casos,
aspectos de la biologia y ecologia de especies vegetales y animales, ya que el
indice de acidez o basicidad de los suelos determina en buena medida la
disponibilidad de nutrimentos, su asimilacion por parte de las plantas y, como
consecuencia, el crecimiento y desarrollo de éstas. El método para determinario es
el método AS-02 de la Noma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000, que
establece las especificaciones de fertilidad, salinidad y clasificacién de suelos. El pH
se mide con un potencidmetro calibrado con soluciénes amortiguadoras enpH 4y 7,
en el sobrenadante de la suspension de una mezcla de relacion suelo: agua 1:2.

Fésforo disponible

La determinacién de fésforo en el suelo es de gran importancia, ya que constituye
un indicador de la cantidad de nutrimentos con los que cuenta el suelo y que los
microorganismos pueden emplear.

El f6sforo se encuentra en toda célula viva y es esencial en la nutricion, tanto vegetal
como animal. Desempena una funcion primordial en las transformaciones enérgicas
de las plantas, en la sintesis de proteinas y en el proceso de reproduccion celular.

En el suelo, el fosforo se encuentra en forma orgdnica e inorganica. El fosfato
presente en la solucién de suelo muestra la siguiente dindmica:
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(1) Se absorbe por las plantcs o los microorganismos

(2) Se precipita en forma de sales apenas solubles en presencia de calcio,
hierro o aluminio

(3) Se adsorbe por los sitios de intercambio aniénico

(4) Se lixivia a partir de la riz3sfera

El fésforo del suelo puede proceder de diversas fuentes:

1) Aplicacion de fertilizantes comerciales

2) Estiércoles de granja

3) Residuos vegetales

4) Minerales presentes en el suelo, como la fliorapatita, el carbonato, los fosfatos

cdlcicos, etc.

La técnica a aplicar para su determinaciénes el método Bray | para suelos acidos a
neutros.

El método Bray |, es empleado para suelos acidos como un indice del fésforo (P)
disponible en los suelos. El fésforo extraido con una solucién de fluoruro de amonio
(NHsF) acida (HCI) y diluida, tiene como finalidad remover las formas de foésforo
faciimente solubles en medio acido, asi como gran parte de los fosfatos de calcio y
una porcion de los fosfatos de aluminio y de hierro, debido a la formacién de un ién
complejo con estos iones metdlicos cuando se encuentran en solucion acida. La
determinacién de la concentracion de fosforo disponible, es obtenida mediante el
trazo una curva patrén en donde se grafica la concentracidon en ppm vy la
transmitancia e interpolando en la misma los valores de absorbancia de las muestras
andlizadas a las cuales previamente se les ha restado el valor promedio de los
blancos o por medio de una regresion simple.

La interpretacion del resultado obtenido se basa en la Tabla 3.2:

Tabla 3.2 Interpretacién de los contenidos de fésforo, obtenidos para el Bray | (Reyes, 1996)
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Nitrégeno total

El ciclo del nitrégeno representa sdélo una parte del ciclo total en la naturaleza. La
disponibilidad de este elemento es indispensable para las plantas, que lo absorben,
principalmente en forma de nitratos (NOz) y amonio (NHs*), para utilizarlo en sintesis
de proteinas y de otros compuestos orgdnicos vegetales. Cuando los restos
vegetales y animales vuelven al suelo, son objeto de numerosos procesos de
transformacién en su mayoria de caracter biolégico.

Comunmente el nitrégeno orgdnico ( Reyes, 1996) presenta entre el 85 y 95% del
nitrdgeno total. El nitrégeno en forma inorgdnica en el suelo se presenta como éxido
nitroso (N20), éxido nitrico (NO), diéxido (NO2) y amoniaco (NHz), en cantidades
minimas casi no detectables; ademds, se encuentra como amonio (NHs*), nitrito
(NO2) y nitrato (NOgz’). Por lo general, estas formas inorgdnicas constituyen solo del 2-
5% del nitrégeno total del suelo.

El método a emplear es el Nitrdbgeno Total Kleldahl (Es la suma de los nitrdgenos
amoniacal y orgdnico presentes en la muestra, conocido como nitrdgeno Kjeldahl).

A través de este método, el nitrdgeno orgdnico y amoniacal se convierte a sulfato
de amonio, el cual se destila en acido borico y se titula con acido sulfirico o
clorhidrico, utilizando como indicador verde de bromocresol - rojo de metilo.

Calculo en por ciento del nitrégeno total

%N total = Ir(f‘ SN(H S04 s (2)

T = volumen de H2SO4 gastados en la muestra

B = volumen de H.SO4 gastados en el blanco

N = Normalidad del HsSO4

M = Peso de la muestra

1.4 = Miliequivalente de nitrégeno x 100 para relacional el nitrdgeno a por ciento

Hidrocarburos totales del petréleo (HTP)

Debido a que hay muchos compuestos diferentes en el petrdleo crudo y en otros
productos de petréleo, no es practico medir cada uno en forma separada, por lo
que generalmente se determinan todos los hidrocarburos presentes en una muestra
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de la que se desconoce con precision la fuente contaminante (diesel, gasolina,
crudo, benceno, etc).

La determinacién de HITP se readliza mediante una extraccién por Soxhlet como lo
senalado en el método del proyecto de norma Proy-NOM-138-SEMARNAT-2003.

El sistema de extraccion por Soxhlet, se basa en la solubilizaciéon de los componentes
extractables, se efectia a través del disolvente frio (hexano) que cae desde el
refrigerante. En consecuencia, una extraccion completa requiere de varias horas.

Contenido de agua

El agua que contiene un suelo es un factor importante para la eleccion de Ia
tecnologia a emplear. Un alto contenido de agua puede impedir el movimiento de
aire a través del suelo, lo que afecta los procesos de biorremediacion, asi como
provocar problemas durante la excavacion y transporte, o aumentar el costo en el
uso de métodos térmicos.

Esta técnica se basa (NOM-021-RECNAT-2000) en la determinacion de la cantidad
de agua expresada en gramos que contiene una muestra de suelo seca. La
determinacién de la masa de agua se realiza por la diferencia de peso enire la
masa de suelo humedo y la masa de suelo seco. Se considera como suelo seco

aqguél secado en estufa a 105 °C por 24 horas.

Cdilculos:

o = (PB + Psh)-(PB~Pss) 0 (3)
(PB+ Pss)-PB

Donde:

08g = Contenido de agua expresado en porcentaje

PB= Peso del recipiente con tapa (g)

Psh= Peso de suelo hUmedo (g)

PB + Psh = Peso del recipiente mds peso del suelo humedo (g)
PB + Pss= Peso del recipiente mas el peso del suelo seco (g)

Densidad aparente

La densidad aparente (DA) es ia masa por unidad de volumen del suelo, en estado
natural, y se expresa en g/cme. La diferencia entre esta densidad y la densidad real
radica en que la densidad aparente comprende tanto las particulas como los
espacios del suelo, mientras para la densidad real se consideran Unicamente las
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particulas del suelo. Por esta razén, el valor de la densidad aparente es menor que la
de la densidad real.

El valor de la densidad depende de la texturq, la estructura, la macroporosidad vy
microporosidad, asi como de la composicion mineral y organica.

En la determinacién de densidad aparente se aplicard la técnica de la probeta
(Dominguez, 1997).

La densidad aparente de una muestra de suelo se calcula a partir del conocimiento
de dos pardmetros la masa del suelo y el volumen total, es decir el volumen de los
solidos y el volumen ocupado por el espacio poroso. En caso de la masa, esta se
conoce pesando la muestra después de haber dado 10 golpes suaves en la probeta
de volumen conocido. La densidad aparente, es el peso del suelo por unidad de
volumen, es importante considerar que el suelo estG compuesto por sdlidos vy
espacios llenos de agua y/o aire (Volke, 2002).

Densidad Real

La densidad de las particulas del suelo, conocida también como densidad real se
define como la masa (peso) de los solidos del suelo por unidad de volumen. La
densidad se expresa g/cm?3 . Los valores de densidad encontrados son variables y
dependen de la composicion del suelo. En la mayoria de los suelos minerales, su
valor no debe de exceder de 2.65 g/cmd.

La materia orgdnica, asi como algunos vidrios volcdnicos que existen en el suelo,
repercuten en los valores de densidad, originando valores tan bajos como 1.2-1.5

g/cm3.
Cdlculo de la densidad real o densidad de particulas (DP)

D;P:———S—-—=---‘._cgf’r:m3 ............... ( 4)
S+A-(S-a)
donde:
S= Peso de la muestra de suelo
A= Peso del agua sin el picndmetro
S+a= Peso del suelo + peso del agua (sin peso del picnédmetro)

Materia organica

La materia orgdnica (MO) contenida en un suelo es un indice del nivel de fertilidad
natural. Constituye una reserva de nutrimentos que son liberados en forma gradual
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por medio del proceso de la mineralizacion. Ente estos nutimentos destacan el
nitrégeno, el fosforo y el azufre, asi como otros elementos esenciales menores, que
las plantas necesitan para su crecimiento y desarrcllo.

Con respecto a las propiedades quimicas del suelo, la materia orgdnica favorece la
retencion de cationes debido a su elevada capacidad de intercambio catiénico,
con lo cual se evita la pérdida de nutrimentos por lavado; la MO actia ademas
como agente quelante y como amortiguador. Por otra parte, los compuestos de
carbono provenientes de la MO son fuente de energia por los organismos del suelo,
cuya cantidad y diversidad se encuentran estan en funcion de los niveles de la
materia organica presentes.

Esta determinacion se realiza por el método de Walkley y Black de acuerdo al
meétodo AS-07, de la norma mexicana NOM-021-RECNAT-2000.

La técnica desarmrollada por Walkley y Black, es un procedimiento indirecto por
medio del cual se determina el carbono (C) de la matera organica, por ser un
elemento relativamente constante en ella. En la cuantificacion del carbono
orgdnico por combustion himeda se emplea como oxidante el acido crémico que
resulta de la reaccién del dicromdato de potasio con el acido sulfurico. Debido a la
oxidacién de la materia organica se libera COa. El porcentaje de carbono (C) se
determina dividiendo el porcentgje de MO enfre el coeficiente 1.724 el cual
corresponde a el factor de Van Benmelen para estimar la materia organica a partir
de carbono orgdnico, el cual resulta de la suposicion de que la materia organica

contiene un 58% de C, 0-!55 =1.724

3.9 Caracterizacion de lodos

La caracterizacion de lodos es un factor importante para mantener la estabilidad de
los lodos activados, por lo cual es necesario controlar algunos pardmetros que
indicaran crecimiento bacteriano en los reactores, los paradmetros fueron los

siguientes:
M pH
M Temperatura

M Oxigeno Disuelto
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Solidos

M indice Volumétrico de Lodos

M Nitrégeno Total
A continuacién se describiran brevemente cada uno de ellos.
pH

El pH debe mantenerse en un intervalo favorable para los microorganismos que
intervienen en este proceso. Los microorganismos tienden a crecer en un intervalo
limitado de 4 a 8 y aun dentro de este intervalo frecuentemente cambian su
metabolismo como resultado de un cambio de incluso 1-1.5 unidades de pH. La
obtencion de este parGmetro se realizd mediante un medidor calibrado de pH
Chackemate Modular Testing System (Scragg, 1996).

Temperatura

Como en todas las reacciones quimicas el crecimiento microbiano se afecta por la
temperatura. Los microorganismos estan divididos arbitrariamente en tres clases
dependiendo de la temperatura optima de su crecimiento. Estas clases son
psicroéfilos (< 20 ), mesdfilos (20-37 °C) y termofilos (> 38 °C).

Este pardmetro se determind con un termémetro de vidrio (Scragg, 1996).
Oxigeno Disuelto

El crecimiento de un organismo aerobio en el cultivo sumergido requiere de oxigeno
disuelto en el medio. El oxigeno debe ser aportado continuamente ya que es
escasamente soluble en una solucién acuosa. La transferencia de oxigeno del gas
hacia los microorganismos se lleva a cabo en varias etapas. Primeramente el
oxigeno debe vigjar a través del gas hacia la interfase gas-liquido, después a través
de la interfase a través del liquido vy, finalmente, hacia el organismo. El proceso
completo es impulsado por la diferencia entre la concentracién del oxigeno en el
gas y en el organismo (Scargg, 1996).

La solubilidad del oxigeno atmosférico en el agua dulce varia desde 14.6 mg/L a 0°C,
hasta aproximadamente 7 mg/L a 35 °C a 1 atmdsfera de presion El oxigeno disuelto
se determind mediante un electrodo de membrana "Yellow Springs Instruments Co.,
Inc"(YSI) modelo 5775, calibrado a la presién atmosférica de la ciudad de México

(Sawyer, 2001).

USO DE LODOS DE UNA PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES EN LA REHABILITACION
O SUELOS CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS
28



3. MARCO TEORICO

L SRS e e )

Solidos.

La determinaci¢ n del contenido de sélidos totales y voldtiles son importantes en el
andlisis de lodos frescos y digeridos y su andlisis fue realizado de acuerdo a la norma
mexicana del sector NMX-AA-034-1981. Debido a que es imposible medir con pipetas
muestras de lodos frescos y digeridos, es usual pesar las muestras en capsulas de
porcelana previamente preparadas a peso constante.

e Solidos totales

Andliticamente se define el contenido de sdélidos totales como la materia que se
obtiene como residuo después de someter el agua a un proceso de evaporacion.
No se define como sélido aquella materia que se pierde durante la evaporacion
debido a su alta presién de vapor. La definicién usual de sdlidos se refiere a la
materia que queda como residuo después de la evaporacion y el secado entre 103
y 105 °C. Lamados también residuo de la evaporacién, pueden clasificarse en
filtrables o no filtrables (sélidos en suspensidn), haciendo pasar un volumen conocido
de liquido por un filtro (Semarnat, 2001).

e Sdlido sedimentables

Se definen como aquellos que sedimentan en el fondo de un recipiente en forma
conica (cono Imhoff) en el transcurso de 60 min. Los lodos sedimentables,
expresados en unidades de volumen mi/L constituyen una medida aproximada de la
cantidad de lodo que se obtendrd en la decantacion primaria del agua residual.
También se definen como materiales que se depositan en el fondo de un recipiente
debido a la operacién de sedimentacion.

e Sdlidos suspendidos voldtiles

Son los sélidos constituidos por sélidos sedimentables, sélidos en suspension y sélidos
coloidales, capaces de volatilizarse por el efecto de la calcinacion a 823 K (550° C)
en un tiempo de 15 a 20 minutos.

A esta temperatura la fraccidén orgdnica se oxidard y desaparecerd en forma de
gas, guedando la fraccién inorganica en forma de cenizas. De ahi que se empleen
los términos “sélidos voldtiles” y " soélidos fijos" para hacer referencia,
respectivamente a los componentes orgdanicos e inorgdanicos ( o minerales) de los
solidos en suspensiéon. La temperatura de 550 °C + 50, la descomposicion de sales
inorgdnicas se limitan al caso de carbonato de magnesio, que se descompone en
oxido de magnesio y didxido de carbono al alcanzar la temperatura de 350 °C. De
las sales inorgdnicas, la mds frecuente y preponderante es el carbonato de calcio,
que se mantiene estable hasta una temperatura de 825 °C. El andlisis de sdlidos
volatiles se determina habitualmente para determinar la estabilidad biolégica de
lodos de aguas residuales. La determinacion de estos pardmetros se realizé de
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acuerdo con la Norma Mexicana NMX-AA-034-SCFI-2001 Andlisis de Agua -
Determinacién de soélidos. Analysis of Water - Determination for Residue.

indice volumétrico de Lodo (IVL)

Se define como el volumen en mL, ocupado por 1 g del licor mezclado del tanque
de aireacioén, después de 30 minutos de sedimentacion. Se toma 1L de muestra del
tanque de aireacién y se vierte en una probeta graduada, se deja sedimentar por 30
min. Posteriormente se mide el volumen (en mlL) ocupado por el material
sedimentado. Se expresa como mL/L.

Volumen sedimentado después de 30 min (mL/L) x 1000

IVL(ML/Q) = ccceccccmmccmenamccananmmcccaanccasenmiomcnnmnesenrseennansnseanenneanann ... (5)
Concentracién de soélidos totales del licor mezclado (mg/L)

Nitrégeno Total Kjeldahl

Los procesos de tratamiento bioldgico dependen de la reproduccién de los
microorganismos por eso es necesario saber si el lodo contiene suficiente nitrégeno
para los microorganismos, si no es asi, se debe corregir cualquier deficiencia
suministrandolo de fuentes externas. Para obtener esta informacion generalmente se
realizan determinaciones de nitrégeno organico y amoniacal.

Este par@metro fue determinado aplicando la norma NMX-AA-026-SCFI-2001

3.10 Bacterias degradadoras de hidrocarburos

La degradacion de las diferentes clases de hidrocarburos se lleva a cabo por
distinfos géneros de microorganismos del ecosistema. Existen gran variedad de
especies de bacterias, hongos, actinomicetos, levaduras y algas que muestran la
capacidad de degradar hidrocarburos. Los microorganismos degradadores son
ubicuos y particularmente en ambientes expuestos cronicamente a hidrocarburos.

Para evaluar los microorganismos encargados de tomar al hidrocarburo como
sustrato y convertidos en sustancias inocuas, se llevard a cabo la seleccién,
aislamiento, purificaciéon e identificaciéon de cepas bacterianas degradadoras de
hidrocarburos (hidrocarbonoclastas).
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Identificacion segin su morfologia y tipo de pared celular

La identificacién morfolégica se realiza mediante una prueba tintorial de un frotis de
la bacteria, la cual puede ser observada mediante microscopios épticos segin su
coloracién de las bacterias después de realizar la tincién. El frotis se realizé siguiendo
3 etapas como se muestra en la Figura 3.4:

1) extendido del material en un porta objetos transparente
2) Secado

3) Fijacion

| \

Fig. 3.4 Esquema de la realizacién del frotis bacteriano

Aunqgue existen muchas especies de bacterias diferentes, los organismos individuales
presentan una de las tres formas generales siguientes:

» Elipsoidal o esférica (cocos)
e Cilindrica o en forma de bastén (bacillus)
e Espiral o helicoidal

Para lograr la idenfificacion de bacterias fue necesario realizar una tincién de gram
para determinar que tipo y forma de bacteria es. La tincion de gram, la mas
empleada en bacteriologia, es una tincién diferencial. Por este método se clasifican
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las bacterias en dos grupos: gram positivos (Gram +, que en general poseen paredes
gruesas de peptido glucano) y las Gram negativas (Gram -), que contienen una fina
capa de peptidoglucano), en funcién de su reaccién frente a la coloracion

Los dos grupos bacterianos que distinguen a esta técnica difieren en el co.or con el
que finalmente aparecen. Las bacterias Gram (+) se tinen de azul por el cristal
violeta y no perderdn esta coloracion durante los pasos sucesivos. Las bacterias
Gram (-) perderdn la coloracién inicial del cristal violeta en los siguientes pasos y se
teniran de rosa debido a la safranina.

Aplicacién de técnicas alternativas de identificacion de bacterias

La identidad de una especie requiere que se conozca de manera detallada su
actividad bioquimica, porque otras caracteristicas no son suficientemente distintivas
o diferenciales. En general, el microorganismo se cultiva en medios que contienen
una sustancia nutritiva especifica o sustrato y después de la incubacioén el cultivo se
examina para ver los cambios quimicos que han ocurrido.

Las técnicas alternativas que se eligieron para la identificacién de bacterias son API
20E (Analitical Profile Index) y BBL (Banque Bruxelles Lambert) Cristal para bacterias
gram negativas y positivas respectivamente.

e Sistema API

El sistema de identificacion APl para bacterias Gram negativas, es una metodologia
rapida como estandarizada y miniaturizada de pruebas bioquimicas que se utilizan
para la identificaciéon de enterobacterias. Consiste de una tira de microtubos de
material pldstico, que contiene medios de cultivo deshidratados en los que se llevan
a cabo 20 reacciones bioguimicas y seis pruebas complementarias. Los medios se
rehidratan al inocular los microtubos con una suspension bacteriana. Se incuban de
18 a 24 horas para que los microorganismos utilicen los sustratos y produzcan los
metabolitos que permitan la identificacion por cambios de coloracion, que en
algunas pruebas se desarrollan mediante la adicion de reactivos. La identificacion se
obtiene a partir del perfil numérico, sumando los valores de las pruebas positivas.
Para cada grupo se obtienen 7 cifras que corresponden a un perfil numeérico el cual
se encuentra en una lista de perfiles de la base de datos “"Analytical Profile Index ".

¢ Sistema BBL Crystal

El sistema BBL Crystal para la identificaciéon de bacterias Gram positivas es un
método de Identificacion en miniatura que utiliza substratos convencionales,
flourogénicos y cromogénicos modificados. En general varios de los procedimientos
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del equipo BBL crystal son modificaciones de métodos cld icos, incluyendo pruebas
para la fermentacion, oxidacion, degradaciéon y la hidréisis de varios sustratos. El
sistema BBL Crystal contiene 29 substratos deshidratados y un control fluorescente, el
inéculo de la prueba rehidrata los substratos secos e inicia las reacciones de las
pruebas. Después de un periodo de incubacion de 18 a 24 horas, a una temperatura
de 35 a 37 ° C se examinan las reacciones para detemninar cambios de color o
presencia de fluorescencia que resultan de las actividades metabdlicas de los
microorganismos. Las series de reacciones biogquimicas y enzimdaticas de los 29
sustratos estan almacenados en una base de datos electronica.
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4.0 METODOLOGIA

La experimentacién consistié en la instalaciéon de 9 charolas con suelo contaminado
con hidrocarburos y la aplicacion de lodos provenientes de dos reactores
alimentados con lodos de una planta de tratamiento Earth Tech México S.A. de C.V.
que trata las aguas residuales de una refineria.

4.1 Ubicacién del punto de muestreo

El suelo contaminado empleado en el experimento proviene de una zona de la
Refineria Francisco |. Madero en Cd. Madero, Tamaulipas, en el Patio Norte de los
tanques de almacenamiento. Los lodos que se utilizaron y aclimataron, provienen de
la planta de tratamiento.

4.2 Caracterizacién fisicoquimica del suelo

Se definieron los siguientes pardmetros que fueron determinados de acuerdo con
normas aceptadas en el pais, como se muestra en la Tabla 4.1.
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Tc:blc: 4 1 Pclrcmetros analizados Eoro la caracterizacion del suelo
; N ‘Método de Andlisis _
pH AS-02 de la norma oficial mexicana NOM- 021-

RECNAT-2000

Fosforo disponible Bray | para suelos acidos a neutros AS-11, NOM-021-
RECNAT-2000

Nitrégeno total Kieldahl norma mexicana del sector NMX-AA-024-
1984

Hidrocarburos totales del petréleo (HTP) Extraccion por soxhlet, Proy-NOM-138-SEMARNAT-
2003

Contenido de Agua AS-02 de la norma oficial mexicana NOM-021-
RECNAT-2000

Densidad aparente Método de la probeta [Dominguez. 1997)

Densidad real Picnémetro AS-04, NOM-021-RECNAT-2000

Fraccién de carbono orgdnico Walkley & Black AS-07, NOM-021-RECNAT-2000

Determinacion de la concentracion de hidrocarburos

El andlisis cuantitativo de Hidrocarburos Totales del Petroleo se obtuvo mediante una
extraccion del hidrocarburo por Soxhlet como se muestra en la Figura 4.1, con
hexano como disolvente extractante durante 4 horas, y el residuo fue analizado
mediante un cromatdgrafo de gases, empleando el método EPA-8015 para fraccidn
Diesel.

i

Fig. 4.1 Extraccioén soxhlet de hidrocarburos
4.3 Aclimatacién de lodos y parametros determinados

Para el trabajo experimental, se trasladaron lodos de la planta de tratamiento que
trata las aguas residuales de la refineria Francisco |. Madero, al laboratorio del
Instituto de Ingenieria. Los lodos se almacenaron en un contenedor de 50 L, las
aguas residuales domésticas tienen un gran aporte de elementos como nitrégeno y
fosforo, pero muchos residuos industriales son deficientes en uno y algunas veces en
ambos elementos. Debido a estas limitaciones se empled el agua de dilucion, que es
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utilizada en los andlisis de DBO la cual compensa las deficiencias de los nutrimentos
nece;arios para la actividad microbiana. El pH del agua de dilucién puede variar
entre 6.5 y 8.5 sin afectar la actividad de las bacterias heterétrofas. Se amortigua la
solucion mediante un sistema de fosfato a un pH aproximado de 7. Las sales de
potcsio, sodio, calcio y magnesio se agregan para dar capacidad de amortiguacion
y condiciones osmoticas adecuadas, también sirven para proporcionar a los
microorganismos estos elementos que son necesarios para su crecimiento y
metabolismo. El cloruro férmico, sulfato de magnesio y el cloruro de amonio aportan
los requerimientos de azufre, hierro y nitrogeno. El sistema de amortiguamiento de
fosfato suministra el fésforo que se pueda necesitar.

El agua de dilucién se aireo para saturarla con oxigeno antes de su aplicacién y una
soluciéon de sacarosa con una concentracién de 1 g/L como co-sustrato a fin de
mantener vivos a los microorganismos.

Una semana después se colocaron dos reactores intermitentes (batch) como se
puede observar en la Figura 4.2, con una capacidad de 10L, fabricados en material
acriico de 0.25x0.15x0.30 m de dimensiones, alimentados con los lodos del
contenedor, en una dosis de 1 L cada 24 horas, en cada uno. En ambos reactores se
instalé una entrada de aire continua controlada. Asi mismo, se instalaron dos
sedimentadores de 3 L de capacidad, uno para cada reactor, de los cuales se
tomaron los lodos sedimentados para la experimentacion en las charolas.
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Diagrama de flujo del sistema

Sustrate:

1 UDiade
agua

de dilucibn

1 LDia de
solucién
sacarosa de 1

u

Reactord Charolas con aplicacin de lodos

Sustrato: 1L/3das iL/tdias
hidrocarbure 50 Lencadacharola 25 L en cada charola
10500 mg En § meses en § meses
Purga
OB4gHC/L
Infuente
| Lodo
—
1 UDia =™ § sedimentado
] —
ReactorB
Purga

Total de kodos por Total de lodos por
las 3 charolas 150L las 3 charolas 750
de lodos de lodos

Figura 4.2 Esquema del sistema

Figura 4.3 Reactores de lodos activados
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A los reactores (Figura 4.3 )se les aplicé ademdas 200 g del mismo suelo contaminado
al inicio de la aclimatacién con el fin de adaptar los lodos con el residuo de
hidrocarburo, se mantuvieron con un tiempo de retencién celular de 72 horas.

También se aplicé agua de dilucion diariamente y una solucion de sacarosa 12
mg/L cada 72 horas, el cual es faciimente biodegradable.

Los pardmetros que se determinaron durante la aclimataciéon en los reactores fueron
los siguientes:

Toblc: 4.2 ParGmetros determinados en la aclimatacion de lodos

ncia de’ ana!‘ns i Metodo de qnali_sis
Diario NMX-AA-008-SCFI-2000
Temperatura Diario NMX-AA-007-SCFI-2000
Oxigeno disuelto Diario Electrodo de membrana |
YSI)
Solidos totales, totales Diario NMX-AA-034-SCFI-2001
volatiles
indice volumétrico de lodos Diario Método 230 C del Standard
methods for the
examination of water and
wastewater, 1989

4.4 Instalacion de charolas experimentales

Primera etapa

La primera etapa de la instalacién de charolas experimentales, tuvo como finalidad
probar si los lodos producidos en los reactores a partir de la alimentacion con lodos
de la planta de tratamiento eran capaces de degradar a los hidrocarburos del suelo
contaminado. Esta prueba se realizé en tres charolas como se puede observar en la
Figura 4.4, con 5 kg de suelo cada una, con una aplicacion de 1L de lodos cada 72
horas, durante 18 dias.
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Las 3 charolas se instalaron previamente a la de las 9 charolas experimentales,
siguiendo el esquema anterior de la Tabla 4.3, se nombraron las charolas como Chl,
Ch2y Ch3 donde:

Chl es la charola del suelo testigo,
Ch2 y Ch3 son las charolas a las que se les aplicé 1 L de lodo cada 72 horas,

Los lodos aplicados a las charolas fueron extraidos del los sedimentadores de los
reactores. Las charolas fueron aeradas manualmente con palas jardineras, para
mantener oxigenados los lodos.

Los resultados que se obtuvieron en esta prueba, muestran una eficiencia de
degradacién alta, por lo que se decidié emplear la misma dosis € una segunda
etapa de experimentacion la cual consta de 9 charolas experimentales con 2
diferentes aplicaciones de lodos.

Segunda etapa

Para la instalacion de la segunda etapa de experimentaciéon de charolas, se
pesaron 5 kg de suelo y se identificaron como C1 al C9, como se muestra en la Tabla
4.4y se observa en la Figura 4.5
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Tabla 4.4 Esquema de segunda etapa de instalaciéon de :harolas

.y

Aplicacmnde lbﬂds B
" . il
. 1/edias
suelo
¢ Cc2 c3
contaminado
Contaminado +
; C4 c5 C6
Nutrimentos
Contaminado +
. Cc7 c8 c9
Tensoactivo

Instituto de Ingenieria

Las charolas experimentales se alimentaron con tres dosis de lodos de la siguiente
forma:

Dosis 1: Suelo sin adicién de lodo

Dosis 2: Suelo al que se aplicé 1 L de lodo cada 3 dias

Dosis 3: Suelo al que se aplicd 1 L de lodo cada 6 dias
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Y se les aplico los siguientes tratamientos :

Suelo testigo (C1)

Suelo contaminado con lodos (C2, CJ3)

Suelo contaminado con nutrimentos (C4, C5, Cé)
Suelo contaminado con tensoactivo (C7, C8, C9)

La dosis 3 se eligié considerando la mitad del volumen de la dosis 2 con el objeto de
observar si esta proporcionaba la misma eficacia al tratamiento, y asi aplicar un
volumen menor de lodos.

4.5 Aplicacion de nutrimentos

Con base a la relacién de C/N/P en la relacién correspondiente 100:10:1 y con los
resultados del andlisis de las cantidades presentes de estos nutrimentos en el suelo
que se tratd, se calcularon los requerimientos de ellos, el 80% de hidrocarburo como
base de carbono y el nitrégeno y fésforo fueron proporcionados mediante la
aplicacion de Sulfato de Amonio y Triple 17 asi nombrado por la proporcion del 17%
de los compuestos de N total, P2Os (superfosfato) y potasio en (K20), aplicando 10.3
g de Triple 17 en las charolas C4, C5y Céy 72 g de Sulfato de amonio.

4.6 Aplicacion de tensoactivo

El tensoactivo se selecciond de acuerdo con los resultados del estudio de Torres, et
al., en el cual se obtuvo una eficiencia de remocién de hidrocarburos del 80 % en el
suelo. Fué evaluado segun sus propiedades de balance hidrofilico-ipofilico (BHL) vy
su concentracion micelar critica (CMC). Dicho tensoactivo es un nonil fenol
etoxilado con nombre comercial de emulgin-wé00 con un BHL de 11 y una CMC de
30.03 mM. Para la aplicacion de tensoactivo se prepard una solucién de 1L al 0.4% y
se aplicé a las charolas al inicio de la experimentacién en charolas C7, C8 y C9.

Todas las charolas experimentales fueron aeradas manuadmente mediante palas
jardineras.

4.7 Bacterias degradadoras de hidrocarburos
4.7.1 Cuenta heteréirofa de bacterias
La cuenta de bacterias se realizé de la siguiente manera:

Se prepara agua de dilucién con 1 gr de peptona de caseina en 1L de agua estéril,
para realizar una serie de 10 diluciones por cada muestra, se toma 1 g de muestra
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de suelo y se inocula en un 1Ubo de ensaye que contiene 9 mL de agua de dilucion.
De esta primer dilucién (10) se tomd 1 mL con una pipeta estéril y se transfirié a otro
tubo con 9 ml de agua de dilucién (10-2), se continto haciendo diluciones decimales
hasta una concentracion dz 10°. De cada serie de diluciones se inoculd 0.1 mL de
cada dilucién (107 = 10%) en cajas petri con medio "cuenta en placa” mediante la
técnica de diseminacién en placa, la cual consiste en dispersar uniformemente el
indculo sobre el medio sélido con una varilla de vidrio estéril en forma de "L".
Posteriormente se incubaron en forma invertida a 27 °C por 48 horas. Transcurrido el
tiempo, se realizd el conteo en placa, determinando asi las unidades formadoras de
colonias por gramo (UFC/g) de bacterias, segun la ecuacién siguiente (SSSA, 1994):

No.Colonias
UFCHE s, B e e )
Dilucion * Volumen de muestra afiadido

4.7.2 Seleccién y aislamiento de bacterias degradadoras de hidrocarburos

El aislamiento de microorganismos hidrocarbonoclastas se efectud a partir de las
colonias obtenidas por dilucion en placa. Para ello se seleccionaron las colonias mas
representativas, es decir, las que se formaron en mayor niUmero sobre las placas.

Se tomaron cada una de las colonias seleccionadas y se identificaron segin sus
caracteristicas tales como, forma, tamano, color, margen, elevacion, superficie y
consistencia. Estas fueron sembradas en repetidas ocasiones para lograr su
purificacion.

Una vez que se obtuvieron cultivos puros, se procedié a su caracterizacion mediante
una tincién de Gram, la cual nos permitid clasificar las bacterias en Gram positivas y
Gram negativas. La identificacion se realizé mediante las técnicas alternativas de
identificacion BBL cristal para bacterias Gram positivas y APl 20E para bacterias
Gram negativas, como se puede apreciar en las Figuras 4.6 y 4.7.
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Fig. 4.7 Sistema APl para identificacion de bacterias Gram negativas

B L o N AT A o T ot e e e 1 B8 e 0 T NS ) o T Tl G 1 O T LT NN SR S i U S P

USO DE LODCS DE UNA PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES EN LA REHABILITACION
DE SUELOS CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS
43



5.0 RESULTADOS Y DISCUSION

5.0 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Propiedades fisicoquimicas del suelo

En la Tabla 5.1 se aprecian los resultados de los pardmetros medidos del suelo cuya
caracterizaciéon tuvo como finalidad conocer los requerimientos del mismo, y asi
obtener las condiciones adecuadas para su fratamiento. El pH adecuado para €l
trabajo eficiente de los microorganismos es cercano al neutro por lo que no hubo
necesidad de ajustaro. En la determinacion de nutrimentos no se detectd presencia
de nifrégeno, lo cual se relaciona con el porcentaje de materia orgdnica que fue
de 1.13 el cual es un porcentaje baqjo, y es indicativo de que el suelo se encuentra
infemperizado. No obstante sucede lo mismo con el fésforo disponible, en el que se
obtiene un valor de 88 mg/kg y es considerado alto para suelos fértiles (Reyes, 1996).

El contenido de agua para un tratamiento bioldgico sirve como medio de transporte
a través del cual los compuestos organicos y nutrimentos son movilizados, en este
caso el valor es 8.7% el cual es adecuado ya que segun Barry (1992), menciona que
el contenido de agua 6ptimo para la biorremediacion debe encontrarse entre un 10
y un 20 por ciento.
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%

Tabla 5.1 Propiedades del suelo

Parametro Valor
D 7l
PDensidad Red 2,30g/cm3
BlsigileleloWNolo(Slgic 0.7021g/cm3
OSIOro Lisponipie 88 mg/Kg
0geno Tofo 207 mg/kg
arbono
i s inn 0.6569
7o Matenao
R e 13
g, e 8.7%
ACQUO
P 1o sakell=1N=1 12, 000 mg/kg
e 1200

5.2 Determinacidn de la concentracion de hidrocarburos

La concenfracion inicial de hidrocarburos fraccion diesel que se obtuvo fue de
14,000 mg/kg. La norma NOM-EM-138-ECOL-2002 establece como limite permisible
2,000 mg/kg, para un suelo industrial, por lo cual se puede apreciar el grado de
contaminacion del sitio de estudio.

5.3 Aclimatacion de lodos

Para mantener los lodos en actividad, se realizé su caracterizaciéon, empleando para
ello las pruebas que se muestran en la Tabla 5.2, en la cual los resultados representan
los valores minimos y maximos de 150 datos de haber realizado diariamente los

andlisis.
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12000-12900 | 808-75
11700-12000 | 83.7-81.6

9 000-11200
11, 700- 12,000 84.6-82.5

. "1 .90E+06
4500-5400 . 3.00E+08

4700-5780 . 4.00E+07
6000 | 1.02E+09

Donde:

S8V = Sélidos suspendidos volatiles mg/L
OD = Oxigeno disuelto mg/ L
UFC/ g= Unidades formadoras de colonias por gramo

Tabla 5.3 Contenido de fosforo, nitrdgeno y UFC's en lodos
Valor
6 mg/L
90 mg/L
?.0 E10¢

600 mg/kg

Asi mismo el pH se mantuvo cercano a la neutralidad por ser una condicién para el
crecimiento microbiano. Las bacterias generaimente pueden desarollarse en un
intervalo 6ptimo de temperatura. En este caso, se mantuvieron a una temperatura
ambiente que oscilé entre los 16 y los 29 °C. Es importante senalar que a
temperaturas inferiores y cuando se trata de la presencia de hidrocarburos, estos,
tienden a ser menos solubles y por lo tanto su biodisponibilidad se reduce.

La produccién de biomasa fue constante, de tal forma que al ser aplicados en las
charolas experimentales, se presentaran valores similares con el objeto de no tener
una variable mas para la degradacion en cada experimento. Los lodos formados en
los reactores bioldgicos contribuyeron en el valor de sdlidos y en el indice

=== e
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m

volumeétrico de lodos. Estos factores como ya se ha mencionado, son importantes, ya
que representan una medida de la estabilidad de microorganismos presentes en los
reactores, como se aprecia en la Tabla 5.2.

En cuanto alos valores de oxigeno disuelto, estos fueron adecuados, ya que durante
la operacién de los reactores, se suministré aire en forma continua, de tal manera
que el oxigeno disuelto fuera suficiente para que se llevara a cabo el proceso
aerobio por las bacterias en un valor de 5.5 mg / L.

El andlisis de conteo en placa de bacterias heterdtrofas en los lodos, se realizdé antes
de la aplicacién en el suelo contaminado a tfratar, y se obtuvieron valores favorables
para la biodegradacion del hidrocarburo de 9.0 E¢ UFC/ml.

5.4 Primera etapa de experimentacion

En la Tabla 5.4 se pueden apreciar los resultados, que indican la existencia de una
remocion de hidrocarburos considerable.

La primer etapa de experimentacion, fue de utilidad para la aplicacién de lodos en
las siguientes 9 charolas, en las cuales se consideraron dos dosificaciones de lodos y
condiciones estimulantes a la degradacion del contaminante.

Donde:

Chl= Charola 1 ; Ch2= Charola 2; Ch3= Charola 3
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Fig. 5.1 Degradacién de hidrocarburos en la primera etapa de tratamiento

Los resultados de esta prueba muestran una eficiencia de degradacién del 42 al 72
por ciento al aplicar los lodos con una dosis de 1L cada 3 dias, debido a este
resulfado se tomd la decision de instalar la segunda etapa de experimentacién
aplicando la misma dosis probada en la experimentacion anterior.

5.5 Segunda etapa de experimentacion

En la Tabla 5.3 se presentan los datos de los nutrimentos que se obtuvieron del andlisis
de los lodos para la determinacion de nitrégeno y fésforo, con la finalidad de
proporcionar los nutrimentos faltantes en las charolas experimentales ya que los
valores obtenidos fueron 6 mg/L de P y 90 mg/L de N los cuales no fueron suficientes
para la aplicacién en las charolas segun la relacion (100:10:1)de carbono, nitrégeno
y fosforo, se realizé el cdlculo para agregar dicho faltante de nutrimentos con la
aplicacion de Sulfato de Amonio y Triple 17, los cuales contienen el 23% de Ny 17%

de Fésforo respectivamente.
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Calculo para la aplicacién de nufrimentos

Carbono total = 45,000 mg/kg (0.8) = 36,000 mg/kg

Relacién  C:N:P =100:10:1

N necesario =(36,000mg/kg)x (10/100) = (3600 - 300 ) mg/kg =3300 mg/kg
P necesario = (36,000mg/kg) x (1/100) = (360 - 6 )mg/kg= 354 mg/kg
Contenido de suelo =5kg

Fuente de fosforo = Triple 17 (17% P)

Fuente de nitrégeno = Sulfato de Amonio (23% N)

Fésforo requerido =354 mg/kg x 5 kg suelo = 1770 mg * (100/17)=10,411 mg

Nitrégeno requerido = 3300 mg/kg x 5 kg suelo = 16500mg * (100/23) = 71,739 mg

La aplicaciéon de estos nutrimentos se efectud en las charolas C4, C5y Cé.

El proceso de degradacién tuvo una duracién de 5 meses, obteniendo los resultados
que se aprecian en la Tabla 5.5 y donde se muestran una considerable reduccion
del contaminante en sus distintos tratamientos y dosis de lodos aplicados.

Tabla 5.5. Concentracion de hidrocarburos de la segunda etapa de
experimentacion

(mg/kg)

9050 4167 4866
7246 5214 5782
3755 3971 4571

Con el objeto de observar la existencia de una mayor degradacién con el tiempo, el
experimento de la segunda etapa fue considerablemente mdas grande que en la
experimentacion de la primera y comparando los resultados, en ambas se llegan a
concentraciones similares por lo que se puede expresar que la prolongaciéon del
tratamiento no tiene efecto significativo.
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Fig. -5.2 Degrc:dc:aon de hidrocarburos despues del trafcmlento de lc: segundc: etapa
Los porcentajes de degradacién obtenidos con respecto a la concentracién inicial
son los mostrados en la Tabla 5.6, el orden en que aparecen en la tabla son las
charolas del mejor al menor resultado que se obtiene al tratamiento aplicado.

Tabla 5 6 Porcemcl e de de radaaon en Ic:s chc:rolcs de ic: segunda eTo c:

Caraciensﬁcas
c7 73 Dosis l(sin lodog}+ tensooctivo
Ca 72 Dosis 2 lodos+tensoactivo
C2 70 Dosis 2 lodos
C9 67 Dosis 3 lodos+tensoactivo
C3 65 Dosis 3 lodos
(B 63 Dosis 2 lodos+nutrimentos
Cé 50 Dosis 3 lodos+nutrimentos
C4 48 Dosis 1 (sin lodos)+nutrimentos
Cl 35 Dosis 1sin lodos (testigo)

Donde:

Dosis 1 = sin aplicaciéon de lodos y no se le aplica ningun tratamiento (testigo)
Dosis 2 = aplicacion de lodos 1L /3 dias

Dosis 3 = aplicacién de lodos 1L / 6 dias
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orcentaje de degradacion

Fig. 5.3 Porcentaje de degradacidon de hidrocarburos en las charolas

Los resultados de la Figura 5.3 indican que en la charola testigo C1 a la cual no se le
aplicaron lodos y Unicamente permanecié con aireacion, tuvo la menor eficiencia
de remocién (35 %) como era de esperarse. Asimismo se observa que cuando no se
aplicaron lodos y solamente se aplicé tensoactivo (C7), se obtuvo la mayor
remocién de hidrocarburos (73 %), es decir, que la biodegradaciéon es llevada a
cabo con los microorganismos nativos del suelo contaminado. En las charolas en las
que se les aplicd lodos y tensoactivo (C8 y C9) también tienen una mejor remocion
de hidrocarburos del 67 y 72% siendo este el mejor tratamiento, aqui el tensoactivo
estd ayudando a biodisponer el contaminante a los microorganismos para efectuar
la degradacion.

Respecto a la aplicacién de lodos en las diferentes dosis aplicadas, la remocion fue
ligeramente mayor cuando la concentracién es la de la dosis 2 (1L/ 3 dias) que para
la dosis 3 (1L / 6 dias); es decir, la frecuencia de aplicacién de lodos cada 3 dias
presenta mejores resultados mas sin embargo no son significativas.

Un tensoactivo, puede ser utilizado en forma preliminar o simultdnea a los procesos
de remediacién y es recomendable para la desorcion de hidrocarburos en altos
niveles de concentracion. Dependiendo de la formulacion quimica particular, los
tensoactivos pueden provocar una movilizacion fisica de los contaminantes, por un
mecanismo de solubilizacién, por esta razon, al aplicar el tensoactivo a las charolas
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C7, C8y C9 2l comportamiento fisicoquimico del suelo se ve afectado mejorando la
biodisponibil dad del contaminante al haber sido solubilizado.

El objetivo de este trabgjo fue el probar si la aplicacién de lodos disminuian la
concentracion de hidrocarburos, lo cual se logrd, sin embargo; considerando los
resultados ae la experimentacion de la primer etapa en donde se muestra que en 18
dias de aplicacion la disminucién del contaminante habia logrado mas del 50 % se
puede decir que la aplicacién de lodos como una alternativa de biorremediacion
resulta efectiva.

Efecto de los lodos aplicados en las charolas
10000

9000

8000 |-

7000

6000

5000

(mg/kg)

4000

3000 e e

Concentracién de hidrocarburos

2000 i i

1000 SC Suelo contaminado  SC+N  Suelo contaminado + nutrimentos '
SC +T Suelbo contarmado + tensoactivo

Dosis 1 Dosis 2 Dosis 3
Aplicacién de lodos en charolas

Fig.5.4 Efecto de los tratamientos con la aplicacién de lodos

La comparacién de los bloques de la Tabla 5.5, es decir las filas con las columnas del
sistema de experimentacion realizado, es muy importante ya que de esta forma
podemos establecer la efectividad de los tratamientos, asi como de Ia aplicacion
de los lodos. Dado que los resultados de la concentracién de hidrocarburos son del
mismo orden de magnitud la comparacién siguiente se basa en las Figuras 5.4 y 5.5.

En la Figura 5.4 se muestra el resultado del efecto de la aplicacion de lodos en las
fres dosis, como se puede apreciar, en las charolas Cl1, C4 y C7 representa la
aplicacién de dosis 1 la cual sirvidé para mantener las charolas como testigos de la

USO DE LODOS DE UNA PLANTA DE TR ATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES EN LA REHABILITACION
DE SUELOS CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS
52



5.0 RESULTADOS Y DISCUSION

aplicaciéon de lodos, mostrando de esta forma la eficacia de los lodos aplicados, de
esta manerq, el bloque que mejor resultado tuvo respecto ala menor concentraciéon
de hidrocarburos fue la dosis 2 con aplican de 1L / 3 dias en las charolas C2, C5y C8
con una concentracion de 4167, 5214, 3971mg de hidrocarburo / kg de suelo.

En la Figura 5.5 se puede apreciar la comparacion de los tratamientos, las charolas
Cl1, C2 y C3 representan los testigos (blancos) de la aplicacion de nutrimentos y
tensoactivo.

El mejor bloque en esta comparacion es el tratamiento en el que se aplicd
tensoactivo en las charolas C7, C8 y C9 las que representan la menor
concentracién de hidrocarburos por kilogramo de suelo (3755, 3971, 4571 mg/kg )
como se puede ver en la Figura 5.5.

Efecto de los tratamientos en las charolas
10000 = sty
9000 N L . —@—Dosis 2
8 8000 .
§ 7000 \ ,
: | |
© __ 6000 'c3 - — =
£ O |
. C8
% % 5000 § ._,.__L /-'-‘-‘Gfl_ —— T _._l
c £ i .
2 4000 +‘7/ \‘ea |
© i
€ 3000 —— -1 AN
: |
o 2000 - !
. - T
1000 {sc ‘Suelo contarmado SC+N Suelo contaminado + nutrimentos
b SC+T Sueb contan'r:ado +tensoactivo
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Fig. 5.5 Efecto de la aplicacién de lodos y tratamientos del suelo
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5.6 Balance de materia de hidrocarburos en el sistema

Tabla 5.7 Balance de materia de hidrocarburos en el sistema.

Concentracién de hidrocarburos en los lodos del contenedor 600mg H.C /L

Concentracién de hidrocarburos en el suelo fratado 14,000 mg / kg

Volumen total de lodos empleado en ia aplicacion de charolas 2251

Kilogramos de suelo en cada charola experimental S Kg
Concentracién de hidrocarburos en los reactores

3 aplicaciones de 250 g de suelo con 750 g suelo

hidrocarburos

0.750 k g suelo * 14 000 mg / kg

hidrocarburos aportados por lodos del contendor
600 mg H.C/L*225L lodos

10 500 mg de H.C

135000 mg de H.C

Total de hidrocarburos en los reactores

145 000 mg de H.C

Concentracion de hidrocarburos total 145 g de H.C / 225 L lodos

0.6444gde H.C /L

Volumen total aplicados en las charolas experimentales
C2,C5yC8

Dosis 2 (1 L / 3 dias ) * 150 dias de experimentacion S0L
Concentracién de hidrocarburos 0.64g H.C x 50 L 32g deHC
Gramos de hidrocarburos en ias charolas 14 g H.C /suelo x S kg 70gde H.C
Total de hidrocarburcs por cada charola en la entrada 102gde H.C
Volumen total aplicados en las charolas experimentales
C3, CéyC?
Dosis 3 (1 L/ 6 dias ) * 150 dias de experimentacion 251
Concentracién de hidrocarburos 0.64g H.C x25L 16 gde H.C
Gramos de hidrocarburos en las charolas 14 g H.C /suelo x 5 kg 70gde H.C
Total de hidrocarburos por cada charola en la entrada 86 gde H.C

Concentracién de hidrocarburos al final Hidrocarburo removido por los
del proceso tratamientos
kg de mg g H.C gH.C gH.C % H.C

Dosis 2| mg/kg suelo H.C final inicial removido | removido
2 4167 5 = 20835| 20.835 102 81.165 7987
CS 5214 5 = 26070 26.07 102 75.93 74.44
C8 3971 S = 19855 19.855 102 82.145 80.53
Dosis 3

C3 4866 5 - 24330 24.33 86 61.67 71.70
Cé 5782 5 = 28910 28.91 86 57.09 66.38
Cc9 4571 9 = 22855 22.855 86 63.145 73.42
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El resumen de la tabla anterior mostrado, se trata de un balance de materia de los
hidrocarburos aplicados en las charolas experimentales, del cual se obtiene la masa
de hidrocarburos removidos en el sistema aun con la aportacién de los lodos
provenientes de la planta de fratamientos, fambién muestra los porcentajes de
remocioén para las charolas a las que se les aplicd lodos como tratamiento, de este
resultado se confirma nuevamente la eficacia del tratamiento de la dosis 2 de lodos
aplicada como es el caso de las charolas C2, C5 y C8 que tuvieron un porcentaje
de remocién del 79.5, 74.4 y 80.53 respectivamente.

5.7 Cuenta en placa de bacterias

Se reaqlizé cuenta heterétrofa en el suelo de las 9 charolas, se realizaron 4 muestreos
durante el tratamiento, la primera fue al iniciar el tratamiento, el segundo muestreo
se efectUo a la primer aplicacion de lodos, el siguiente a la mitad del proceso vy el
cuarto al final del mismo.

Los resultados se pueden apreciar en las tablas siguientes:

6.00E+05 8.00E+05 2.00E+05
9.30E+04 7 .00E+06 4.00E+05
9. 00E+06 2. 60E+06 6 70E+06
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placa de bacterias en charolas muestreo <

Tabla 5.10 Cuenta en

5.00E+09 1 24E+09 7. 00E+08
1. 00E+07 6.00E+06 3.00E406
5 00E+07 5.00E+06 3.00E+07

3.97E+06 " 8.026+07 8.1 305
1 98E+03 2.19E+06 2.52E+05
2.09E+03 7 24E+06 6.56E+04

Los resultados de las Tablas 5.8 a la 5.11 presentan el crecimiento bacteriano en
cada muestreo durante el tratamiento del suelo contaminado, los cuales nos servirdn
como herramienta de andlisis mostrandolos graficamente.

Se realizd un gréfico por tratamiento y por aplicacién de dosis de lodos, en la Figuras
5.6, 5.7 y 5.8 se observa el grafico de los diferentes tratamientos aplicados en el
suelo, y en las Figuras 5.9, 5.10 y 5.11 son las diferentes aplicaciones de lodos.
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Flg 5.6 Creqmsemo de la poblacién microbiana Fig. 5.7 Crecimiento de la poblacién microbiana
Con el fratamiento de aplicacién de lodos Con el fratamiento de aplicacién de nutimentos
y lodos
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Fig. 5.8 Crecimiento de la poblacién microbiana Fig. 5.9 Crecimiento de la poblacién microbiana

con el fratamiento de aplicacién de lodos y con aplicacién de Dosis 1 (sin aplicacién de
tensoactivo lodos)
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Fig. 5.10 Crecimiento de la poblacion Fig. 5.11 Crecimiento de la poblacién microbiana
microbiana con el fratamiento de aplicacion de con el fratamiento de aplicacién de Dosis 3 de
Dosis 2 de lodos (1L / 3 dias). lodos (1L / 6 dias).

Como se puede apreciar en los graficos, en todos los tratamientos presentan un
crecimiento bacteriano notable e incluso en las charolas en que no se les aplicd
lodos, como era de esperarse en los muestreos 2 y 3 en los cuales la mayor cantidad
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de microorganismos se presentan debido ala adaptacién del sustrato en el suelo, en
el Ultimo muestreo las posibilidades de crecimiento fueron menores y esto se debe a
que se dej6é de aplicar las dosis de lodos al igual que fue perdiéndose humedad en
las charolas.

En la Figuras 5.6 y 5.8 que corresponden a los tratamientos de aplicacion de
tensoactivo y suelo contaminado con aplicacién de lodos, son los datos graficados
que muestran mejor crecimiento de microorganismos el cual justifica la mayor
remocion de hidrocarburos con la aplicacién de tensoactivo como se mostrd en la
Figura 5.5 y el caso contrario en que se tuvo menor crecimiento bacteriano que en el
tratamiento en el que se le aplicé nutrimentos (charolas C4, C5y C7).

5.8 Identificacion de las bacterias degradadoras de hidrocarburos

Después de someter el suelo contaminado con hidrocarburos al tratamiento con la
aplicaciéon de lodos, se tomaron muestras de cada charola y se realizd una cuenta
viable como se muestra en la Tabla 5.11, en donde se seleccionaron colonias para
su identificaciobn morfolégica (Tabla 5.12) de las bacterias seleccionadas
previamente. En este caso, se numeraron las bacterias distintas entre ellas, es deciry
como se aprecian en la Figura 5.12 fueron seleccionadas por su forma, consistencia,
color, tamano, etc. de estas se seleccionaron 14 colonias.

Los resultados muestran la actividad existente en el suelo, y por lo que se puede
observar se tuvo la suficiente cantidad de microorganismos para que se llevara a
cabo la biodegradaciéon, ya que la cantidad de bacterias requeridas para una
buena degradacidon de compuestos organicos presentes en el suelo debe ser mayor
de 104UFC/g (SSSA, 1994).
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 5.12 Cepas puras del tratamiento del suelo contaminado.

Después de la identificacién morfolégica, se realizd una tincion de Gram para
conocer si la colonia era Gram positiva o negativa y después de conocerlo su
morfologia microscépica, se aplicaron las técnicas alternativas de identificacion. Los

resultados se aprecian en la Tabla 5.13 y 5.14.
Tobla 5 13 Idenhfrcooon de bacterias derodcdoros de hldroorburos

] Negcn‘ivo No identificada Cocos
2 Negativa No identificada Bacilos
3 Positiva Bacillus subtilis Bacilos
4 Negativa No identificada Cocos
S Positiva Bacillus cereus Bacilos
6 Positiva Bacillus cereus Bacilos
7 Negativa Sphmon paucimobilis Cocos
8 Positiva Bacillus subtilis Bacilos
9 Negativa Pseudomona Spp Bacilos
10 Positiva Aerococcus viridianis Cocos
11 Negativa Pseudomona Spp Bacilos
12 Negativa No identificada Cocobacilos
13 Negativa Pseudomona Spp Bacilos
14 Positiva Aerococcus viridianis Cocos

De las 14 colonias seleccionadas se identificaron é colonias debido a que algunas
colonias fueron las mismas y ofras mas no se identificaron por estos meétodos

alternativos de identificacion.
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION

Asi como en el suelo tratado, se realizé una identificacidn del suelo inicial, es decir
antes del tratamiento como se muestra en la Tabla 5.14 y comparando con las del
suelo tratado, las bacterias son iguales, por lo cual podemos decir que las bacterias
autdctonas del suelo son bioestimuladas mediante la aplicacion de los diferentes
tratamientos en el suelo.

Tabla 5.14 Bacterias hidrocarbonoclastas

Chryseomona luteola
Sphingomona paucimobilis
Bacillus subtilis
Bacillus cereus

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Sphingomona paucimobilis
Pseudomona Spp
Aerococcus viridianis
Bacillus sp

Los microorganismos que degradan el petréleo tienen una importancia considerable
en la depuraciéon de las aguas residuales de la industria petrolera que los contienen.
En este trabgjo ha dado resultado la adicidon de lodos por ser portadora
generalmente de una rica poblacién de bacterias y hongos que descomponen los
hidrocarburos.

Algunos microorganismos se encuentran especializados en determinadas fracciones,
otros viven de los productos intermedios.

En la Tabla 3.1 del capitulo 3, se muestran las bacterias que se han identificado
como degradadoras de hidrocarburos y el genero Bacillus se ha empleado para
degradar bifenilos policlorados, del genero Pseudomonas se ha usado para
degradar petréleo crudo, tolueno, y fenol, las bacterias encontradas son del genero
Bacillus sp. y Pseudomonas sp. Dado que estas bacterias las encontramos en
ambientes como suelo, agua y aire, es probable que éstas estén presentes tanto en
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION

los lodos aplicados come que sean autéctonas del sitio de donde proviene el suelo
contaminado, ya que en la Tabla 5.14 presenta algunas de las bacterias
enconfradas en el suelo antes del tratamiento las cuales coinciden con las
identificadas después del fratamiento.
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6.0 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

M Los resultados obtenidos muestran que existe una degradacion de los
hidrocarburos presentes en el suelo con la aplicaciéon de lodos bioldgicos
producidos en los reactores, los cuales asimilan el contaminante como
sustrato.

M De los tratamientos probados, el de aplicaciéon de lodos con adicidon de
tensoactivo es el que da mayor eficiencia de degradacién de hidrocarburos,
en las charolas C7, C8 y C9 con porcentajes de degradacion del 73, 72y 67 %
respectivamente.

M De las dosis aplicadas de lodos; dosis 1 (sin aplicacion de lodos), dosis 2 (1L / 3
dias) y dosis 3 (1L/é dias), las charolas que tuvieron mejor degradacion de
hidrocarburos fueron con la aplicacion de la dosis 2 de lodos con porcentajes
de degradacién del 70, 63 y 72 por ciento en las charolas C2, C5 y C8
respectivamente.

M No existe una diferencia considerable en los resultados con la aplicacion de
las diferentes dosis de lodos; por lo que se considera la mejor opcién la dosis 2
ya que implica la mitad de volumen de lodos que la dosis 1.

L
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Para la poblacién bacteriana durante el proceso de b odegradaciéon en las
charolas experimentales se logré la fase estacionaria del crecimiento
bacteriano en una poblacién superior en un intervalo de 107a 109 UFC/g alas
requeridas de 10 ¢4 UFC / g, lo que permitio lograr la aclimataciéon de lodos a
los contaminantes presentes en el suelo y biodegradarios.

M La mejor eficiencia de degradacion de hidrocarburos entre las charolas
experimentales de la segunda etapa fue la charola C7 con un porcentaje de
degradaciéon del 73 %, la cual tuvo aplicacién tensoactivo Unicamente, es
decir el trabajo de degradacion se realizé con las bacterias nativas del suelo
contaminado aplicando a este la humedad necesaria para que se llevara a
cabo ademads del proceso de solubilizacion aportado por el tensoactivo.

M Las bacterias identificadas son comiUnmente encontradas en el ambiente
tanto en suelo como agua por lo que tanto la aportacion de bacterias nativas
como las aplicadas con los lodos lograron mantenerse en un ambiente téxico
por el contaminante presente en el suelo las cuales se han llamado
hidrocarbonoclastas.

M En este trabajo se considera que la principal innovacion consiste en la
aplicacién de los lodos provenientes de una planta de fratamiento de aguas
residuales industriales para un efecto positivo en la descontaminaciéon de suelo
contaminado por desechos industriales principalmente de la industria
petrogquimica, como es el caso del diesel.
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4.2 Recomendaciones

M Por la experiencia en la realizaciér del trabajo experimental se propone
esterilizar el suelo antes del tratamiznto con la aplicacidn de lodos para
establecer una comparacion entre la aportaciéon de los microorganismos
nativos y los aportados por los lodos activados.

M Para poder establecer una diferencia significativa entre los tratamientos es
importante considerar factores que se puedan controlar en el suelo fratado
como la humedad ya que durante el proceso se pierde humedad por el
ambiente y este puede ser un factor muy importante para el crecimiento
bacteriano.

M Es importante mencionar que debido a la heterogeneidad del suelo y los
contaminantes es recomendable readlizar un tamizado del suelo para separar
los agregados de hidrocarburo intemperizado, que pudieran afectar en el
andlisis de la concentracién de hidrocarburos al final del tratamiento como es
el caso de este trabagjo en el que se tuvieron serios problemas de
homogenizacion.

M Se recomienda establecer una cinética de degradacién de hidrocarburos
tanto para microorganismos nativos de suelo como por los aportados por los
lodos activados.
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