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RESUMEN

Se presentan y analizan los resultados del uso de biosurfactantes como
ayuda en la biodegradacion de hidrocarburos y sus fracciones, en especial la

fraccion aromatica, que contiene los hidrocarburos aromaticos polinucleares.

Se seleccion6 un suelo contaminado cuyo contenido de aromaticos fue del
3%. Se realizaron estudios de sintesis de biosurfactantes con dos bacterias:

Klebsiella pneumoniae Y Serratia marcescens.

Se selecciond el biosurfactante producido por Kjebsiella pneumoniae
porque tanto sus caracteristicas fisicoquimicas como la actividad emulsificante y
estabilidad de la emulsion fueron mejores. Para disponer de un marco de
referencia se utilizdé Tergitol NP-10 y se desarrollé un estudio comparativo. Con la
técnica de lavado de suelos, se estudié el potencial del surfactante Tergitol NP-10
y el biosurfactante de Kjepsiella pneumoniae y se determind la eficiencia relativa
de solubilizacion de los hidrocarburos totales del petroleo (HTP) y sus fracciones,
obteniéndose como resultado que el biosurfactante contribuyé en la desorcion de
todas las fracciones en diferentes proporciones con respecto al surfactante de

referencia Tergitol NP-10 y a diferente nimero de lavados.

Se realizaron estudios de biodegradacion, donde el biosurfactante de
Klebsiella pneumoniae fue capaz de incrementar la velocidad de la biodegradacion
de la fraccion aromatica; asi mismo la fraccion alifatica fue biodegradada con
ayuda del biosurfactante. En el caso de la fraccion polar se encontré que solo era
necesaria la adicion de microorganismos degradadores de hidrocarburos, mas que
de cualquiera de los surfactantes empleados. Para la fraccion de asfaltenos, el
fenébmeno que predomino fue la desorcion hasta las 24 horas de cultivo, tendiéndo
posteriormente a acumularse. Por ultimo, el uso del Tergitol NP-10 favorecio la

degradacion de los HTP presentes en el suelo contaminado.




ABSTRACT

Is presented and analyze the results of the biosurfactantuse like help in the
hydrocarbons biodegradation and their fractions, especially the fraction that

contains the polinuclear hydrocarbon aromatic.

A contaminated soil was selected whose content of aromatic was 3%. They
were carried out studies of biosurfactantes synthesis with two bacterias: Klebsiella

pneumoniae and Serratia marcescens.

The biosurfactant selected was obteined from Klebsiella pneumoniae due its
physicochemical characteristics like emulsifier activity and emulsion stability were
better. As a reference, surfactant Tergitol NP-10 was used and a comparative
study was carried out. Using the surfactants: Tergitol NP-10 and the biosurfactant
produced by Klebsiella pneumoniae by the soil washing technique, the potential of
solubilization of total petroleum hydrocarbons and their fractions was studied and
their relative efficiency was determined; as a result, the biosurfactant contributed in
the desorption of all the fractions in different rates with regard to the reference

surfactant Tergitol NP-10 at different number of washings.

It were carried out biodegradation studies, in that the biosurfactant from
Klebsiella pneumoniae was able to increase the velocity of the biodegradation of
the aromatic fraction; likewise the aliphatic fraction. In the case of the polar fraction
it was found that it was only necessary the addition of hydrocarbon degrading
microorganisms than anyone used surfactants. For the fraction of asphaltenes the
main phenomenona prevailed was the desorption within the first 24 hours of
cultivation, later shown a tendency to accumulate. Finally, the use of the Tergitol

NP-10 favored the degradation of the present HTP in contaminated selected soil.
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INTRODUCCION

La contaminacion de nuestro entorno es uno de los grandes problemas
actuales, se ha incrementado sobre base de la apertura comercial y el desarrollo
industrial ademas de la continua sintesis de sustancias quimicas asociadas a la
actividad humana. El gran uso de estas, implica diversos riesgos ambientales
como: derrames accidentales, roturas de contenedores, descargas residuales en

agua, suelo o atmosfera causando la contaminacion del entorno.

México se ha caracterizado por ser un pais productor y procesador de
hidrocarburos, desarrollo que ha jugado un papel importante en nuestra economia;
desafortunadamente uno de los precios que ha pagado por dicho desarrollo es la
contaminacion. En la actualidad existen diversos problemas a los que enfrenta la
industria petrolera, uno de ellos es la contaminacion de los suelos; en donde

actualmente se realizan grandes esfuerzos por prevenirta y mitigarla.

En México existe una creciente demanda de una vinculaciéon mas efectiva
entre industria, ambiente y pablacion, lo que ha promovido la legislacion para el

establecimiento de reglamentos que permitan minimizar sus impactos adversos.

Desde sus inicios, el problema de la contaminacion ambiental se ha
desarrollado principalmente en las zonas de mayor concentracion humana, en
especial en aquellas donde hay un mayor numero de industrias. Muchas veces los
impactos adversos por su operacion y el no tratar sus descargas, ocasiona que

haya acumulacion de sustancias residuales.

En este sentido, diversas disciplinas cientificas juegan un papel muy
importante en la generacion de ideas, a fin de aplicar el conocimiento y crear

soluciones para mitigar los problemas de la contaminacion.

Debido a la complejidad de algunos problemas ambientales, se hace

necesaria la interaccion de varias disciplinas, como en el caso de la biotecnologia,




la cual se define como el uso de microorganismos y sus procesos para proveer

beneficios econdmicos en la proteccién y restauracion ambiental (Joshi, 1996).

Debido a lo anterior, el uso, la implementacion y el desarrollo de nuevas
tecnologias que permitan hacer frente de una manera mas eficiente los problemas
de contaminacion, es una necesidad actual. Por ejemplo, en los Estados Unidos
de Norteamérica el Programa Nacional Prioritario de Sitios Contaminados ha
elaborado un listado de lugares que consta de mas de 1,200 sitios contaminados
que requieren tratamiento; en algunos de estos lugares se han evaluado diversas
tecnologias de remediacion, en las que se aplica por lo menos un proceso
biologico y su uso tiende a incrementarse (Joshi, 1996).

Muchas substancias de origen antropogénico al ser vertidas en el suelo
interaccionan con los componentes de estos, a través de diversos fendmenos
fisicoquimicos (Dragun, 1998). Uno de los mas importantes es el fendmeno que
impide que las sustancias contaminantes estén disponibles para su degradacion,
en especial en aquellos sitios donde los contaminantes se encuentran
intemperizados, situacion en la cual las moléculas de alto peso molecular como los

Hidrocarburos Aromaticos Polinucieares (HAP), tienden a sorberse en el suelo.

Los derrames de hidrocarburos en el suelo ocasionan interacciones entre el
suelo, aire y agua (superficial y freatica). En el suelo ocurre una serie de
fenomenos fisicoquimicos promovidos por el ambiente (intemperismo), de los
cuales la sorcidén del contaminante en las particulas del suelo es uno de los retos a
vencer por los procesos de remediacion de suelos contaminados con

hidrocarburos.

El problema al que se enfrentan los microorganismos para degradar
hidrocarburos es la baja disponibilidad de estos substratos dada su baja
solubilidad en agua y su sorcidn en suelo, una estrategia es favorecer su

solubilidad mediante diversos métodos, entre los que destaca el uso de




surfactantes. Recientemente se ha puesto atencion al uso de biosurfactantes
como alternativa “ecologica” para favorecer la disponibilidad de estos

contaminantes (Deschens y col. 1996; Mriganka y col., 1995).

La finalidad de este trabajo fue estudiar las posibilidades de utilizacion de
biosurfactantes como ayuda en la desorcién y por ende en la biodegradacion de
hidrocarburos aromaticos polinucleares (HAP), presentes en un sitio contaminado
con hidrocarburos. Los microorganismos productores de biosurfactantes fueron

aislados y seleccionados en el Instituto Mexicano del Petroleo.

Se selecciond y evalud un biosurfactante, el cual fue utilizado en pruebas
de solubilizacién de hidocarburos y sus fracciones, se determind su contribucion
en la remocion y biodegradacion de los diferentes grupos de hidrocarburos, de

manera especial la de los HAP, comparandolo con un surfactante sintético
comercial de referencia.




1.- REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1.- Suelo

El suelo se define como una mezcla de materia mineral, organica, agua y
aire. El volumen ocupado por cada uno de éstos, en un suelo superficial para
condicion ideal de desarrollo de plantas es aproximadamente: materia mineral
(45%), materia organica (5%), agua (25%), aire (25%). Las proporciones de los
componentes varian con el tiempo y de un lugar a otro. El volumen de agua y aire
guardan una relacion inversamente proporcional entre si y aunque la entrada de
agua elimina el aire, cabe sefalar también que ese espacio puede ser ocupado
por algun contaminante (Foth y Turk, 1979).

Todas las fases influyen entre si, las reacciones de los sélidos afectan la
calidad del agua y el aire, estos desgastan los solidos y los microorganismos
catalizan muchas de estas reacciones (Foth y Turk, 1979). Las interacciones
quimicas de los suelos con la atmdsfera y el agua percolada, aunque dificiles de
percibir, determinan en gran medida la composicidn de la atmdsfera, del suelo y
de las aguas subterraneas. Estas reacciones son importantes para limpiar el aire y
el agua después de la contaminacién natural y la percolada por el hombre (Bohn y
col., 1993). La interaccion entre los solidos del suelo y su solucion (solucion
acuosa que rodea a las particulas del suelo), es tan fuerte que parte del agua y de
los iones presentes en la solucidon del suelo no pueden asignarse de manera
definitiva a la solucion o al solido. La solucién del suelo es la parte central ya que
en esta tiene como funcion participar como intermediario en la mayoria de las
reacciones del suelo a sus relaciones con organismos vivos y el medio (Bohn vy
col., 1993). Esto se ilustra en la figura 1.1, en donde se muestra que existe una
relacion intima entre el suelo, agua y aire. Debido a las condiciones ambientales,
ocurren una serie de reacciones que dan lugar al fenomeno de intemperizacion
que afectan de manera adversa tanto la actividad fisicoquimica y bioldgica del

suelo alterando con esto el ciclo natural de transferencia de masa.
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Figura 1.1.- Ciclo de masa que se transfiere entre la atmésfera, bidsfera, las 3
fases del suelo, la zona no saturada (vadosa) y el agua subterranea.

1.2.- Contaminacion por hidrocarburos

Debido a la necesidad de encontrar soluciones idoneas a los diferentes
problemas de contaminacion de suelos por hidrocarburos y sus derivados, es
necesaria la busqueda de técnicas alternativas que favorezcan tanto los
fendmenos naturales de degradaciéon como las que faciliten la remocién de los

contaminantes sorbidos en el suelo.

Al vertirse hidrocarburos en elsuelo ocurren diversos fenomenos, en los
cuales los compuestos solubles son lixiviados hacia el suelo contaminando el agua
subterranea, las sustancias que no lixivian y se acumulan e interactuan con el
suelo (Dragun, 1998), los principales fendbmenos que se lievan a cabo son los

siguientes:

. Volatilizacion.- Al ocurrir este fendmeno las sustancias quimicas de menor
punto de ebullicion son liberados relativamente rapido, mientras que los

compuestos de mayor punto de ebuilicion permanecen en el suelo

contaminado.




Acumulacion.- Este fendmeno se presenta por la confinacion de los

hidrocarburos derramados y esta relacionado con caracteristicas del suelo

como la textura, topografia del sitio, incluyendo principalmente las barreras
fisicas que impiden su dispersién radial y axial.

Degradacion quimica y fotoguimica.- La modificacion molecular de algunos
hidrocarburos vertidos al ambiente es provocada principalmente por
reacciones de oxidacion, mediante la incorporacién de oxigeno ambiental. En
el suelo existen diferentes tipos de sustancias con las que pueden reaccionar
y formar y/o modificar la estructura original de algunos hidrocarburos.
Adicionalmente se pueden dar modificaciones en la estrutura quimica de

algunas moléculas de hidrocarburos por la accién de la luz.

Biodegradacion.- Naturalmente en el suelo existen diversos tipos de

microorganismos con diferentes capacidades metabdlicas, algunos tipos de
microorganismos presentes en el suelo tienen la capacidad de adaptar sus
sistemas enzimaticos para poder utilizar hidrocarburos como fuente de

carbono.

En sintesis, existen diversos fendmenos fisicoquimicos y bioldgicos que
acompafnan la presencia de hidrocarburos en suelos, las cuales estan
influenciados de manera directa por ias caracteristicas propias del suelo y la
naturaleza de los hidrocarburos presentes (Atlas, 1984). Los hidrocarburos del
petroleo contienen una variedad de sustancias quimicas organicas; los quimicos
han agrupado los componentes de los hidrocarburos en tres grupos principales:
alcanos o parafinas, alquenos e hidrocarburos aromaticos. En el petroleo crudo los
alcanos son el mayor grupo quimico, los productos que los contienen incluyen:
gasolinas, diesel, turbosina y combustoleo, estos productos a su vez contienen
tres clases principales de alcanos: de cadena lineal, ramificados y naftenos; los
alcanos lineales tienen una conformacion atomica de enlaces carbono-carbono de
manera lineal en cadenas largas, a diferencia de los alcanos ramificados, cuya

conformacion molecular forma ramificaciones como las de un arbol. En los




naftenos, los atomos de carbono se agrupan formando estructuras ciclicas , las
cuales pueden conformar moléculas desde dos hasta cinco o seis anillos (Dragun,
1998).

Los alquenos u olefinas son constituyentes no naturales del petroleo crudo;
estos son formados por el proceso de refinacion utilizados para la manufactura de
productos comerciales. Los alquenos contienen al menos un enlace doble
carbono-carbono. Los hidrocarburos aromaticos contienen al menos un anillo
aromatico con o sin algin sustituyente en el anillo bencénico, por ejemplo el
benceno, tolueno, etil benceno y xileno (BTEX). Las fracciones pesadas del
petroleo estan formadas de moléculas de mayor complejidad por ejemplo
polimeros de aromaticos, u otro tipo de moléculas de alto peso molecular como los
hidrocarburos aromaticos polinucleares (HAP), éstas moléculas son de interés
ambiental. La presencia de hidrocarburos en el ambiente ocasiona diversos tipos
de problemas, como los siguientes:

& Formacion de una capa superficial a veces impermeable, que ocasiona una
reduccion importante en el intercambio natural de materiales entre el suelo y el

entorno, pudiendo existir en las capas inferiores hidrocarburos menos
intemperizados.

«» Se sorbe con el suelo disminuyendo su disponibilidad para su recuperacion y/o
tratamiento.

& Las moléculas que forman parte de la fraccidn pesada son predominantemente

de peso molecular elevado y de estructura compleja, por lo que su degradacion
es dificil.

Intemeperismo es un término que se usa frecuentemente para describir los
cambios en un petréleo derramado por efecto del ambiente. Esos cambios se

refieren a cambios bioldgicos y no bioldgicos, que pueden ocurrir al mismo tiempo




(Atlas, 1984), estos procesos reducen las concentraciones de los constituyentes
individuales de los hidrocarburos, este proceso puede producir cambios
significativos, en la composicién de los hidrocarburos (Steilljes y Watkin, 1993).
Uno de los factores mas importantes en el intemperismo es el fenomeno de la
volatilizacion, cuya proporcion depende de las condiciones ambientales y del tipo
de hidrocarburo, ya que la velocidad de pérdida de hidrocarburos disminuye
exponencialmente con el tiempo, y el material remanente es rico en ceras,
asfaltenos y moléculas de mayor punto de ebullicion que los sustancias volatiles;
las pérdidas en peso por este fendbmeno se encuentran entre 20 al 40%, (Atlas,
1984). Debido a las caracteristicas fisicoquimicas de los HAP, estos prevalecen
como parte de los residuales de hidrocarburos intemperizados, su presencia crea
un riesgo a la salud publica y al ambiente, por lo que es necesario llevar a cabo
acciones de remediacion que reduzcan los niveles de concentracion de los
toxicos, dentro de valores normativamente aceptables o, que minimizen su

exposicion al ambiente (Smith y col., 1994).

En suelos contaminados con hidrocarburos intemperizados, los HAP de alto
peso molecular son fuertemente sorbidos en el suelo y son dificiles de degradar en
un tratamiento de remediacion en fase sélida, por lo que es necesario mejorar la
velocidad de degradacion y la eficiencia de remocion de estas sustancias
(Deschenes y col., 1995).

1.3.- Hidrocarburos poliaromaticos

Los HAP, son sustancias que contienen carbono e hidrogeno, con los
atomos de carbono arreglados en una serie de anillos bencénicos fusionados,
algunos otros estan constituidos con sustituyentes alquilo o como moléculas
heterocilclicas que contienen oxigeno, nitrdgeno o azufre. Los HAP, son
compuestos formados por la union de dos o mas anillos aromaticos fusionados.
Las actividades industriales asociadas a la generacion de los HAP, incluyen las de
la manufactura de gas, tratamiento de madera, manufactura de coke, refinacion

del petroleo, entre otros.




Los HAP se han encontrado en diversos sitios, los cuales se han distribuido
en términos de concentracion, en las siguientes areas: urbanas mayor que en la
agricultura y esta a su vez es mayor al area rural (Smith y col., 1994).

Los HAP se encuentran presentes en el petrdleo crudo entreun 1aun 2 %
en peso, sus concentraciones dependen de su fuente geoldgica, tambien se
encuentran en productos refinados tales como: gasolina, queroseno, diese! y
aceite de motor (Research Triangle Institute, 1995).

En la figura 1.2 se muestran 16 hidrocarburos aromaticos polinucleares, los
cuales debido a su potencial téxico agudo y crénico son asociados primeramente
con HAP de bajo peso molecular, mientras que el potencial carcinogenico se
asocia con HAP de alto peso molecular. La Agencia de Proteccién Ambiental de
los Estados Unidos de Norteamérica (EPA) ha designado los 16 HAP como los

mas importantes en términos ambientales y como representativos de este grupo
de sustancias.

Naftalann Acenaftilann Aranaftann Fihnnrann

G oo oD B

Fananirann Antrarenn Flhiarantann Pirann

Ranrn/alanirarann Cricenn Renrn/hifliinrantenn Ranznfic¥flunrantann
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Figura 1.2.- Estructura molecular de los principales hidrocarburos aromaticos
polinucleares de interés ambiental




En general los HAP muestran baja volatilidad y baja solubilidad en agua

comparados con los aromaticos como benceno, tolueno y xileno, ambas

propiedades disminuyen cuando se incrementa el nimero de anillos (peso

molecular), estas son las caracteristicas que tienen una gran influencia en la

remocion de HAP en suelos y sedimentos via biorremediacion. Los HAP

mostrados en el listado de la tabla 1.1, corresponden al grupo de mayor atencién

por agencias de regulacion federales y estatales en los EUA y Canada (Smith y

col., 1994).
Tabla 1.1.- Propiedades de los 16 HAP de interés ambiental.
HAP Solubilidad Constante [ Log del coeficiente | Categorizacion de
maxima de Henry de particion los mecanismos de
(mg/l) {atm- octanol-agua: (LOG destino®
m*/mol) Kow) V [SORT B
2 anillos
Naftaleno 3X10' 483X107* 3.37 T S P
3 anilfos
Acenafteno 342 241X107* 3.92 7 S p
Acenaftiteno 3.93 114 X107 4.07 T S p
Antraceno 1.29 860X 107° 4.45 T S p
Fluoreno 1.90 117 X107 4.18 T s P
Fenantreno a 21°C 8.16 X 10™ 393X10°° 4.46 T S P
4 aniflos
Benzo(a)antraceno 24 °C 1X10 72 1.16 X 1075 5.61 NE ) P
Criseno 6X107° 1.05X 107 561 NE S p
Fluoranteno 265X107" | 650X 10°° 533 NE S =]
Pireno a 26 °C 160X 107" | 510X 108 518 NE S P
J
5 Anillos
Benzo(a)pireno 38X10°° 490X 1077 5.98 NE P S
Benzo(b)fluoranteno 1.4X107% | 119X 10 6.57 NE P )
Benzo(k)fluoranteno 43X107° | 3.94 X10-> 6.84 NE P S
Dibenzo(a,h,)antraceno 5X107* 7.30 X10-8 5.97 NE P S
6 anilios B ! -
Benzo(g,h,i)pireleno 260X10~ | 534X10 % 7.33 NE
Indeno(1,2,3-cd)pireno 530X10 7% | 6.95%X10° 7.66 NE

Notas:

a.- Datos tomados de la U.S. EPA (1992). Todos los datos son a 25 °C, a excepcion de los

que se especifican

b.- En términos del compartamiento esperado: V = volatilizacion, SOR = proceso de sorcion,
B = biodegradacion. En términos de categoria competitiva: P = primario,
S = secunadario, T = terciario; NE = comportamiento no esperado
c.- Datos tomados de la U.S. EPA (1986)
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Las caracteristicas fiscoquimicas de los HAP tienen influencia directa en su
sorcién, en cambio cuando se encuentran solubles tienden a volatilizarse y/o a ser
biodegradados. Con base a lo anterior en la tabla 1.2 los HAP se clasifican con
base a los tres mecanismos ambientales fundamentales: volatilizaciéon, sorcion,
biodegradacion, los cuales a su vez se encuentran categorizados como:
mecanismos primarios, secundarios y terciarios responsables de la reduccion de
los HAP, que pueden ocurrir durante el tratamiento de un suelo o sedimento

contaminado (Smith y col., 1994).

Existe una tendencia de los HAP a permanecer sorbidos en la matriz
suelo/sedimento al aumentar su peso molecular (aumento en el numero de
anillos), esta tendencia los hace menos biodisponibles, dificultando su
degradacion; en solucion, los HAP de 2 y 3 anillos pueden volatilizarse, pero este
mecanismo se da en menor proporcion comparado con la sorcidon y
biodegradacion, por lo que los datos mostrados en las Ultimas 3 columnas de la
tabla 1.2, estan basados en las tendencias generales observadas en campo donde
los procesos de sorcidn son mas dominantes que la biodegradacion de los HAP;
esto ha sido particularmente observado en materiales intemperizados y en
materiales constituidos por 10 al 20% de arenas finas: arcillas y limos (Smith y
col., 1994).

Actualmente los métodos principales para el tratamiento de suelos
contaminados con HAP es mediante la combustion térmica y la extraccion de
suelos. En el primer caso, los HAP se volatilizan del suelo elevando su
temperatura hasta 500 °C, para después ser completamente oxidados en otro
incinerador. En el segundo caso, los contaminantes son removidos del suelo por
agentes extractantes (solventes miscibles en agua), el suelo es separado en
particulas limpias (arenas) del agente extractor contaminado (lodo). Ambos son
procesos costosos, por lo tanto los métodos microbioldgicos son una posible

alternativa para tratar los contaminantes del suelo, ya que son procesos
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generalmente mas econdmicos y relativamente sencillos de llevar a cabo respecto
a los no bioldgicos (Kotterman, 1998).

Biodegradacion de HAP

Los HAP de bajo pesc molecular son facilmente degradados por varios
tipos de microorganismos, sin embargo la velocidad de degradacion se reduce al
aumentar su peso molecular. Las diferencias de biodegradacion de los HAP
pueden explicarse por su solubilidad en agua, existiendo una correlacion inversa
entre la solubilidad y la biodegradacion. Muchos estudios han demostrado que las
bajas velocidades de disolucion de los HAP limita la asimilacion y degradacion por
bacterias (Volkering y col., 1992).

Los procedimientos de remediacién biolégica se han desarroliado para
degradar diferentes tipos de sustancias contaminantes en el suelo, procesos que
han mostrado factibilidad tanto técnica como econdmica; este tipo de tratamientos
estan basados en la habilidad de los microorganismos del suelo para degradar
diversos tipos de sustancias, bajo condiciones controladas de humedad, aireacién
y nutrientes (labranza); sin embargo se ha observado que los HAP no son
suficientemente degradados aun en las condiciones mas favorables en un sistema

de labranza (Landfarming) (Volkering y col., 1992).

En otro trabajo realizado en reactores de lodos, se utilizé6 suelo
contaminado con HAP (30% p/v), con la adicion de nutrientes y microorganismos
degradadores, logrando una biodegradacion promedio del 93.4% de los HAP 2 a 6
anillos presentes de, predominando la degradacion de los HAP de bajo peso
molecular, por lo que fue necesaria una optimizacion en su eficiencia y costo

(Research Triangle Institute, 1995).

Se han llevado a cabo investigaciones respecto a la degradacion de los
HAP individuales bajo condiciones de crecimiento por cometabolismo o

cooxidacion (adicion de una fuente de carbono suplementaria para energia,
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sintesis y crecimiento celular), mineralizacion parcial a CO2 utilizando HAP (de 3, 4
y 5 anillos), radiotrazados. En otros estudios los HAP individuales (pireno y
fluoranteno), fueron utilizados por los microorganismos como fuente de carbono y

energia (Smith y col., 1994).

En la degradacion de los HAP en ecosistemas acuaticos y terrestres, tanto
los microorganismos eucariontes y procariontes tienen la capacidad enzimatica
para oxidar sustratos aromaticos desde el benceno al benzo(a)pireno. Las
bacterias oxidan inicialmente los hidrocarburos aroméaticos por la incorporacion de
dos atomos de oxigeno para formar un dihidrodiol con una configuracion cis, esta
reaccion es catalizada por una dioxigenasa la cual es un sistema enzimatico
multicomponente, que consiste en una flavoproteina, una proteina que contiene
fierro y azufre y una ferredoxina. La posterior oxidacién de los cis-dihidrodioles
tienden a la formacidn de catecoles que son sustratos para otras dioxigenasas que
realizan una fision enzimatica del anilio aromatico. En contraste, se sabe que
algunos hongos como la Yarronia lipolitica oxidan los hidrocarburos aromaticos via
citocromo P-450 catalizando reacciones donde intervienen monooxigenasas, las
monooxigenasas catalizan la primera reaccion del catabolismo de hidrocarburos
alifaticos (Scheller y col., 1998); las doxigenasas dependientes de NAD, catalizan
la primera reaccion del catabolismo de hidrocarburos aromaticos, formando los
cis-dihidrodioles; los cuales son transformados a dioles por las alcohol
deshidrogenasas y el diol es escindido por la accion de otra dioxigenasa no
dependiente de NAD, (que rompe el anillo), para continuar por la ruta de los
catecoles (Gibson y Parales, 2000), esto se muestra en la figura 1.3; estas

reacciones son similares a aquellas reportadas en sistemas enzimaticos en
mamiferos, (Cerniglia, 1981).
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Figura 1.3.- Vias metabdlicas de oxidacion de hidrocarburos aromaticos por
microorganismos procariontes y eucariontes.

En el caso de los hidrocarburos poliaromaticos se conocen rutas
metabdlicas similares sobre todo en los primeros pasos, por ejemplo para la
degradacion del naftaleno las bacterias inicialmente oxidan el naftaleno por la
incorporacion de ambos atomos de oxigeno molecular en la molécula aromatica
para formar el cis-1,2-dihidroxi-1,2-dihidronaftaleno, el segundo paso es la
conversion del cis-1,2-dihidroxi-1,2-dihidronaftaleno en el 1,2-dihidroxinaftaleno,
en la figura 1.4 se muestra la degradacion de la molécula del naftaleno a catecol

por parte de bacterias.
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Figura 1.4.- Via metabdlica bacteriana para la oxidacion de naftaleno a

catecol.

En el caso de la oxidacion del fenatreno se han realizado diversos trabajos
con bacterias y muy pocos con hongos (Cerniglia, 1981), las diferentes vias

metabolicas descitas en bacterias para la degradacion de fenetreno, se muestran

en la figura 1.5.
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Figura 1.5.- Vias metabolicas para la biodegradacion de fenantreno por

bacterias

Para el caso de poliaromaticos de mas de tres anillos una de las moléculas

mas estudiadas es el benzo(a)pireno, ya que se ha encontrado en diversos sitios

contaminados con HAP, activado metabdlicamente es potenciaimente citotéxico

mutagénico y carcinogénico.
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No se ha reportado que cultivos puros o consorcios bacterianos tengan la
capacidad de utilizar anillos aromaticos como fuentes de carbono y energia. Esto
es debido a su gran tamafio y a la extrema insolubilidad de HAP como el
benzo(a)pireno 6 benzo(a)antraceno en medio acuoso. Sin embargo, las bacterias
pueden oxidar HAP cuando se desarrollan con un sustrato alterno (Cerniglia,
1981). Cuando Beijerinckia sp. B-386 crece con succinato en presencia de bifenilo,
puede convertir el benzo(a)pireno a una mezcla de cis-9,10-dihidroxi-9,10
dihidrobenzo(a)pireno y cis-7,8-dihidroxi-7,8-dihidrobenzo(a)pireno (Gibson y col.,
1975). Un ejemplo de esto es mostrado en la figura. 1.6, en la cual se ilustra la

transformacion del benzo(a)pireno por Bijerinckia sp B-136.

@ / ‘

@@ cis-BP-9,10-dihidrodiol
QIO
P~ o5

cis-BP-7,8-dihidrodiol

Benzo(a)pireno

Figura 1.6.- Transformacion del benzo(a)pireno por Bijerinckia sp B-136

Uno de los principales inconvenientes de la contaminacién por HAP en
suelo es su sorcion con particulas del suelo principaimente con el humus, por lo
que su disponibilidad (referida a los mecanismos que afectan la presencia de una
sustancia en el medio), se ve disminuida y por lo tanto se requiere disefiar

mecanismos que permitan aumentar su disponibilidad.

17




1.4.- Biodisponibilidad de contaminantes

La biodisponibilidad es definida como el potencial de los microorganismos
para degradar un quimico, también como la accesibilidad de un compuesto

quimico a la degradacion microbiana (Gutiérrez-Rojas, 2000).

La sorcion de los HAP en la materia organica, tanto la materia original
(humus) y la organica introducida por el hombre (carbdn, hollin), también reduce la
biodisponibilidad y la biodegradacion. La sorcion de los HAP en la materia
organica depende de la hidrofobicidad, asi como de su concentracion, estructura

quimica y distribucion de la materia organica en la matriz de suelo (Kotterman,
1998).

La observaciéon de que los HAP intemperizados son degradados mas
lentamente y en menor grado que los contaminantes frescos, es generaimente
atribuido al secuestro de los HAP en la materia organica, seguido de una lenta
desorcion. Adicionalmente pueden ser atrapados en los agregados de particulas
del suelo y entre los poros, lo que ocasiona una difusion lenta de estos
contaminantes (Kotterman, 1998).

Para incrementar la velocidad de degradacién bacteriana de los HAP de
alto peso molecular se debe incrementar la biodisponibilidad. Entre los métodos
para lograrlo se encuentra la adicion de solventes miscibles en agua 0o
incrementando la temperatura, sin embargo a gran escala existen serias
limitaciones. Las investigaciones se han enfocado al uso de surfactantes para
aumentar la biodisponibilidad, estas sustancias forman micelas a valores mayores
o iguales de la concentracion micelar critica (CMC). La CMC es la concentracion
de surfactante minima necesaria para la formacién de micelas, en un sistema
compuesto de solvente, surfactante, en algunos casos otros solutos en un
ambiente fisico definido. Las micelas son un arreglo espacial de moléeculas de
surfactante en solucién. Una ilustracion del modo de accion de los surfactantes se

muestra en la figura 1.7.
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En soluciones diluidas cercanas a la CMC las micelas son esféricas. En
otras condiciones, los materiales micelares puden tomar otras formas como:
vesiculas (doble capa), esferoides, etc., dependiendo del surfactante, la
concentracion de sales y las condiciones ambientales como la temperatura, por lo

que un solo surfactante puede tomar diferentes estructuras micelares
porcién hidrofilica [ONFaNC]
porcién hidrofébica ®

oY

micela esférica de un
surfactante anionico

®

| —Surfactante adsorbido y orientado a la interfase
aire-liquido

«— Surfactante adsorbido y orientado a la interfase
solido-liquido

— micela

Surfactante no asociado

® = §

Figura 1.7 .- Representacion de una solucién de surfactante anionico en
equilibrio a concentracion arriba de la CMC

Por lo tanto, en las micelas, los HAP se pueden atrapar aumentando la
concentracion aparente y en algunas casos la biodegradacién se favorece; sin
embargo, los HAP en las micelas no siempre estan biodisponibles para el ataque
microbiano (Volkering y col., 1995), mas aln a concentraciones arriba de la CMC,
los surfactantes pueden ser toxicos a las bacterias degradadoras (Tumeo y col,
1994), ocurriendo que en ocasiones, los surfactantes no toxicos son antes que

los contaminantes. Ademas, los surfactantes también tienden a sorberse en el
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suelo, incrementando con esto la cantidad de surfactante exageno necesario (Liuy
col., 1992).

El efecto de los surfactantes sobre la disponibilidad de compuestos organicos

puede ser explicada por tres mecanismos principales:

1. Aumentando la dispersién de los hidrocarburos en la fase liquida debido a un
aumento del area de contacto: microorganismos degradadores-contaminantes,
este fendmeno es provocado por la reduccion en la tension interfacial entre la

fase no acuosa y la acuosa.

2. Incremento en la solubilidad aparente del contaminante provocada por la

presencia de micelas, que pueden contener los compuestos organicos
hidrofobicos.

3. Facilita el transporte del contaminante de la fase sdlida a la fase acuosa, a
través de diferentes fendmenos tales como la disminucion en la tension
superficial del agua intersticial en las particulas del suelo, interaccion del
surfactante con la interfase solida y la interaccion del contaminante con

moléculas de surfactante (Volkering y col., 1995).
1.5.- Biosurfactantes.

Los biosurfactantes son moléculas con propiedades superficiales
producidos por microorganismos, plantas y animales y tienen la capacidad de
reducir la tension superficial del medio liquido, son exopolimeros principalmente
producidos por bacterias bajo condiciones de crecimiento limitadas, por ejemplo
altas relaciones C:N: limitacion en la concentracion de fierro (Gutiérrez-Rojas,
2000).
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Los biosurfactantes son producidos por

una gran variedad de

microorganismos: bacterias, levaduras, hongos, actinomicetos y a partir de

diferentes fuentes de carbono tanto solubles e insolubles en agua, ejemplos de

estos se muestran en la tabla 1.2

Tabla 1.2.- Estructura, propiedades fisicas y niveles de produccién de
biosurfactantes de origen microbiano.

BIOSURFACTANTE | MICROORGANISMO FUENTE TS * TI* CMC** CONC.
DE {(mN/m) | (mN/m) EN EL
CARBONO MEDIO
GLICOLIPIDOS Rhodococcus n-alcanos 26 0.35 NA 400 X CMC
auranticus
GLICOLIPIDOS Rhodococcus sp. Hexadecano NA 0.02 1.5mgft | 660 mg/
| GLICOLIPIDOS Tourolopsis apicola Alcanos/ 30 <09 NA 4.1XCMC
carbohidratos
RAMNOLIPIDOS Pseudomonas Glucosa 29 25 NA 38-77 gl
auroginosa
RUBIWETTINA Serratia rubidea Glicerol 255- NA 10 mg/t NA
258
SOFOROLIPIDOS Tourulopsis bombicola| Glucosafac. 33 1.8 NA 38-77 g/l
oleico
LIPOPEPTIDOS Bacillus lichenifiormis Glucosa 27 0.016 |0.02mg/t| 0.1-0.7 g/l
JF2
LIPOPEPTIDOS Bacillus licheniformis Glucosa 27 0.36 10 mg/l 20 mg/t |
86
VISCOSINA Pseudomonas Glicerol 26.5 NA 150 mgft NA
fluorecens
SERRWETTINA Serratia marcescens Glicerol 28.8- NA NA NA
339
SURFACTINA Bacillus subtillis Glucosa 27 - 32 1 23-160 20-
mg/| 240XCMC
ACIDOS GRASOS | Corynebacterium lepus| Querosenol <30 2 150 mg/l{ 150 mg/
alcanos
AC. GRASOS + Nocardia erytropolis | Hexadecano 32 <3 NA 160XCMC |
LIPIDOS NEUTROS
COMPLEJOS: Pseudomonas Sacarosa 27 NA <10 mg/t! 210XCMC
PROTEINA- fluorecens
CARBOHIDRATO
FOSFATIDILETANOL- Rhodococcus n-alcanos 30 <1 30 mg/! NA
AMINA erytropolis
FOSFATIDILETANOL- Corinebacterium Hexadecano 285 0.55 NA 25XCMC
AMINA insidosum
* TS = Tension superficial

T =

%k %k

Tension interfacial
CMC = Concentracién micelar critica.
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1.5.1.- Estructura quimica

Estructuralmente estas moléculas estan formadas de una porcion hidrofébica,
que consta de uno o mas acidos grasos de cadena larga, combinado con un
extremo hidrofilico, como por ejemplo una molécula de proteina, azlcar,
derivados de ésteres, grupos funcionales de alcohol de lipidos neutros, grupos
carboxilo de é&cidos grasos o aminoacidos, asi también las porciones que
contienen fosfatos de los fosfolipidos y los carbohidratos en los glicolipidos. Las
propiedades fisico-quimicas mas importantes de los biosurfactantes son las que
permiten tomarse como criterio para su busqueda y seleccion (Finnerty, 1994); a

continuacion se detallan las mas utiles:

e Sorcion en particulas de suelo.- Los surfactantes tienden a interactuar con las
particulas del suelo en donde pueden ser sorbidos y por lo tanto su

concentracion disminuye en el medio circundante.

o Precipitacion por iones.- Debido a sus caracteristicas moleculares los
biosurfactantes pueden ser precipitados por la de accion iones, por ejemplo:

surfactantes de origen proteinico pueden precipitarse con sales de amonio.

o Estabilidad del surfactante en la matriz de suelo.- Esta propiedad es importante
en los surfactantes, ya que al interactuar con los componentes del suelo y el
medio circundante, (por ejemplo a diferentes valores pH, temperatura) la
estabilidad del surfactante debe permanecer inalteradas para una mejor

actividad superficial.
« Toxicidad y persistencia en el ambiente.- Los biosurfactantes en muchos casos

son menos toxicos que los surfactantes de origen sintético ademas de ser

biodegradables.
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1.5.2.- Tipos de biosurfactantes

De acuerdo a los constituyentes y el tamano de la molécula que conforman
los surfactantes existen diferentes tipos de biosurfactantes: polisacéaridos, lipidos o
complejos que contienen dos o mas tipos de moléculas, de acuerdo a dicha

clasificacion se tienen los siguientes tipos de biosurfactantes (Kosaric y col.,
1987).

1.- Glicolipidos.- Son carbohidratos combinados con acidos grasos alifaticos o
acidos hidroxi-alifaticos, son los mas comunes, pueden ser anidnicos, no ionicos y

extracelulares; En la figura 1.8 se muestran dos ejemplos de ramnolipidos
producidos por Pseudomonas.

]
HO /T O O—CH—CH,—C~0—CH~CH,~CO,H
{/CH3 + i |
| ]

|

oH 0 CH, CHy
{
C—CH=CH—(CH,)g—CH4
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0
?
HO /70 0—~CH—CH,—C~0~CH~CH,~COpH
CHy
(CHy)g (CHylg
| l
on | CHa CHj
0
Ho =0 |
CH,
| i
OH O

|
]
0

Figura 1.8.- Dos glicolipidos con 1 o 2 unidades de ramnosa de Pseudomonas
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2.- Acidos Grasos.- Estos son los principales constituyentes de los lipidos, se
encuentran en todos los microorganismos y se dividen en 4 grupos principales:

cadena lineal, ramificados, insaturados y derivados del ciclopropano, figura 1.9.

CHy(CHy),, COOH CHy{CH, )y CHCHZ COOH
!
OH
saturado
R-hidroxi
CHyCHICH 000K CHyCHaCH(CH, )y COOM
! |
CHy CHy
iso anteiso

CH;(CH2}3CH ‘-"CH(CH&J:OOH 0“‘(%)5 C{“‘/CH(CH z) 9000”

C
Ha

ciclopropano

insaturado

Figura 1.9.- Tipos de acidos grasos en microorganismos

3.- Fosfolipidos.- Son los principales componentes de las membranas
microbianas; aunque estos se encuentran en todos los microorganismos, solo
algunos de ellos los producen en cantidades significativas; estan formados por

glicerol que unido a 2 &cidos grasos y un grupo fosfato (Figura 1.9).
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Figura 1.9.- Representacion de diferentes fosfolipidos comunes en bacterias de
acuerdo con el sustituyente.

4.- Antibidticos con actividad superficial.- Los antibioticos son metabolitos
naturales extracelulares (metabolitos secundarios), producidos por una variedad
de microorganismos, muchos tienen la propiedad de disminuir la tension

superficial, algunos ejemplos son mostrados en la tabla 1.3.
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Tabla 1.3.- Antibiéticos que poseen actividad superficial

ANTIBIOTICO PRODUCIDO POR ACTIVIDAD
A-3302 Bacillus subtilis Antibacteriana
Actinobolina Sterptococcus grisovirides Antibacteriana
Bacilisina Bacillus subtilis Antibacteriana
Bacitracina Bacillus licheniformis Antibacteriana
Edeines Bacillus brevis Antibacteriana
Esperina Bacillus mesentericus Antibacteriana
Gramicidina A, B | Bacillus brevis Bactericida
Gramicidina S Bacillus brevis Antibacteriana
Micobacilina Bacillus subtilis Antifungico
Octapeptins Bacillus circulans Antibaceteriana
Fosforamidon Staphilococcus tanashiensis Inhibidor de proteinasa
Polimixina Bacillus  polimixa,  Bacillus | Antibacteriana

colistinus, Bacillus circulans

Polipeptina Bacillus circulans Antibacteriana B
Subtilina Bacillus subtilis Antibacteriana
Surfactina Bacillus subtilis Inhibidor de la coagulacion

en la reaccion trombina-

fibrinogeno

5.- Biosurfactantes Poliméricos.- Son derivados de polisacaridos de proteinas o

lipidos, son mezclas complejas que contienen proteina, lipidos y carbohidratos. Se

ha encontrado un complejo lipido polisacarido aislado de la pared celular de

Candida tropicalis que sirve de enlace con los substratos de hidrocarburos en su

metabolismo.

6.- Lipoproteinas y lipopétidos.- Contienen aminoacidos, glucosa y acidos

grasos (Figura 1.10), no reducen la tension superficial de manera apreciable

(Kosaric, 1987), pero actian mediante una union fuerte a la interfase agua-
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hidrocarburos, tienen muchos puntos de contacto con las gotas de hidrocarburos,

evitando la coalescencia (Francy, 1991)

CHg ~_
CH—(CH2)9—0H~CH2—CO—L—glu-L-—leu—D~leu~L—va!—L—asp-—D-leu-L—leu

CH3/ l

Figura 1.10.- Lipopéptido, surfactina de Bacillus subtillis

También se ha encontrado actividad superficial en suspensiones de algunos
microorganismos, principalmente en productores de biosurfactantes, ya que
contienen en su superficie grupos hidrofébicos e hidrofilicos. Las suspensiones
celulares tienen la propiedad de reducir la tension superficial e interfacial (Francy,
1991).
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2.- JUSTIFICACION

Los suelos contaminados con hidrocarburos intemperizados generalmente
son ricos en moléculas capaces de persistir en el ambiente o0 en su caso
transformarse a otras, un ejemplo de estos son los hidrocarburos poliaromaticos
(HAP), cuya persistencia en el ambiente, su elevada toxicidad, su potencial
mutagénico y carcinogénico, ha realizado la necesidad de llevar a cabo estudios

que permitan mejorar su tratamiento.

Los HAP estan presentes en suelos en sitios de disposicion de desechos,
tales como: la conservacion de madera, procesamiento del petroleo, desechos

aceitosos, sitios de proceso gasificacion de carbon (Harayama, 1997).

Debido a las propiedades fisicoquimicas de los HAP, como son una baja
solubilidad en agua, toxicidad microbiana y una alta sorcion sobre la materia
organica del suelo, los procesos de biorremediacidon como el composteo, digestion
anaerobia, entre otros, han resultado con una baja eficiencia de remocién por lo
que es necesaria la busqueda de técnicas alternativas que favorezcan la
biodisponibilidad y la degradacion de esta sustancias (Martens y Frankenberger,
1995).

Existe especial interés por el tratamiento adecuado de los HAP presentes
en sitios contaminados con petréleo, ya que su persistencia ambiental es nociva
por sus efectos adversos hacia los seres vivos. Una alternativa es la busqueda y
evaluacion de aditivos que incrementen la biodisponibilidad de dichos
contaminantes, con la finalidad de que sean utilizados como base de un
bioproceso que permita degradar los HAP de manera mas eficiente; como
exelentes candidatos, estan los biosurfactantes, los cuales poseen caracteristicas

fisicoquimicas y biologicas similares o superiores a los fabricados sintéticamente.
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3.- OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Demostrar la efectividad relativa a surfactantes sintéticos, del biosurfactante
producido por una cepa bacteriana, en la biodegradacion de la fraccién aromatica

en un suelo contaminado por hidrocarburos.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Seleccionar un suelo con base a sus caracteristicas de contaminacién.

» Seleccionar un biosurfactante y un surfactante de referencia con base en sus
propiedades de: actividad emulsificante, lavado de suelo, estabilidad de

emulsion.

o Evaluar el efecto de los surfactantes en la solubilizacion selectiva de cada
fraccion de los contaminantes presentes en suelo contaminado, en especial la

fraccidon aromatica.

e Evaluar la toxicidad de biosurfactantes sobre un consorcio microbiano
degradador de hidrocarburos.

o Evaluar la biodegradacion de la fraccion aromatica en suelo contaminado, en

presencia de un biosurfactante.

HIPOTESIS

Es posible favorecer la biodisponibilidad de la fracciéon aromatica, por medio de

biosurfactantes en un suelo intemperizado contaminado con hidrocarburos.
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4.- MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron grado reactivo y los
disolventes fueron grado HPLC. El Triton X100 y el Tergitol NP-10, provienen de
Sigma Chemical Co.

4.1.- Seleccion del suelo contaminado

4.1.1.-Localizacion de suelos y caracterizacion

La zona de muestreo de suelos contaminados se definié en el estado de
Tabasco, esto se debid a que en ésta se desarrollan diferentes actividades
petroleras como Io son: la extraccion, transporte, almacenamiento vy
procesamiento de hidrocarburos. Se ubicaron 4 locaciones que tuvieran como
problematica comun estar contaminadas con derrames de hidrocarburos por lo

menos con mas de dos anos de haber ocurrido.

La localizacién de 3 de las zonas en el estado de Tabasco en donde se
colectaron las muestras se ilustran en la figura 4.1, la muestra restante se localizé
en la zona metropolitana de la Ciudad de México. Se colectaron muestras con un

peso de 1 Kg de muestra compuesta.
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Figura 4.1. Localizacion de zonas de muestreo.

El analisis fisicoquimico de las muestras colectadas, relacionados con la
contaminacién por hidrocarburos, se presentan en la tabla 4.1.

Tabla 4.1.- Andlisis realizado a muestras de suelo.

~ _PARAMETRO _© | ~  METODO/INFORMACION
Hidrocarburos  Totales  del EPA 3540 Extraccion sélido-liquido de
Petréleo (TPH'S) compuestos organicos semivolatiles y no

volatiles en suelo y sedimentos (gravimétrico).

Concentracién de Hidrocarburos | Fraccionamiento por cromatografia en columna

Poliaromaticos (HAP) y anaélisis gravimétrico
(Douglas y col. 1981).
Textura de Suelos Método de Bouyucos (Kunze y Dixon, 1986)
Materia Orgéanica Método de Walkey-Black (Jackson, 1976)
225952
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4.1.2.- Seleccion de suelo

Los criterios utilizados para la seleccién del suelo contaminado se muestran
en la tabla 4.2.

Tabla 4.2.- Criterios de seleccion de suelos contaminados

CRITERIO VALORES/CRITERIO
Hidrocarburos Totales del Petrdleo (HTP) Mayor a 700 000 mg/kg.
Concentracion de Hidrocarburos Aromaticos (HAP) [Mayor a 10 000 mg/kg
Grado de Intemperismo (afos) Mayor a 5 anhos
Materia Organica Menor del 10 %

Los valores/criterio fueron fijados sobre la base de: i) concentraciones
encontradas con mas frecuencia en derrames y depositos de hidrocarburos (HTP),
ii) existe un numero importante de suelos con hidrocarburos intemperizados, por lo
que su contenido de HAP es importante y representa un riesgo a la salud iii) la
materia organica es importante por que interactua con los hidrocarburos en
especial los HAP ya que los tiende a sorber, los valores tipicos de materia
organica son muy variables y dependen de su procedencia e interacciéon con el
ambiente alcanzando valores entre el 10% y el 60%, en suelos tropicales (Bohn y
col., 1993). Para cada criterio se asigné una calificacién arbitraria en la escala de 1
al 10, determinada por el valor del criterio, por ejemplo: para suelos con valores de
(HAP) mayores o iguales a 10 000 mg/Kg se asignd una calificacién de 10 puntos,
y si fue menor se les asigno una calificacion proporcional relativa.

4.1.3.- Muestreo

El muestreo en campo se realizé a través de un muestreo sistematico en el
cual los puntos se localizaban equidistantes uno de otro a lo largo y ancho del
terreno (Patterson, 1993). Las muestras fueron colectadas con un muestrador
manual para suelos de acero inoxidable. Se colectaron en los primeros 50 cm de
profundidad; las muestras se reunieron y mezclaron para formar una mezcla

compuesta representativa, esta mezcla se seco a temperatura ambiente en
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laboratorio, se molié y se tamizé a través de un tamiz malla 12, posteriormente fue
almacenado en frascos de vidrio con tapa de teflon y conservadas en refrigeracion
a 6 °C, para su posterior analisis; la descripcion de las muestras se detalla en la
tabla 4.3.

Tabla 4.3.- Descripcion de las muestras utilizadas para la seleccion de

suelos
SUELO | IDENTIFICACION DE USO DE SUELO PROCEDENCIA
MUESTRA
1 CACTUS Pozo de extraccién de petroleo TABASCO
2 POZO MICO (MATERIAL | Material contaminado de pozo y TABASCO
INTEMPERIZADO) derrame de hidrocarburos

3 POZO BELLOTA Lodos de perforacion TABASCO
4 ATZCAPOTZALCO Materiales diversos DISTRITO

FEDERAL

Se elabord un cuadro de calificaciones, el cual resulté de multiplicar el valor
de calificacién por el valor de ponderacién asignado a cada parametro, por
ejemplo: el valor de ponderacion para los hidrocarburos poliaromaticos (HAP) le

fue asignado el valor mayor.

4.2.- Evaluacién y caracterizacion de cepas productoras de biosurfactantes

4.2.1.- Origen e identificacion de cepas

Las cepas fueron aisladas a partir de muestras de suelo contaminado con
hidrocarburos; se selccionaron aquellos microorganismos capaces de producir
valores de actividad emulsificante mayores o iguales al 80% de emulsificacién de
queroseno (Cooper y Goldenberg, 1987), el medio de cultivo utilizado fue el medio

“A” (Etienne y col., 1983), en la tabla 4.4 se muestra su formulacion.
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Tabla 4.4.- Formulacion del medio de cultivo “A”,

Compuesto Concentracion
(gh)
(NH4)2S0a4 7.0
KH2POa4 57
K2HPO4 2.0
MgS0O4 7H20 2.0
CaCl2 2H20 0.005
FeCls 6H20 0.0025
Extracto de levadura 0.1
Glucosa 20
pH 6.5

Se realizé el método de diluciones decimales seriadas, para cada muestra
de suelo. Se tomd 1 gramo y se colocé en 9 ml de solucién isotonica de NaCl al
0.85%, se agitdé por 1 minuto y se dejo sedimentar 1 minuto, del sobrenadante se
tomé 1 ml y se paso a otro tubo que contiene 9 m! de solucion isotdnica, este
procedimiento se realizd hasta un dilucion 10°; de cada una de las diluciones se
tomo 1 ml y se sembré en placas de agar soya tripticaseina y de agar rosa de
bengala para el aislamiento de bacterias a partir de las diferentes morfologias
coloniales desarrolladas en placas; de similar manera para los hongos. Las cajas

se incubaron de 24 a 48 h para bacterias (TSA) y para hongos 72 h de acuerdo ai

crecimiento.

De acuerdo a su morfologia colonial y microscopica se seleccionaron los
microorganismos, porteriormente se cultivaron en el medio liquido “A” con glucosa,

la actividad emulsificante se determiné al final del cultivo (72 h).

La capacidad emuisificante se determin6 colocando 2 ml de sobrenadante
de medio del cultivo con surfactante y 4 ml de queroseno, se agité por 2 minutos y
se tomo lectura tanto de altura como de la fase emulsificada con de la total;
su;relacion porcentual representa la actividad emulsificante, esto se representa en

la figura 4.2.
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Figura 4.2.- determinacion de la actividad emulsificante

A las cepas seleccionadas se les aplicé el sistema de identificacion para
Enterobacteriaceae Y otros bacilos gram-negativos, condiciones que establece el
uso del sistema APl 20 para identificacion de microorganismos, que combina las
pruebas bioquimicas y un sistema de identificacion que interpreta los perfiles
obtenidos con una probabilidad de éxito sobre una identificacién especifica (Apilab
Plus Instruction Manual, 1998). Este procedimiento consiste en 23 pruebas
bioguimicas estandarizadas y miniaturizadas, de acuerdo a las pruebas
propuestas, cada cupula se llené con 0.25 ml de la suspensién bacteriana; para
las pruebas de anaerobiosis se sellaron con aceite de parafina. Se cerr6 la camara

y se incub6 a 37 °C, por un tiempo de 18-24 h.

Después de la incubacién se realizd la lectura para cada prueba de acuerdo
a la tabla de lectura del sistema. En funcidn de estos resultados se efectuaron
otras pruebas, por ejemplo, cuando la prueba de glucosa fue positiva se realizaron
las pruebas del indol, el reactivo de James, prueba de TDA, la de Voges-
Proskauer y de NO2, (Apilab Plus Instruction Manual, 1998).

Con base a la lectura de las pruebas bioquimicas anteriores se elaboré una

hoja de resultados con un perfil numérico, el cual se alimenta a un software con el
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que se puede establecer la calidad de la identificacion, y propone el género del

que se trate y la probabilidad de éxito en la identificacion.

Las cepas aisladas fueron conservadas en tubos inclinados con agar TSA
en refrigeracion a 5 °C, con resiembras cada 2 semanas.

4.2.2.- Perfil cinético de las cepas productoras de biosurfactantes
4.2.2.1.- Preparacioén de inéculo

Se seleccionaron dos de los microorganismos aislados, de acuerdo a la
seccion 4.2.1, cada cepa se mantuvo viable en tubos con Agar inclinado Soya
Tripticaseina (TSA), se desarrolld por 24 h, posteriormente se realizd una
suspension con 2 ml de medio descrito en la tabla 4.4, sin adicion de glucosa y se
agito en vortex, 1 ml de esta suspension se tomé como indculo para un matraz de

propagacion de 250 ml con 100 ml de medio de cultivo “A” completo, a 120 rpm vy
28 °C, durante 48 h.

A partir de los matraces inoculados y desarrollados se verifico la pureza
mediante el analisis microscdpico de la tincion de Gramm, se tomaron 50 y 75 mi
para inocular los reactores de produccion de biosurfactante, que se describen

posteriormente.

4.2.2.2.~- Produccion del biosurfactante

Se utilizaron dos reactores de vidrio de 2 y 3 litros de capacidad nominal, con
un volumen de operacion de 1.5 y 2.5 litros, respectivamente. Cada reactor
contaba con: un electrodo de pH, agitacion mecanica controlada, termoémetro,
control de temperatura, adicion de aire comprimido previamente filtrado a través
de un filtro de fibra de vidrio; debido a las caracteristicas del proceso de
produccion de biosurfactantes, se adapté a la salida de aire del reactor, un
recipiente para recibir la espuma generada durante el proceso y evitar asi su

contaminacion. Al final del proceso, se reunio de nuevo la espuma y el medio de
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cultivo para realizar las determinaciones del peso seco, actividad emulsificante, pH
y azucares residuales, las condiciones de operacion de los reactores fueron las

siguientes:

e Temperatura 30 °C.
e Aireaciébnde 1 V.V.M.
o Agitacion 200 rpm

El cultivo (células y sobrenadante) resultante del proceso de produccion se

utilizé en los ensayos posteriores.

4.2.3.- Pruebas de estabilidad de la emulsion

Se utilizaron como referencia los surfactantes quimicos comerciales de
calidad estandar,: Tergitol NP-10 y Tritdbn X-100 en soluciones al 1%. Como
biosurfactantes se utilizaron los cultivos resultantes del desarrollo de los

microorganismos: Klebsiella pneumoniae Y Serratia marcescens.

A partir de las soluciones de surfactantes quimicos y bioldgicos, se
elaboraron las siguientes diluciones: 10 ', 10 2, 10 3, 10 vy a cada una se le
cuantifico la actividad emulsificante a diferentes tiempos (0 A 96 h), estos valores
fueron graficados y se compararon cada uno de los perfiles de estabilidad por

cada dilucién para cada surfactante en estudio.

4.2.4.- Biodegradacion de surfactantes

Con la finalidad de observar la respuesta del desarrollo de un cultivo mixto
degradador de hidrocarburos, en presencia de los surfactantes quimicos y
biolégicos, se realizé una cinética de crecimiento determinando indirectamente la
presencia de biomasa en términos de absorbancia a 650 nm (lto y Shigeo, 1982),

utilizando el medio de cultivo mineral “A” sin glucosa. El experimento se lievd a
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cabo por duplicado en matraces Erlenmeyer con manparas de 500 mi,
conteniendo 80 ml de medio y 5 mi de solucién de biosurfactante o surfactante
quimico de referencia como unica fuente de carbono. Se incubaron a 30°C, con

agitacion de 120 rpm, por diferentes tiempos.

Para cada tiempo se midio el crecimiento por absorbancia y los datos se
graficaron para cada uno de los surfactantes evaluados. El analisis comparativo se
realizé entre cada cultivo usando los valores de absorbancia maximo, asi como el
tiempo en el que se alcanzd dicho valor.

4.2.5.- Prueba de lavado de suelo en lote

Esta es una prueba semicuantitativa para determinar la cantidad de
hidrocarburos que es capaz de desorber una solucion de surfactante sobre un

suelo contaminado (Carolina y Abdul, 1991).

Se peso la cantidad de suelo nesesario para obtener una relacion 1:30
(sélido:solucion de surfactante o biosurfactante), se agité con barra magnética por
30 minutos, se dejo sedimentar 10 minutos, se decantd el sobrenadante y el suelo
se enjuago con dos porciones de 50 ml de agua destilada, se seco el suelo a 42
°C y se peso el residual. La cantidad de material desorbido se expresé como

porcentaje.

4.3.- Estudios de solubilizacion de HTP y sus fracciones por surfactantes
seleccionados

Estos estudios se llevaron a cabo en matraces de 250 ml con 2 g de suelo
contaminado y 20 mi de soluciéon de surfactante quimico o bioldgico adicionando
azida de sodio al 0.01% como inhibidor de crecimiento microbiano. Cada matraz
se incubd con agitacion de 120 rpm, por periodos de 7.5 ha 29 + 2 °C; después se
filtré con papel filtro Wathman 41, el liquido se descartd y el sélido se conservo

para analisis de HTP y sus fracciones. Las determinaciones se realizaron por
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duplicado sacrificandose pares de unidades experimentales para cada tiempo, las

lecturas de hidrocarburos residuales se corrigieron de testigos sin surfactante.

Los resultados de HTP y sus fracciones residuales fueron graficados para
cada lavado y evaluados comparativamente con respecto al surfactante de
referencia. La comparacion se realizd mediante el calculo de la efieciencia relativa
de remocion de HTP y sus fracciones, cuyo célculo se realizd de la manera

siguiente:

gramos de HTP removidos / g de biosurf. utilizado

EFICIENCIA RELATIVA =
gramos de HTP removidos /g de surf. de referencia

Esta formula se aplicd para cada lavado; los criterios de analisis fueron los

siguientes:

o Sj el cociente resultaba mayor a 1, el biosurfactante solubiliza mas cantidad de

hidrocarburos con respecto al de referencia.

o Siel cociente resultaba menor a 1, el surfactante de referencia era mejor.

4.4.- Evaluacion de la biodegradacion HTP y sus fracciones en suelo
contaminado en presencia de los surfactantes

Para la evaluacion del efecto de los surfactante y biosurfactantes en la
biodegradacion de hidrocarburos, se utilizd un sistema de lodos en donde se
ensayaron los 7 tratamientos que se detallan en la tabla 4.6. En todos los casos
las concentraciones utilizadas del surfactante de referencia fue igualada a la

obtenida por el cultivo completo de la produccién del biosurfactante en términos
de la CMC.

Este experimento se llevo a cabo en matraces Erlenmayer de 250 mi con
mamparas, los cuales contenian 2 g de suelo contaminado, 20 mi del medio

mineral (detallado en la tabla 4.5) (Thibault y col., 1996), y el surfactante de
prueba.
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Tabla 4.5.- Composicion del medio mineral para los experimentos de
degradacion de hidrocarburos en sistema de lodos

COMPONENTE CONCENTRACION COMPONENTE CONCENTRACION
(mM) (mM)
KH,PO, 10 Sol. de minerales traza:
NaH,PO,.H,O 3 MnSO,4.H,0
(NH4)2804 10 ZnSO47H20
Ca(NO;),.4H,0 0.1 NiCl,.6H,0 0.001
FeSO47HQO 0.01 COC|26H20
sol. de min. Traza 1 (mi/T) NaMoO,.2H,0O

Se prepararon controles tanto abidticos como sin esterilizar. Los primeros

se prepararon mediante la esterilizacion por calor himedo a 121 °C por 10

minutos, tanto el suelo contaminado, la solucion de surfactantes y la de las sales

minerales. Los matraces fueron sometidos a agitacién (Ramirez, 1998). La

concentracion del Tergitol NP-10 utilizada en este experimento se ajusté con

relacion a la CMC del cultivo de biosurfactante producido por Klebsiella

pneumoniae, con base en los resultados obtenidos en el lavado de suelos. Los

matraces con microorganismos degradadores de hidocarburos se inocularon con 1

ml de una suspension de microorganismos a una concentracion final de 10 7

células/ml (seccidn 4.4.1), el experimento tuvo una duracion de 47 dias.

Tabla 4.6.- Contenido de unidades experimentales para experimento
de degradacién de hidrocarburos.

TRATAMIENTO TRATAMIENTO CONTENIDO
1 Control de Tergitol NP-10 Tergitol esteril
2 Control de biosurfactante Biosurfactante estéril
3 Testigo Tergitol Tergitol
4 Testigo biosurfactante Biosurfactante
5 Testigo microorg. degradadores | Microorganismos degradarores de
hidrocarburos.
6 Tratamiento con Tergitol NP-10 “Tergitol + microorganismos
degradadores de hidrocarburos.
7 Tratamiento biosurfactante Biosurfactante + microorganismos
degradadores de hidrocarburos .
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En todos los tratamientos se evaluaron las siguientes variables de
respuesta: Hidrocarburos totales del petréleo y sus fracciones (Wang y col., 1994;
Later y col. 1981), cuenta total de microorganismos degradadores de

hidrocarburos (Kastner y col. 1994).

4.4.1.- Preparacioén de inoculo degradador de hidrocarburos

Los microorganismos degradadores de hidrocarburos se obtuvieron a partir
de muestras de suelos contaminados con hidrocarburos en matraces de 250 mi
con 50 ml de medio “A”, adicionado de 0.5 g de extracto de hidrocarburos de
suelo contaminado y 1 g de suelo. Se incubd con una velocidad de agitacion de
150 rpm y 30 °C, por 48 h. Enseguida se realizd una transferencia de 1 ml del
sobrenadante del matraz a 50 ml de medio mineral nuevo y la misma cantidad de
extracto de hidrocarburos, se realizaron en total 5 transferencias, los
microorganismos fueron contados mediante vaciado en placa en agar TSA (cuenta
total) y mediante la técnica del numero mas probable (NMP), para degradadores
de hidrocarburos; la concentracion microbiana se ajustd siempre entre 10° a 10’

células degradadoras de hidrocarburos/ml.

4.4.2.- Técnicas analiticas
4.4.2 1.- Cuenta de microorganismos degradadores de hidrocarburos

Se llevo a cabo por la técnica del nimero mas probable; la cual consiste en
inocular 1 ml de solucion de cada una de las diluciones mencionadas en la seccion
anterior en tubos que contenian 9 ml de medio de cultivo “A”, adicionado con
queroseno al 1% como unica fuente de carbono; por triplicado. Incubandose por
tres dias; los tubos que presentaron crecimiento detectado como turbiedad del

medio liquido, se consideraron como positivos y, negativos los no turbios.

Se compararon los tubos inoculados, contra sus respectivos controles (3).
Con el control sin indculo se obtiene el numero caracteristico de tres digitos

empezando con la dilucién donde mas tubos positivos se detectaron, por ejemplo
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si en la diluciébn 102 hubo tres tubos positivos, en la dilucién 102 dos tubos
positivos y en la dilucion 10 ningln tubo positivo el nimero caracteristico es 320
en la dilucion 103. Posteriormente en la tabla de Tukey utilizando el niumero
caracteristico, se obtiene el numero mas probable de microorganismos
encontrados que para el caso de ejemplo es 9.5 y como en la dilucion 102 se
tiene que 950 es el nimero mas probable de microorganismos en la cantidad de

muestra expresado en base seca.

4.4.2.2.- Cuantificacion de Hidrocarburos Totales del Petrdleo (HTP) y
fraccionamiento de hidrocarburos

4.4.2.2.1.- Cuantificacion en suelo
Para la cuantificacion de HTP en el suelo contaminado, se utilizo el método
gravimétrico 3540 de la Environmental Protection Agency (EPA), usando

tertracloruro de carbono como disolvente, como se describe a continuacion:

Se pesé 1 g de suelo seco contaminado y 1.0 g de sulfato de sodio anhidro,
se colocod la mezcla en un dedal de vidrio se empaco con fibra de vidrio, se
sometio a extraccion en equipo Soxhlet durante 6 h a una temperatura de 70 °C,
utilizando matraces balon de 250 ml a peso constante, se utilizaron 120 ml de
tetracloruro de carbono. El matraz baldn con el residuo se sometid a evapacion a
42 °C y posteriormente se mantuvo en desecador por 12 horas y se determino el

peso. La cantidad de HTP se obtuvo de la siguiente manera:

Masa de extracto Soxhlet en mg

mg de HTP/Kg de suelo seco =
Masa de muestra en Kg en base seca

4.4.2.2.2- Fraccionamiento de hidrocarburos

Activacion de la columna.- 200 g de silica gel malla 110-200 (tamafio de poro 150
Angstroms), se empacaron en una columna de vidrio de 90 x 4 cm, la cual se

enjuagé con 3 porciones de 250 ml cada una de los siguientes disolventes:
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acetona, n-hexano y diclorometano. Una vez que se eluyo todo el disolvente la
columna con todo v silica se repartié en una campana de extraccion durante toda
la noche; posteriormente la silica se repartio en cajas petri de vidrio y se

terminaron de secar a 40 °C, posteriormente la silica se activé a 180 °C.

Preparacion de columna.- Se prepara una columna cromatografica de vidrio
con tapén de tefién de 20 x 1 cm, con fibra de vidrio en el fondo, la cual fue lavada
con metanol, hexano y diclorometano, la columna se empacé en seco con 3 g de
la silica activada y en la parte superior se colocaron 0.5 g de sulfato de sodio

anhidro, se acondicioné la columna con 20 ml de hexano y el eluente se descarto.

Eliminacion de la fraccion de asfaltenos.- Se tomaron 0.25 a 0.5 gramos de
hidrocarburos obtenido del extracto Soxhlet (seccidon 4.4.2.2.1), se adicionaron 20
ml de n-pentano para la separacion de asfaltenos mediante su precipitacidon; esta
fue realizada a través de un papel Wathman de No. 41, realizdndose 4 lavados
con 10 ml de n-pentano; los lavados se colectaron en un vaso de vidrio a peso
constante, el residuo sin asfaltenos se calculé gravimétricamente mediante Ia

siguiente relacion:

(peso residuo Soxhlet - peso residuc sin asfaltenos) en mg
Fraccién de asfaltenos =

peso de residuo Soxhlet en mg

Esta fraccion se multiplica por el total de HTP (expresado en base seca) en la

muestra y se obtiene la fraccion de asfaltenos contenidos en la muestra original.

El extracto sin asfaltenos se eluyd con 20 ml de hexano obteniendose la
fraccion de hidrocarburos correspondiente a los alifaticos, después con 20 ml de
benceno (fraccion aromatica) y una mezcla de acetona-metanol (1:1) para separar

la fraccion polar. El contenido de cada fraccién se calculé como sigue:
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peso residual de cada fraccion en mg
Fraccién de hidrocarburos =

peso de muestra de extracto Soxhlet en mg

Para obtener el valor en mg/Kg de cada fraccion se realizd el siguiente calculo:

(Fraccion de hidrocarburos) X (peso de HTP en muestra en mg/Kg)

4.42.3.- Produccion de CO; con suelo en suspension

Con la finalidad de monitorear la degradacion, se llevd a cabo el monitoreo
de la produccion del bidxido de carbono (CO,), mediante un método volumétrico;
esta cuantificacion es una medida de la actividad metabdlica microbiana en cada
unidad experimental (Bartha y Premer, 1965). El sistema consiste de un matraz
(que contiene la mezcla de suelo, microorganismos degradadores de
hidrocarburos, y la solucion de surfactante en evaluacion), y un recipiente
adaptado que contiene el KOH para captar el CO, producido por el cultivo, este

sistema se conoce como respirometro, el cual se muestra en la figura 4.2.

Filtro de Ascarita para
absorber CO;

¢ Jeringa para recambio

de KOH
Camara de degradacion Recipiente de solucién de KOH
por lodos | €— para absorpber CO;

Figura 4.2.- Esquema de respirometro para determinar la produccion de CO;
durante el experimento de biodegradacion.
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Se colocaron 4 gramos de suelo contaminado en la camara de
degradacién, se agreg6é una solucion acuosa (relacién 1:8) la cual contiene el

surfactante, microorganismos y medio mineral (tabla 4.6)

Los respirémetros se incubaron a 30 °C con agitacion a 120 rpm por dias;
cada 3 dias se tomaron 8 ml de KOH, titulandose por duplicado (en porciones de 4
mi cada una), con HCI 1 N en presencia de una solucién de BaCly, 2N (para
precipitar el CO3) utilizando fenoftaleina como indicador. La produccion neta de
CO, se calculd por medio de la diferencia de produccién de CO, de cada

tratamiento (CO.yat) menos la de su testigo (COy).

CO; producido = CO2ztrat — COx

Determinaciéon de COs.

Las reacciones que se llevan a cabo durante la determinacion de CO; son las

siguientes:

2KOH + COp —— KzCO3\L+ H,O
K,CO; + BaCl, — ¥ BaCO; + 2KCli
KOH (residual) + HCI . » KCI + H,0

De acuerdo a las reacciones anteriores se calculo la produccion de CO, mediante

la siguiente ecuacion:

(Nkon X Vkon) — (Nuor X Vi)
mol de CO; prod. = X 25

2

Donde:

Nkon = Normalidad de la solucidon valorada de KOH

Vkon = Volumen de solucién de KOH titulado (4 ml)

Nuc = Normalidad de la solucién valorada de HC|

Vier = Volumen de solucién de HCI  utilizado para titular
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5.- RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.- Seleccion de suelo contaminado

Los resultados de la caracterizacion de los suelos se muestran en la tabla
5.1, como se observa, las muestras exhiben diferentes valores de cada parametro,
destacando el suelo 2 por su contenido de hidrocarburos totales del petréleo
(HTP), arométicos, asi como el contenido de materia organica, presentando los
valores mas altos respecto a los demas, cabe hacer mencion que dicho suelo
procede de un sitio en el cual se confinaron residuos relacionados a actividades

petroleras, como fondos de tanques de almacenamiento, principalmente.

Tabla 5.1.- Caracterizacion de suelos en estudio.

PARAMETRO SUELO

1 2 3 4
HTP (mg/kg) 46 091 287 996.5 78 302 4705
HIDROC. AROM. (mg/kg) 11 051 30 270 18 018 1090
TIEMPO A LA INTEMPERIE 5 6 6 4
(ahos)
MATERIA ORGANICA (%)} 11.2 8.88 13.9 11.9
TEXTURA ARENA ARENA ARENA ARENA

MIGAJONOSA MIGAJONOSA | MIGAJONOSA

Un aspecto importante que hay que senalar es el alto contenido de materia
organica que presentan las muestras, esto puede deberse principalmente a dos
razones: i) el aporte de los hidrocarburos puede incrementar este parametro, ii) los
suelos procedentes de regiones tropicales son ricos en contenido de materia
organica, y en zonas, existen diversos tipo de suelos con diferente composicién

predominando los de alto contenido de materia organica (Zavala, 1988).

Tomando como base estos resultados, y en los criterios sefalados, se

elaboro la tabla de calificacion 5.2.
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Tabla 5.2.- Calificacion obtenida de suelos

CRITERIO VALORDE |CALIFICACION POR MUESTRA DE
PONDERACION SUELO (1-10 puntos)

1 2 3 4
HTP (mg/kg) 03 46 10 7.8 47
HAP (mg/kg) 0.4 10 10 10 1.09
ANOS DE 0.1 10 10 10 9
INTEMPERISMO
MATERIA 02 89 10 7.2 8.4
ORGANICA (%)

Con las calificaciones para cada suelo, se calculé un valor ponderado, que se
obtuvo de multiplicar la calificacion por el valor de ponderacion, los resultados se

muestran en la tabla 5.3:

Tabla 5.3.- Valores de ponderacion para los suelos evaluados

CRITERIO VALOR PONDERADO
1 2 3 4
HTP (mg/kg) 1.38 3 2.34 1.41
HA (mg/kg) 4 4 4 0.44
ANOS DE INTEMPERISMO 1 1 1 0.9
MATERIA ORGANICA 1.78 2 1.44 1.68
TOTAL 8.16 10 8.78 4.43

Como se observa, los valores de la suma de puntos ponderados para cada
criterio, son muy cercanos, a excepcion de la muestra 4 que es aproximadamente
la mitad de los valores de las otras muestras. Debido a esta similitud, se aplicd un
analisis estadistico, que permitiera determinar la existencia de diferencias
significativas entre estos valores; y, de esta forma contar con criterios de seleccion
mas especificos. El método utilizado fue la prueba de Fredman la cual es una
prueba no paramétrica que se aplica para comprobar la hipotesis nula de igualdad
de tratamientos contra la hipotesis alterna de que algunos resultados producen
observaciones que son diferentes a otras. Con base a lo anterior, se calcularon los

siguientes datos estadisticos:
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Se calcula el valor de X2, el criterio es: si el valor de X2 es mayor al obtenido de

tablas a una probabilidad menor al 0.005%, entonces hay diferencia entre grupos.

Calculo de X2.
(K-1)(I"b-I2K(K+1)2/4)

X2 =
A-I"K(K+1)
Como:
K=8
L=4
GL=7
y:
B=11 (Ri)?
A= Ri?
Por lo tanto:
X2 =27.71

La X? de tablas: X2 | = X%, ,,; =20.28

Como la X2 calculada es mayor a la obtenida de tablas, hay diferencia entre
grupos; por lo tanto, se selccioné el valor de mayor puntaje y fue el de la muestra
del suelo 2 correspondiente al Pozo Mico, localizado en la region de Tabasco.

Cabe senalar ademas, que esta muestra contenia la mayor concentracion de HAP.

5.2.- Evaluacion y caracterizacion de cepas productoras de biosurfactantes
5.2.1.- Identificacién de cepas

Los resultados de la identificacién de la cepas se muestran en la tabla 5.4.

Tabla 5.4 .- Identificacion de cepas productoras de biosurfactantes
mediante el sistema AP 20 y tincion de Gramm.

NOMENCLATURA TINCION GRAM IDENTIFICACION CONFIABILIDAD
(%)
10 bacilos cortos Gramm Serratia marcescens 99
negativos
8 bacilos cortos Gramm Klebsiella pneumoniae 99
negativos
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En la literatura se sefiala que ambas cepas identificadas han sido
encontradas en sitios contaminados con hidrocarburos y poseen la capacidad para
matabolizarlos, particularmente Serratia marcescens, €s productora de
biosurfactante (Cameotra, 1995; Gibello y col., 1995), en tanto que para Klebsiella
pneumoniae. S€ ha encontrado que cuenta con mecanismos enzimaticos de
hidrolasas que son precursores de la formacion de polimeros de diferente
composicion (Gibello y col., 1995) y presenta actividad de fosfatasas (Maria~Judith
y col, 1996), las cuales han sido involucradas en el metabolismo de
hidrocarburos. También se ha reportado la existencia de una relacion entre la
degradacion de hidrocarburos con la capacidad de sintetizar biosurfactantes,
aunque también es posible que sean producidas cuando se utilizan otras fuentes
de carbono (Banat, 1995).

Respecto a la capacidad de producir biosurfactantes por Klebisella
pneumoniae, hay pocos reportes, por ejemplo, se ha estudiado la produccién de
malamina por este microorganismo, cuya sintesis involucra la utilizacion de la 4-
HPA hidroxilasa la cual al reaccionar con alcoholes fendlicos favorece la
produccion de metil quinonas, produciéndo polimeros que tienen relaciéon con la
degradaciéon de compuestos aromaticos; también pueden favorecer la formacion
de dibenzoquinonas, las cuales al condensarse producen polimeros de gran
utilidad como son: fibras 6 adhesivos (Gibello y col., 1995), ésta propiedad es
importante tomarla en consideracion, ya que el uso de estos polimeros podria
favorecer ademas de la produccion de biosurfactante, contribuir en la
biodegaradacién de hidrocarburos poliaromaticos.

Este microorganismo se conoce como un patégeno oportunista, lo que
significa que en determinadas condiciones puede producir enfermedad, sin
embargo, dentro de este género existen diversas especies, algunas no asociadas
a infecciones, como las que proceden de muestras de ambientes contaminados,

por ejemplo suelos contaminados con hidrocarburos, aguas residuales, etc.
(Grimont y col., 1992).
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5.2 2.- Produccion de biosurfactantes

Con la finalidad de caracterizar fa produccion de biosurfactantes, por las
cepas aisladas, a continuacion se muestran las cinéticas en las figuras 5.1y 5.2.

pH
biomasa (g/}
Emulsificacion %
glucosa (gl)

0 10 20 30 40

Tiempo (horas)

Figura 5.1.- Produccion de biosurfactante por Klebsiella pneumoniae
pH—m—; biomasa --A-—; glucosa ©; emulsificacién --#--

1

7 . 80

A NI - 1.

+ 60

pH
biomasa (gfl)
¥ g8 & 8
emulsificacion %
glucosa (gt

-
<o

0@ + I ¢ S O 0 i [ o0
0 10 20 30 40
Tierpo (horas)

Figura 5.2.- Produccién de biosurfactante por Serratia marcescens.
pH--m— biomasa --A-- glucosa -O— emulsificacion ----
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Para la cepa Serratia marcescens S€ observa una relacidon entre el
incremento en la actividad emulsificante y el incremento en la biomasa, lo que
indica que la produccion de biosurfactante esta asociado a crecimiento. Algo
similar ha sido reportado en cuiltivos de produccién de biosurfactantes, en donde
se observa una parcial asociacion a crecimiento microbiano, asi mismo su
regulacion y la induccion estan relacionados al pH, temperatura, velocidad de
agitacion, aireacion y condiciones de limitacion de nutrientes (Margaritis y col.,
1979). En cambio la cepa de Klebsiella pneumoniae NO presenta una relacion de
asociacion entre la biomasa y la actividad emulsificante, por lo que su produccion

no esta asociada a crecimiento.

Respecto a los cambios en los valores del pH durante la cinética, en ambos
casos se observa una tendencia a disminuir entre las 4 y 16 horas de cultivo,
estos cambios tienen relacion con la produccion de la actividad emulsificante: para
el caso de Klepbsiella pneumoniae, €l biosurfactante comienza a producirse al
disminuir el pH de su valor inicial 6.5 llegando alcanzar un minimo de 5.7,
posteriormente al llegar a un valor de 6.7 (40 horas de cultivo), se observa un nivel
maximo de actividad emulsificante. Para el caso de la Serratia marcescens.
cuando el pH se reduce abajo de 6, la actividad emulsificante comienza a
incrementarse, al disminuir hasta un valor de 5.7 unidades, a partir de este valor
de pH se observa un incremento mas pronunciado en la produccién del
biosurfactante, posteriormente el pH tiende a aumentar llegando a estabilizarse a
6.7, de la misma forma la produccion del biosurfactante se estabiliza. Perfiles
cinéticos similares en la produccion de biosurfactantes han sido reportados en la
literatura, donde el pH varia durante el cultivo, por ejemplo en el cultivo de
Corienbacterium lepus, al utilizar queroseno como fuente de carbono, la cinética
presenta una tendencia a disminuir el pH cuando produce biosurfactantes, este
hecho es debido a la produccion de acidos grasos, que son intermediarios en la
produccion de biosurfactantes (Falatko y Novak, 1992). En cultivos de Arthrobacer
paraffineus ATCC 19558, desarrollado en medio mineral con hidrocarburos (Cs-

Ci7 sin Cy y Cy5) v glucosa como fuentes de carbono, se ha observado que

o S W
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cuando el pH del cultivo disminuye a 6 la produccidon de biosurfactante alcanza su
nivel maximo (Duvnjak y col., 1982).

También se ha reportado la produccion de biosurfactantes en cultivos con
glucosa y aceite vegetal como fuentes de carbono, asi como de hidrocarburos y
glucosa, los cuales fueron utilizados como ayuda en la solubilizacion y
biodisponibilidad en la degradacién de gasolina (Falatko y Novak, 1992). En otro
estudio se obtuvieron biosurfactantes utilizando una mezcla de glucosa, peptona y
extracto de levadura para ser utilizados en la biodegradacién de lodos aceitosos
(Rocha e Infante, 1997). Se sabe que los biosurfactantes se pueden producir en
ausencia de sustratos insolubles en agua, por ejemplo, los celobioselipidos
producidos por Ustilago zeae son producidos a partir de glucosa como Unica
fuente de carbono, (Kosaric y col., 1987), ver tabla 1.2.

Con base a los resultados anteriores se observa que la produccion de

biosurfactantes por Serratia marceseces Y Kilebisella pneumoniae, estan
parcialmente asociados al crecimiento y utilizan glucosa como fuente de carbono.

5.2.3.- Seleccion de cepas productoras de biosurfactantes

Tomando como base los datos cinéticos de cada una de las cepas, se llevo
a cabo un andlisis de varianza para la regresion lineal, obteniéndose en estas la
pendiente que corresponde a la velocidad de produccion de actividad
emulsificante, y comparandolas entre si. Los resultados son mostrados en la tabla
5.5.
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Tabla 5.5.. Velocidades de produccion de actividad emulsificante
para ambas cepas

Cepa Velocidad de produccién de | Ajuste al modelo
actividad emulsificante propuesto (%)
Serratia marcescens 1.8781 73.7
Klebsiella pneumoniae 1.3247 71.9
o Las estimaciones se realizaron para una o«=0.007 para K. Pneumoniae y oc = 0.006 para S.
Marcescens.

El resultado del analisis estadistico, estableci® que existen diferencias
significativas de ambos microorganismos en la velocidad de produccion de
actividad emulsificante, siendo mayor para S. Marcescens. Esto significa que ésta
cepa es capaz de alcanzar una actividad de emulsificacion del 70% en menos

tiempo que la cepa K. pneumoniae, 1a cual alcaza un valor del 81% en casi el

doble de tiempo que S. marcescens.

Como criterios adicionales de seleccidén, se llevaron a cabo el analisis
comparativo de la concentracion micelar critica (CMC) o dilucion micelar critica
(DMC), lavado de suelos, parametros relacionados con la degradacion y la
solubilizacion de hidrocarburos, representa la concentracion de surfactante a la
cual se comienzan a formar micelas. Valores bajos de CMC o DMC, significa que
requiere una menor cantidad de surfactactante para formar micelas y por tanto
favorecer la solubilizacion de sustancias hidrofébicas, asi mismo el lavado de
suelos representa la capacidad de un surfactante para desorber hidrocarburos de

un suelo (Francy, 1991; Abdul y col., 1990), los resultados son mostrados en la
tabla 5.6.

Tabla 5.6.- Evaluacion de surfactantes sintéticos y biolégicos.

PARAMETRO SURFACTANTE
Serratia Klebsiella TRITON | TERGITOL
marsescens | pneumoniae X100 NP-10
DMC (ml/) 0.0014 0.0017 0.15@ | 0.00457@
Lavado de suelo en lote (% de 10.5 24 1 198 22.3
pérdida en peso de HTP)

@ Valor de CMC (g/l)
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Como se observa, practicamente no existe diferencia en el valor de dilucién
micelar critica para los biosurfactantes producidos por ambos microorganismos.
En cuanto al parametro de lavado de suelos, el biosurfactante producido por
Klebsiella pneumoniae produce valores superiores, esto significa que éste

presenta mayor capacidad para desorber hidrocarburos que en el caso del
biosurfactante producido por Serratia marcescens.

Con relacion a los surfactantes sintéticos, se observa que los mayores
valores de actividad emulsificante y de solubilizacién de solutos en el suelo los

presento el Tergitol NP-10; en cambio el valor obtenido con CMC, resultdé menor
para el Triton X100.

5.2.4.- Pruebas de estabilidad de emulsion

Un parametro importante en la biodegradacién de hidrocarburos es la
pseudosolubilizacidn de estos mediante su emulsificacion, esto se logra formando

emulsiones estables, por lo que a continuacion se evalua este parametro.

Con la finalidad de determinar la capacidad de los surfactantes para
mantener estable una emulsion inmiscible, se realizé una prueba de estabilidad en
un sistema agua-queroseno en presencia de soluciones de los surfactantes
sintéticos y bioldgicos. Este parametro se considera importante, ya que para llevar
a cabo Ila degradacion de hidrocarburos es necesario incrementar su
pseudosolubilizacion, asi como el contacto entre los microorganismos y los

contaminantes por degradar (Rosemberg y col., 1979).

Los resultados de estabilidad de emulsion por el biosurfactante de Serratia

marcescens Y Klebsiella pneumoniae. S& muestran en la figura 5.3 (a) y (b)

respectivamente.
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Figura 5.3.- Esftabilic_:lad_ dela acti\)/idad emgisiﬁcante _gara (a) S.amarcescegs y (b)
K. pneumoniae, diluciones: 10°—¢—, 107 —-A-- 10° @, 107 ~l-, 107t -
Comparando las actividades emulsificantes de los biosurfactantes producidos por
ambos microorganismos se observa una mayor estabilidad de la emulsion para el
biosurfactante producido por K. Pneumoniae contra el producido por S.
marcescens, asi mismo para este ultimo se observa que para el caldo de cultivo
sin diluir asf como su primer dilucion (10™), el valor de la actividad emulsificante

disminuye en mayor proporcion (16% y 40%), respecto al de K. Pneumoniae.

Ofro paréametro importante es el valor de la actividad emulsificante de los caldos
de cultivo sin diluir (dil 10%), en los cuales se observé que el caldo de Klebsiella

pneumoniae produjo un valor mayor de actividad emulsificante respecto al de
Serratia marcescens.

Los perfiles mostrados por las soluciones de los surfactantes sintéticos:
Tergitol NP-10 y Triton X-100 se presentan en la figura: 54 (a) y (b),
respectivamente, en ellos se observa que la emulsion producida por el Triton X-
100 en las soluciénes sin diluir y en la primera dilucién (10"), fue la mejor hasta las
48 h, sin embargo después de este tiempo hay una tendencia a la disminucién.
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En el caso del Tergitol NP-10 para las soluciénes sin diluir y su primera
dilucion (10'), muestran una disminucion promedio del 10% a las 24 hs, después
de este tiempo las soluciones permanecieron practicamante estables; asi mismo el

Tergitol NP-10 produjo valores mayores de actividad emulsificante en todas las
diluciones empleadas.

@ [}
[ 1]
§N~4« *+—e  ——————
%H*—W i
0
éq) Eo’\\o—«——wﬂ
0
. i
m ©
0 » o éx;4m .Di:zha'-lvl—a-o .Jm

0 » ) ®
Teempo (1) Tenpo )

Figura 5.4.- Estabilidad de la actividad emulsificante para (a) Tergitol NP-10
y (b) Tritén X-100; diluciones: 10°--@--, 107 --A--, 10? @, 10° -, 10+ ..

Comparando la estabilidad de la actividad emulsificante entre el biosurfactante
producido por K. pneumoniae y el Tergitol NP-10, se observa que el
biosurfactante de ésta, presenté una mayor estabilidad de la emuisién con
respecto al tiempo, ademas de que con el cuiltivo sin diluir se logré un valor mayor
de actividad emuisificante, sin embargo sus diluciones mostraron valores menores
de actividad emuslificante.

Estos resultados, indican que el biosurfactante producido por K. Pneumoniae y el
Tergitol NP-10 mostraron valores superiores tanto de estabilidad de la emulsion
como del porcentaje de actividad emulsificante, en comparacién con ef Tritén X-
100 y el biosurfactante producido por S. marcescens.




5.2.5.- Biodegradacion de surfactantes.

Con la finalidad de realizar un analisis comparativo de la posible toxicidad
de surfactantes y biosurfactantes sobre un cultivo mixto degradador de
hidrocarburos, se llevo a cabo una prueba de respuesta del crecimiento de este
cutivo cuantificada indirectamente como absorbancia a 650 nm, los resultados se

presentan en la figura 5.5.
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Figura 5.5.- Biodegradacion de surfactantes por microorganismos
degradadores de hidrocarburos, K. pneumoniae —®— S. Marcescens --&-,
Triton X-100 --A--, Tergitol NP-10 —%—
De acuerdo con los perfiles mostrados por cada surfactante, se observé que
el producido por S. marcesecens presenté una mayor respuesta al crecimiento de
los microorganismos degradadores de hidrocarburos, en tanto que los adicionados

con Tergitol NP-10, Triton X100 mostraron tendencias similares entre si a las 9.8 y
17.5 h de cultivo.

Reportes en la literatura han informado que en algunos casos el uso de
biosurfactantes muestra un efecto inhibitorio sobre los microorganismos
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degradadores de hidrocarburos. Por ejemplo, la presencia del biosurfactante
obtenido de Pseudomonas aeruginosa UG2, resultd ser inhibitorio al cultivo
degradador de hidrocarburos en la biodegradacién de HAP de alto peso molecular
(Deschenes y col., 1996), en otros estudios se ha mostrado que en la mayoria de
los casos los biosurfactantes son biodegradables (Banat, 1995; Kosaric y col.,
1987; Cooper y Zajic, 1980), por lo que su aplicacion puede favorecer, o al menos
no interferir en la degradacion de los hidrocarburos (Finnerty, 1994). Otros
reportes han senalado que los microorganismos degradadores de hidrocarburos
prefieren utilizar el biosurfactante en vez del contaminante; en este caso, seria
conveniente buscar las condiciones que permitan una mayor velocidad de

degradacion del contaminante que la del surfactante (Sundaram y col., 1994).

En nuestro caso, la degradacion del biosurfactante producido por S
marcesecens, usado como Unica fuente de carbono, resultd ser mas
biodegradable que el producido por Klepsiella pneumoniae Y que el Tergitol NP-10
y Triton X-100. Esto podria significar un posible consumo preferencial por parte de
los microorganismos con los que se encuentren en contacto.

Con este resultado y el obtenido en la prueba de estabilidad de la emulsién,
(la actividad emulsificante), se concluye que el biosurfactante producido por K,
pneumoniae Y €l Tergitol NP-10, fueron los que presentaron las mejores
propiedades relacionadas al mejoramiento de la disponibilidad de hidrocarburos en

suelo, por lo que estos se seleccionaron para los estudios posteriores.

5.3.- Solubilizacion de fracciones de hidrocarburos en suelo contaminado

Con la finalidad de evaluar la capacidad de solubilizacion de los
hidrocarburos y sus fracciones sorbidas en el suelo, se llevaron a cabo pruebas de
lavado del suelo, utilizando los dos surfactantes seleccionados: el biosurfactante

producido por K. pneumoniae Y el Tergitol NP-10.
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5.3.1.- Hidrocarburos totales del petroleo

En la figura 5.6, se observa que el suelo contaminado al ser lavado con
Tergitol NP-10, present6 una desorcién del 20.6% de HTP en los primeros dos
lavados mientras que, al utilizar el biosurfactante de K. pneumoniae solamente se
removi6 el 16.7%: en los lavados subsiguientes se observa un comportamiento
asintético para ambos surfactantes, logrando una remocién final al 7° lavado con
Tergitol NP-10, del 33.1% y de 24.3% del biosurfactante.

3soooo[

HTP (mg/Kg de suelo seco) (n)

2 4 6 8
Ntmero de lavados (n)

o

Figura 5.6.- HTP residuales en suelo lavado con Tergitol NP-10 --@--
y el biosurfactante producido por K. Pneumoniae -li--.

Con la finalidad de establecer de manera global las diferencias de remocién
de HTP (n) con respecto al numero de lavados (n) para cada uno de los
surfactantes, se establecieron las ecuaciones que describen el comportamiento de
las curvas de lavado. Dichas ecuaciones se ajustaron a un polinomio de 4° grado y
la primera derivada correspondié a la eficiencia relativa de remocion, es decir la
cantidad de HTP removidos por Kg de suelo seco por lavado. Las ecuaciones se
muestran a continuacién:
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Ecuacion para Tergitol NP-10:

n = 565.39n" - 8983.9n° + 45946n° — 89696n + 302172
Primera derivada:

dn/dn = 2261.56n°- 26951.7n° + 91892n - 89696
Ecuacion para biosurfactante:

n =-377.75n" + 5876.4n° — 25278n° + 6746.7n + 324423
Primera derivada:
dn/dn = - 1511n° + 17629.2 n® - 50556n + 6746.7
En la férmula obtenida con la primera derivada se substituyeron los valores

de cada lavado (n) y se obtuvo el valor de la eficiencia relativa de remocién. Los

valores obtenidos para los tres primeros valores se muestran en la tabla 5.7.

Tabla 5.7 . Eficiencia relativa de remocion de HTP en suelo lavado con
Tergitol NP-10 y el biosurfactante producido por K. pneumoniae-

NUMERO DE TERGITOL NP-10 BIOSURFACTANTE
LAVADOS g_n (mg de HTP/Kg de suelo por lavado) g_rl (mg de HTP/Kg de sueio por lavado)
n n

1 -2249414 276011
2 4373.68 350365
3 4476.82 270555
4 -8615.36 0T34
S -21333.5 5821.7

6 -20108.24 11685.0
/ 8629.78 1587.5

Los resultados de eficiencia relativa de remociéon de HTP, que tienen signo
negativo representan la magnitud de la disminucién de este, por lo que se observa
que para el primer lavado se obtienen eficiencias de remocion de HTP similares
para ambos surfactantes. Sin embargo, el 2° y 3° lavado no muestré mayor
reduccion el tergitol NP-10, en cambio al utilizar el biosurfactante, éste mostré una
tendencia hacia la reduccién de los HTP continuando ésta hasta el 4° lavado;
posteriormente éste mismo mostro una tendencia asintética. También se pluede

observar en ambos ‘casos, que conforme aumenté el nimero de lavados la
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eficencia tiendid a disminuir. Este resultado es similar al obtenido en estudios

similares usando un solo tipo de hidrocarburo (Liu y col., 1991).

Estos resultados demustran que la mayor capacidad de remocién de HTP
para el Tergitol se obtiene en el primer lavado, en cambio para el biosurfactante, la

mayor capacidad de desorcién se presenta en el 2° y 3° lavado.

La reduccion de HTP lograda en este experimento fue menor respecto a la
de los reportes bibliograficos. Esto podria deberse a que en la mayoria de los
casos se utilizan substancias puras y/o en suelos con hidrocarburos no
intemperizados y concentraciones relativamente inferiores a las de este estudio,
por ejemplo: en estudios sobre la reduccién de HTP en un suelo contaminado
realizados por la American Petroleum Institute (API), en 1979 y la Environmental
Protection Agency (EPA) en 1985, utilizaron una mezcla de alquilbenzen
sulfonatos y alquil fenol etoxilato al 2%, la mezcla fue capaz de remover el 60% de
gasoliha en un suelo arenoso (Abdul y col., 1990). En otro estudio se evaluaron 2
surfactantes: un éster de acido graso etoxilado no i6énico y el Hyonic PES0 al 2%, a
nivel de campo para la remocion de una mezcla de aromaticos, hidrocarburos
clorados y productos del petréleo, logrando reducir el 50% de los contaminates
(Carolina y Abdul, 1991). En otro estudio en suelo contaminado con hexano, se
encontré que el biosurfactante producido por Pseudomonas aeuroginosa fue
capaz de remover al 50 % de hidrocarburos y favorecer asi su biodegradacion
(Herman vy col.,1997). Se han reportado también estudios del uso de
biosurfactantes en la degradacién de hidrocarburos (queroseno) presentes en el
suelo, los cuales han demostrado que tienen la capacidad de solubilizarlos y
favorecen su biodegradacion (Sundaram y col., 1994), asi mismo, favorecen la
solubilidad del naftaleno en suelo, el 1,2,4-trimetil benceno, m-xileno y tolueno
(Margaritis y col., 1979), asi como del fenantreno (Deziel y col., 1996) y algunos

otros contaminantes hidrofébicos de interés ambiental como los bifenilos
policlorados (Robinson y col., 1996).

225552
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5.3.2.- Hidrocarburos alifaticos

Para determinar la fraccion relativa al grupo de los alifaticos, se analizé el
contenido de éstos hidrocarburos en el suelo sometido a 7 lavados con los
surfactantes Tergitol NP-10 y el biosurfactante de K. Pneumoniae. Los resultados
se muestran en la figura 5.7.

Aliféticos (mg/Kg de suelo seco) (i)

565000 |
40000 .
25000 , .
0 2 4 6 8
Norvero de lavados (n)

Figura 5.7 .- Alifaticos residuales en suelo lavado con Tergitol NP-10 --@ -
y el biosurfactante producido por K. Pneumoniae --8--.

Como se observa en la figura 5.7, la remocién de alifaticos se lievé a cabo
en mayor proporcion en los dos primeros lavados, en el primero se removié la
mayor cantidad. El Tergitol NP-10 fue capaz de solubilizar el 22% de los alifaticos
contra el 26% de remocién gue lograron remover los biosurfactantes; en los
posteriores lavados en ambos casos se observé una menor remocion, con una
tendencia asintética. Finalmente el biosurfactante presenté una reduccion de los
alifaticos del 32.9 % y, el Tregitol NP-10 de 35 %.

Debido al perfil similar que presentaron ambas curvas de lavado, se realizd
un analisis de eficiencia relativa de remocion de alifaticos para determinar en los
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primeros tres lavados, si existian diferencias por el uso de cada uno de los

surfactantes evaluados.

Para obtener la cantidad de alifaticos removidos por numero de lavados, se
obtuvo la primera derivada del polinomio correspondiente, se substituyeron los
valores para los tres primeros lavados y estos se compararon, las ecuaciones son

las siguientes:

Ecuacién para Tergitol:

dn = 76.633n* - 1396.5n3 + 8561.5n2 — 21315n + 73953
Primera derivada:

dn/dn = 306.532n° - 4189.5n° + 17123n - 21315
Ecuacién para biosurfactante:

n = 145.18n* - 2384.3n3 + 13488n2 - 30952n + 77254
Primera derivada:

dn/dn = 580.72n° - 7152.9 n? + 26976 n - 30952

Los valores de las eficiencias de remocion de alifaticos para cada uno de
los polinomios ajustados se muestra en la tabla 5.8. '

Tabla 5.8.- Eficiencia relativa de remocion de alifaticos en suelo lavado con
Tergitol NP-10 y el biosurfactante de K. pneumoniae.

NUMERO DE TERGITOL NP-10 BIOSURFACTANTE
d mg de alif./Kg de suelo por lavado) |d mg de alif./Kg de suelo por lavado
LAVADOS d_:‘l (mg g d—:rl (mg g P )
1 -8074.977 -10548.18
2 -1374.816 -965.84
3 624.621 1279.34
4 -237.528 ‘ -328.32
5 -2122.125 -2304.5
6 -3190.032 -1164.88
7 -1602.11 6574.86

Estos resultados indican que la reduccion de la fraccion alifatica es mayor al
utilizar el biosurfactante en el primer lavado y similar para el segundo lavado; a
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partir del tercer lavado, se observdé un comportamiento asintético; asi mismo al
utilizar el Tergitol NP-10 se mostré una reduccién del contenido de esta fraccion
en los primeros dos lavados. Es conveniente sefialar que en la literatura se indica
que esta fraccion es la mas facilmente removida por el uso de surfactantes, lo cual
es debido, principalmente a que su sorcion mas débil con ios componentes del
suelo, ademas que, las moléculas que la conforman son mas pequenas en
comparacién con las moléculas de mayor peso molecular como lo son los
poliaromaticos {Liu y col., 1991). Con base a estos resultados se concluye que el
biosurfactante es capaz de remover al grupo de alifiticos mas eficientemente que
el surfactante de referencia.

5.3.3.- Hidrocarburos arométicos

Una tendencia similar en la remocion de la fraccion aromatica residual
presentan los suelos al ser lavados con Tergitol NP-10 y el biosurfactante, en la
figura 5.8 se observa que en el primer lavado, se desorbe el 27.5 % por el Tergitol
y el 30% para el biosurfactante.

Aromaticos (mg/Kg de suelo seco) (|

)
NN

Figura 5.8.- Arométicos residuales en suelo lavado con Tergitol NP-10 —-@--
y el biosurfactante producido por K. Pneumoniae --li--.
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Los polinomios ajustados se obtuvieron de manera similar al analisis de la
fraccion alifatica; estos fueron derivados con la finalidad de obtener las eficiencias
relativas de remocion de la fraccidn aromatica por el uso de cada surfactante por
lavado. Los resultados se muestran en la tabla 5.9; y los modelos ajustados y sus

derivadas a continuacion:

Ecuacion para Tergitol NP-10:

dn = 36.562n" - 615.81n + 3433.9n” - 7287.7n + 18343
Primera derivada:

dn/dn = 146.248n° - 1847.43n° + 6867.8n - 7287.7
Ecuacién para el Biosurfactante:

n=79.261n" - 1187.6n° + 5748.1n* — 10022n + 18105
Primera derivada:

dn/dn = 317.044n° - 3562.8n° + 11496.2n - 10022

Tabla 5.9.- Eficiencia relativa de remocién de aromaticos en suelo lavado
con Tergito!l NP-10 y biosurfactantes producido por K. Pneumoniae.

NUMERO DE TERGITOL NP-10 BIOSURFACTANTE
LAVADOS QQ_ (mg de arom./Kg de suelo por lavado) @_ (mg de arom./Kg de suelo por lavado)
dn dn

1 -2121.082 -1771.556

2 228.164 1255.552

3 637.526 961.588

4 -15.508 -751.18

5 -853.45 -1980.5

6 -998.81 -824.09

7 425.89 4620

De acuerdo a los valores de las eficiencias relativas de remocién de la
fraccion aromatica por parte de ambos surfactantes, se observd una reduccion
importante en el primer lavado, sin embargo en el segundo y tercer lavado se
presentd una tendencia asintotica, posteriormente tiende a disminuir, siendo esta
mayor por el uso del biosurfactante (4° y 5° lavado). Este hecho es importante ya

que uno de los problemas de la degradacion de esta fraccion es su poca
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disponibilidad debido a su sorcion con alguno de los componentes del suelo, como
la materia organica (Liu y col., 1991 y 1992) y, que el poder desorber esta fraccién
con pocos lavados significa que es posible utilizarlo en un proceso para la
desorcion de esta fraccion y por lo tanto favorecer su disponibilidad para su

eventual separacion por métodos fisicos y/o su tratamiento mediante
microorganismos.

5.3.4.- Asfaltenos

En cuanto al efecto de los lavados con surfactantes del suelo contaminado
con asfaitenos, en la figura 5.9 se observa, que en el primer lavado el Tergitol NP-
10 fue capaz de remover el 27 % de los asfaltenos iniciales en comparacién con el
18 % para el biosurfactante; en cambio en el tercero y cuarto lavado se obtuvo una
reduccion mayor por parte del biosurfactante, y finalmente al 7° lavado se logro
una remocion del 66.6% respecto a la concentracion inicial, en comparacion con el
87.4 % del Tergitol NP-10.

Lo anterior es importante debido a que los asfaltenos son una fraccion de
los hidrocarburos que es de dificil degradacion por lo que, solubilizarlo seria muy
uatil en un proceso de remediacién, ya gue podria separarse esta fraccion del suelo
contaminado y dejar los hidrocarburos que sean mas degradables y/o

recuperables, para su posterior utilizacion y/o tratamiento.
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Figura 5.9.- Asfaltenos residuales en suelo lavado con Tergitol NP-10 —-@--
y el biosurfactante producido por K. Pneumoniae --i--.

Con la finalidad de establecer las diferencia en la desorcion de la fraccion
de asfaltenos por el uso de ambos surfactantes, se realizé un analisis comparativo
similar al aplicado en los casos anteriores. Las ecuaciones y sus derivadas se
muestran a continuacion:

Ecuacion paraTergitol NP-10 es:

n = 377.61n" - 6480.2n° + 34340n% — 66739n + 113731
Primera derivada:

d/dn = 1510.44n° - 19440.6 n* + 68680n - 66739
Ecuacion para el biosurfactante es:

n = -66.467n* + 835.27n° - 51.275n% — 29759n + 121015

Primera derivada:
dn/dn = - 265.868n° + 2505.81n? - 102.55n - 29759

Los resultados de la eficiencia relativa de solubilizacién de asfaltenos se
muestran en la tabla 5.10.
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Tabla 5.10.- Eficiencia relativa de remocién de asfaltenos en suelo
lavado con Tergitol NP-10 y biosurfactantes producido pPor K. Pneumoniae-

NUMERO DE TERGITOL NP-10 BIOSURFACTANTE
LAVADOS c?j_ (mg de asfalt./Kg de suelo por lavado) C%]_ {mg de asfalt./Kg de suelo por lavado)
n n

1 -15989.16 -27621.608

2 4942 .12 -22067.804

3 5117.48 -14692.796

4 -6400.44 -7091.79

5 -20549 -860

6 -28265.56 2407.37

7 -20487.48 1115.12

Con base a los resultados de la desorcién de la fraccion de asfaltenos por el
uso de surfactantes, se observa que el biosurfactante muestré valores de
eficiencia relativa mayores a los mostrados por el uso del Tergitol NP-10 hasta el
4° lavado, después tender a ser asintotico. De acuerdo a estos resultados el
biosurfactante fue capaz de reducir mas eficientemente la fraccién de asfaltenos
en los cuatro primeros lavados.

Si bien se conoce que esta fraccion es de muy dificil desorcion debido a la
complejidad de su estructura molecular lo cual favorece los fenémenos de sorcién
tanto a las particulas del suelo como a la materia organica (Deschenes y col.,
1995); el presente caso no es asi, y esto puede ser debido a la textura arenosa del
suelo seleccionado, ya que se sabe que la sorcién de los hidrocarburos en los:
suelos se da por la interacciéon con la materia organica y la particulas del suelo
principalmente, los' cuales a diferencia de los suelos arcillosos, el arenoso
presenta menos superficie de contacto lo que pude facilitar su desorcién por parte
del uso de surfactantes (Dragun, 1998).
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5.3.5.- Hidrocarburos polares

En la figura 5.10 se muestran los resultados correspondientes al lavado de
la fraccién polar. En ella se observa la curva de desorcion de los hidrocarburos
polares al utilizar biosurfactante de K. pnemoniae fue de 21% al primer lavado
contra el 2% logrado con el Tergitol NP-10; sin embargo, en el 7° lavado el
biosurfactante llegé a 39.9 % contra el 48.3% del Tergitol.

Polares (mg/Kg de suelo seco) ()

SEEEEE
A

Q
N A

4 6 8
Nimero de lavados (n)

Figura 5.10- Hidrocarburos polares residuales en suelo lavado con Tergitol
NP-10 --e-y el biosurfactante producido por K. Pneumoniae --l--.

En este caso se determind la eficiencia relativa de desorocion de polares
por el uso del Tergitol NP-10, para comprobario se realizd el andlisis de las
velocidades de desorcion de polares por lavado para su comparacion.

‘Ecuacion para Tergitol: ‘
n = -271.75n* + 3908.1n> — 13203n? — 12363n + 84641
Derivada:

dn/dn= -1087n%+ 11724.3n%- 26406n-12363

Ecuacion para Biosurfactante:

n =-143.7n* + 1951.2n3 - 5702.3n% — 10857n + 82047
Derivada:
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dn/dn= - 574.8n3 + 5853.6n2 - 11404.6n - 10857

Los resultados de eficiencia relativa de solubilizacion de la fraccién polar se
muestran en la tabla 5.11.

Tabla 5.11.- Eficiencia relativa de remocién de polares en suelo lavado con
Tergitol NP-10 y biosurfactante producido por K. Pneumoniae-

NUMERO DE TERGITOL NP-10 BIOSURFACTANTE
LAVADO z_:,l (mg de polares/Kg de suelo por iavado) %1,11 (mg de polares/kg de suelo por lavado
1 -16982.8 -28131.7
2 -14851.4 -269/3.8
3 -7911.6 -15411.3
4 387.8 33.8
5 6598 128395
6 7270.2 16483.8
4 -1044 44447

De acuerdo con el andlisis de los valores de las eficiencias relativas por el
uso de cada surfactante empleado, se comprobd que en el primero segundo y
tercer lavado el utilizar el biosurfactante, favorecié en mayor medida la desorcion
de esta fraccion con respecto al Tergitol. Una explicacion a este fenémeno
nuevamente se refiere a la naturaleza arenosa del suelo, ya que-.sus
caracteristicas fisicoquimicas como es la menor superficie de contacto respecto a
las arcillas, hace que se puedan favorecer mas los fenémenos de desorcion. Por
lo tanto los polares se remueven mas eficientemente con el biosurfactante
producido por K. pneumoniae respecto al Tergitol NP-10.

| En resumen, con los resultados obtenidos de los experimentos de lavado de
suelo se concluye que de manera global en el primer lavado, se remueve la
mayoria de los hidrocarburos comparado con los subsiguientes lavados. Asi
mismo, en el primero, el biosurfactante fue capaz de desorber con mas eficiencia
que el Tergitol NP-10 las siguientes fracciones: aromaticos, polares, alifaticos y
por ultimo los asfaltenos, por lo tanto se utilizara la cantidad de surfactante
equivalente a un lavado para los expefimentos de biodegradacion.
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5.4.- Eficiencia relativa de solubilizacion de HTP y sus fracciones, con
relacién a la cantidad de surfactante empleado

Se calcularon las eficiencias relativas de solubilizacion de hidrocarburos y
sus fracciones, las cuales representan la cantidad de hidrocarburos desorbidos por
la -cantidad de biosurféctante empleado por favado, respecto a la cantidad de
hidrocarburos desorbidos por la cantidad de Tergitol NP-10 uﬁlizado por lavado;
los criterios de andlisis de resultados son los siguientes: ‘

o Si el cociente es mayor ¢ igual a 1, el biosurfactante solubiliza mas cantidad de
hidrocarburos con respecto al de referencia.

o Siel cociente es menor a 1, el surfactante de referencia es mejor.

Los resultados de eficiencias para cada fraccion respecto al nimero de
lavados se muestran en la figura 5.11.
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Figura 5.11.- Eficiencia relativa de solubilizacién de HTP y sus fracciones
por biosurfactante, respecto al Tergitol NP-10 por niimero de lavado: eficiencia de
remocion de: HTP W, asfaltenos I, alifaticos |, polares , aromaticos .

Estos resultados de maxima remocién se muestran en el resumen de la
tabla 5.12, los valores se calcularon mediante el cociente de los mg de los HTP 6
su fraccién removidos por el biosurfactante entre los mg de los HTP removidos por
el Tergitol NP-10.

Tabla 5.12.- Valores de eficiencia relativa de solubilizacion de HTP y sus
fracciones del biosurfactante de K. pneumoniae respecto al Tergitol NP-10.

 Hidrocarburos | . _Eficiencia o Lgayadd

SRTCISE S {mgde HC nam _por biosurf./mg de HCrem.i'pOrTergctol) "No.
Hidrocarburos totales 1.85 4
del petrdleo (HTP)

Asfaltenos 2.72 4
Alifaticos 1.58 3
Polares 1.01 4
Aroméaticos 1.35 2
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De acuerdo con los datos de eficiencia obtenidos y comparando las
eficencias entre cada una de las fracciones para los diferentes lavados, se
observa que en la mayoria de los casos el valor de la eficiencia es mayor a 1, por
lo tanto el biosurfactante mostré una mayor capacidad de remover hidrocarburos

que el surfactante comercial de referencia: Tergitol NP-10.

Analizando indvidualmente las maximas eficiencias relativas para cada una
de las fracciones de hidrocarburos, se observa que el biosurfactante fue capaz de
remover 1.8 veces los HTP respecto al Tergitol NP-10 en el cuarto lavado; asi
mismo el biosurfactante fue 2.7 veces mas eficiente en remover los asfaltenos,
que al utilizar el Tergitol NP-10 en el cuarto lavado. En cuanto a la remocién de
alifaticos se encontré que el biosrufactante fue 1.5 veces mas eficiente que el
Tergitol NP-10, en el tercer lavado. La eficiencia de remocién de la fraccién polar,
resultd ser mayor en el cuarto lavado por el uso del biosurfactante. Por ultimo en
cuanto a la eficiencia de remocién de la fraccion aromatica, esta fue de 1.3 veces
al utilizar el biosurfactante en el segundo y quinto lavado

Con base a lo anterior se puede concluir que la eficiencia relativa de -
solubilizacién de hidrocarburos y sus fracciones por el uso del biosurfactante
producido por K. pneumoniae, resultd ser mayor que la del Tergitol NP-10 de la
siguiente manera: los asfaltenos se removieron en mayor proporcion que los HTP,
seguido de los alifaticos, los aromaticos y por ultimo los polares.

5.5.- Biodegradaciéon de HTP y sus fracciones en suelo contaminado

5.5.1.- Biodegradacion de hidrocarburos totales del petréleo

Con la finalidad de establecer un andlisis comparativo entre el uso del

biosurfactante producido por K pneumoniae con el Tergitol NP-10 en la
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biodegradacién de hidrocarburos en el suelo seleccionado. Se compararon las
curvas de remocion de hidrocarburos y sus fracciones para cada una de las
unidades experimentales. En cada una de las subsiguientes graficas se representa
en la ordenada los hidrocarburos residuales (totales como sus fracciones) en el
suelo y no se determinaron en el sobrenadante. En primera instancia, figura 5.12,
se presentan las curvas de remocion de HTP lograda por el biosurfactante en
presencia del suelo contaminado y microorganismos degradadores de
hidrocarburos.
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Figura 5.12.- HTP residuales en suelo del cultivo que contiene:
biosurfactante y microorganismos degradadores de hidrocarburos -4 -,
control estéril con biosurfactante -l-.

De igual forma en la figura 5.13, se muestra la remocion de los HTP

mediante el uso del Tergitol NP-10.
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Figura 5.13.- HTP residuales en suelo del cultivo que contiene: Tergitol y
microorganismos degradadores de hidrocarburos --, control estéril y Tergito! -l-.

Comparando los valores de HTP residuales en el cuitivo que contiene el
suelo contaminado con el surfactante Tergitol NP-10 con el que contiene el
biosurfactante de Klebsiella pneumoniae, se observa una reduccion para ambos
casos del 9% a los primeros 19 dias, posteriormente con el cuitivo que contenia el
Tergitol NP-10 se logré una remocion final a los 47 dias del 43%, en tanto que el
cultivo con biosurfactante removi6 el 12.8% de los HTP presentes.

En cuanto a los controles sin microorganismos degradadores (estériles) y
solo el surfactante de referencia (figura 5.13) mostraron una reduccién final
promedio del 19.3%, en cambio el control con biosurfactante mostré una reduccién
del 13.4%, es conveniente sefalar que en éstas unidades experimentales no se
detecté la presencia de microorganismos, lo cual indica que la remocién de
hidrocarburos fue debida solo a la accién de los surfactantes adicionados.

En la figura 5.14 se muestran los valores de hidrocarburos residuales en los
testigos que solamente contenian los microorganismos nativos del suslo.
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Figura 5.14.- HTP residuales en testigos que contienen: microorganismos
degradadores de hidrocarburos -4 -, Tergitol -ll-, biosurfactante -A-.

Comparando los valores de remocion de HTP entre cultivos, testigos y
controles, se observd lo siguiente: el cultivo con Tergitol NP-10 mostré una
reduccion final del 43.4%; en cambio, su testigo presentd una reducciéon del
13.5%, y su control de 19.3%, por lo tanto la diferencia en reduccién adicional del
24% fue debida a la biodegradacion; esto ocurri6 en menor medida al utilizar el
biosurfactante, ya que su cultivo logré una remocion del 12.8%, su control 13.4% y
el testigo del 16.8%, o que significa una contribucién por degradadcion de solo
3.4% del testigo sobre el control ya que el cultivo resultd ser menor, estos
resultados indican que: i) el Tergitol NP-10 contribuye a la biodegradacion de los
HTP, ii) el biosurfactante contribuye en menor proporcion la biodegradacion de los
HTP, iii) parace haber una utilizacibn como nutriente del surfactante por los
microorganismos presentes en las unidades experimentales. Estos resultados son .
comparables con los obtenidos por Sugira y col,, 1997, en donde un petréleo
tratado térmicamente e sometié a degradacion, obteniendose del 19 al 34% de
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degradacion a los 29 dias de cultivo. En cuanto a la concentracion de
hidrocarburos utilizada en los experimentos se puede considerar alta
(aproximadamente del 30%) con respecto a la mayoria de los experimentos
reportados, tanto en suelo contaminado y en medio liquido, ya que las
concentraciones de hidrocarburos utilizadas son de aproximadamente un orden de
magnitud e incluso menores. Por ejemplo se encontré que en la degradacion de
desechos de aceites lubricantes se obtuvieron buenas degradaciones a
concentraciones del 2%, y nada de degradacién al usar el 30% (Prince y
Sambasivam, 1993). En cuanto al uso de biosurfactantes en la degradacion de
hidrocarburos, se ha encontrado que por lo general favorecen la biodegradacion,
por ejemplo en la degradacién de desechos aceitosos se encontré una remocion
del 26% (Rocha e Infante, 1997).

Con la finalidad de complementar el analisis de la biodegradacién y conocer
de manera giobal el destino de las fuentes de carbono presentes en cada una de
las unidades experimentales, se realizé un balance de carbono, mediante el
calculo del contenido del carbono aportado por cada una de las especies
moleculares presentes por unidad experimental, para el caso de mezclas
complejas de hidrocarburos como los HTP, se tomaron como modelo dos
moléculas modelos de cada fraccion, sin considerar la fraccion de asfaltenos
debido a que no se degradan. Asi mismo, se considerd el carbono contenido en
los microorganismos presentes en los cultivos, la materia organica del suelo, el
contenido en las moléculas de los surfactantes adicionados y el CO; producido por
cada unidad experimental, el cual fué medido durante todo el experimento y cuya
grafica se muestra en la figura 5.15.
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Figura 5.15.- Evolucién de CO, acumulada en las unidades experimentales: -4 -
biosurfactante, -l microorganismos degradadores de hidrocarburos, - ¢- Tergitol, -x -
biosurfactante con microorganismos degradadores de hidrocarburos, -x - Tergitol con

microorganismos degradadores de hidrocarburos.

Con base a lo anterior se obtuvieron los valores de carbono para cada una
de las especies consideradas, los resultados se muestran en la tabla 5.13.

Tabla 5.13.- Valores del contenido de carbono en cada uno de los componentes
de las unidades experimentales.

Unidad experimental Carbono (mg/U.E.)
HTP | HTPres. | Biomasa | Materia | Tergitol | Biosurf. | CO,
orgénica
microorganismos 1281 | 755.750 210 140.2 NA NA 62.41
degradadores de hidroc.
Tergitol 1281 | 1107.99 | 69.18 140.2 97.05 NA 77.29
Bisurfactante 1281 | 108554 | 85.15 140.2 NA 38.32 {36.27
Tergitol + 1281 T724.32 | 222.58 140.2 97.05 NA 181.6
microorganismos
degradadores de hidroc.
Biosurfactante + 1281 | 124519 | 1432 140.2 NA 38.32 |89.12
microorganismos
degradadores de hidroc.

Donde: HTP.- Hidrocarburos totales del petrdleo, HTPres.- Hidrocarburos totales del

petréleo a los 47 dias; NA.- No adicionado.
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Se obtuvo la ecuacion de balance global de carbono, cuyo desarrollo se
muestra en la seccion de anexos y la cual se representa por la siguiente

expresion:

CarbonoTotal Inicial = Carbonobiomasa + CarborloC02 + Carbonosubproductos + Carbonoresidual +

Carbonomateria organica

De la ecuacion de balance global es posible calcular todos sus miembros, a

excepciéon del carbono el cual sera calculado por diferencia y sera

subproductos’

analizado de acuerdo a lo que se especifica en la tabla 5.14.

Tabla 5.14.- Interpretacion de los valores obtenidos para el carbono

subproductos®

Valor de carbonOsupproductos Interpretacion
Cero Hay consumo total del carbono: mineralizacion.
Positivo Acumulacion de subproductos: desorcion de HTP,
biotransformacion y baja mineralizacion.
Negativo Hay un aporte adicional de fuente de carbono al de
los HTP.
Notas:

Biotransformacion.- Modificacién de una o algunas moléculas por accion microbiana en formas mas
oxidadas.

Aporte adicional de fuente de carbono.- se refiere a aquellas especies moleculares que pueden ser
fuente de carbono para los microorganismos, como son los surfactante adicionados.

De acuerdo a las consideraciones anteriores, los resultados numéricos del

balance para el carbono se muestran en la tabla 5.15.

subproductos?

Tabla 5.15.- Resultados del contenido de carbono por cada tratamiento.

subproductos

Tratamiento Carbonog,pproductos | CarbONOsubproductos | CArboNOgeio
(Tergitol NP-10) (Biosurfactante)
MO deg. de HC - - 112.64
Tergitol NP-10 -210.71 --- -
Biosurfactante -— -8547 -
Tergitol + MO. deg. de hidroc. -84.75 - -
Biosurf. + MO. deg. de hidroc. - -246.14 —
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En los datos mostrados en la tabla anterior se observa que en todos los
casos en donde se utilizaron los surfactantes, tanto el sintético como el bioldgico,
se obtuvieron valores negativos para el carbonog, q.q0s 10 cual significa que
hubo un aporte adicional a la fuente de carbono que podria provenir del
surfactante o biosurfactante, por lo que se puede suponer que estos se
biodegradan ademas de los HTP presentes.

Por otra parte, el testigo que contiene soélo el suelo contaminado sin
esterilizar mostré un valor positivo en el balance de carbono, lo que significa que
hay una acumulacion de subproductos que proceden de la biotransformacién de

los hidrocarburos, y que se refleja en el valor de reduccion de hidrocarburos que
fue del 41%.

Respecto los resultados de la produccidon de CO,, por cada unidad
experimental, la mayor produccion de CO, se encontro en el cultivo que contenia
el Tergitol NP-10 y microorganismos degradadores de hidrocarburos, seguido del
cultivo con biosurfactante y microorganismos degradadores de hidrocarburos;
siguiendoles los testigos con microorganismos degradadores; por ultimo el que
presentd menor produccién de CO, fue el testigo con biosurfactante. De acuerdo a
los resultados derivados del balance de carbono se observd que el cutilvo con
Tergitol fue el que produjo mayor cantidad de CO,, mostré mayor degradacion y

un valor negativo de carbono cercano a cero, lo que significa que

subproductos
favorecio la biodisponibilidad de los HTP; al utilizar el biosurfactante se observo
una menor degradacion, un valor mas negativo del carbonog ;, oq,c0s ¥ UN@ menor
produccion de CO, con respecto al Tergitol, esto significa que los
microorganismos degradadores de hidrocarburos consumen  parte del
biosurfactante y los microorganismos nativos del suelo degradan preferentemente

los HTP en presencia del biosurfactante.
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Respecto al numero de microorganismos presentes en las unidades
experimentales, se observé mayor desarrollo para microorganismos degradadores
de hidrocarburos al utilizar ambos surfactantes (figura 5.16).

9.00

Log del No. de microorg./g de suelo

Tiempo (dias)

Figura 5.16.- Cuenta de microorganismos degradadores de hidrocarburos
en sobrenadante de las unidades experimentales: ll- Tergitol con microorg. deg.
de HC, - biosurfactante con microorg. deg de HC, - - biosurfactante, -li-
Tergitol, M- microorg. degradadores.

Las cuentas de microorganismos degradadores de hidrocarburos en los
cultivos y testigos (figura 5.16), se observa que en el cultivo que contiene
biosurfactante y microorganismos degradadores, presentd un comportamiento con
una ligera tendencia al incremento, al igual que el cultivo que contiene el Tergitol y

microorganismos degradadores, lo cual explica la actividad degradadora en las
unidades experimentales.

De acuerdo a lo anterior al comparar con los valores finales de degradacion
se concluye que el cultivo con Tergitol NP-10 y microorganismos degradadores de
hidrocarburos presenté mayor remocion de HTP, en cambio al utilizar el
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biosurfactante se logré una mejor remocion sin la presencia de microorganismos
degradadores de hidrocarburos pero inferior respecto al Tergitol. Sin embargo es
necesario determinar que fracciones de los hidrocarburos son las que se
biodegradan mas y asi establecer diferencias mas especificas de su accion.

5.5.2.- Biodegradacion de hidrocarburos alifaticos

La reduccion de alifaticos observada en cada una de las unidades
experimentales se itustra en la figura 5.17, en la que se observa primeramente que
en el cultivo que contenia el biosurfactante se logrdé reducir el contenido de
hidrocarburos alifaticos en un 95.4% a los 34 dias; asi mismo, en el cultivo con
Tergitol NP-10 (figura 5.18), se redujeron el 85.5% de los alifaticos a los 47 dias,
en cambio en sus respectivos controles no se produjo una reduccion clara de esas
fracciones.
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Figura 5.17 .- hidrocarburos alifaticos residuales en suelo del cultivo que contiene:
biosurfactante y microoganismos degradadores de hidrocarburos -#-y su controt:
biosurfactante en condiciones estériles -i-.
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Figura 5.18.- Hidrocarburos alifaticos residuales en suelo del cultivo que
contiene: Tergitol NP-10 y microoganismos degradadores de hidrocarburos -€-y
su control: Tergitol NP-10 en condiciones estériles -li-.

En la figura 5.19, se observa que los testigos no estériles lograron una
reduccion de la fraccion alifatica del 93.5% para el Tergitol NP-10 y del 85.5% para
el que contenia solamente microorganismos degradadores de hidrocarburos, en
cambio el testigo que contenia el biosurfactante y suelo contaminado, logré una
reduccidn final de la fraccion alifatica del 58%.
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Figura 5.19.-Alifaticos residuales en testigos que contienen:
microorganismos degrad. de hidrocarburos - -, Tergitol -, biosurfactante -a -

De acuerdo con los datos anteriores se observé que el uso de ambos
surfactantes favorecen la biodegradacion de la fraccion alifatica, sin embargo la
diferencia en la biodegradacién entre el cultivo y su testigo fue baja cuando se
utilizé el Tergitol NP-10; y fue ligeramente mayor en un 2% para el cultivo; en
cambio esta diferencia fue superior al usar el biosurfactante y microorganismos
degradadores de hidrocarburos, lograndose un 37.5% adicional. Por lo tanto, se
puede concluir que el uso de ambos surfactantes favorece la biodegradacion de ia
fraccion alifatica, siendo el biosurfactante el que la favorece en mayor medida, ya
que en menor tiempo degradd el 95% de los alifaticos, a diferencia del Tergitol NP-
10 que present6 resultados similares pero a los 47 dias de experimentacion. Estos
resultados concuerdan con la tendecia del numero de microorganismos
degradadores de hidrocarburos la cual presenta un ligero incremento para los
cultivos que contienen ambos surfactantes, que fueron los que presentaron los
niveles de CO,; mas altos comparados con las demas unidades experimentales.
Los niveles de biodegradaciéon encontrados son comparables a los reportados en

84




la bibliografia, donde se menciona que esta fraccion es la mas facil de biodegradar
(Atlas, 1984).

5.5.3.- Biodegradacion de hidrocarburos arométicos

Respecto al analisis de la fraccion aromatica en los cultivos se observa en
la figura 5.20 que el cultivo con biosurfactante mostr6 una reduccion de la fraccion
aromética a los 34 dias de experimento del 81.9%, en tanto su control logré una
remocion ligeramente superior del 83.3% pero a los 47 dias, es coveniente sefialar
qgue en esta unidad experimental a los 19, 24 y 34 dias, la concentracion de la
fraccién aromatica se mantuvo constante, por lo que presentd desorcién hasta los
47 dias de experimentacion, en cambio el cuitivo presenté valores mas
consistentes hacia la disminucion en la concentracion a partir de los 19 dias, este
efecto es debido a la actividad microbiana.
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~ Figura 5.20.- Fraccion aromatica residual en suelo del cultivo que contiene:
biosurfactante y microorganismos degrad. de hidrocarburos -#- control estéril con
biosurfactante -
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En tanto el cultivo que contenia el Tergitol NP-10 y microorganismos
degradadores de hidrocarburos, mostré una reduccion del 93.5% a los 47 dias, en
cambio su control presentd una reduccidn del 62%, estos resultados son
mostrados en la figura 5.21. Es conveniente sefialar que el comportamiento gréfico
de la fraccion aromatica mostrada por los controles durante el tiempo de
experimentacion mostré una tendencia a mantenerse constante esto es debido a
que la fraccién aromatica esta formada principaimente por moléculas de elevado
peso molecular y conformados basicamente por unidades bencénicas de diferente
complejidad, las cuales los HAP son los que tienden a sorberse con mayor fuerza
a los componentes del suelo, por lo que es mas dificil su desorcion. Este hecho ha
sido mencionado en la bibliografia donde se reporta que en suelos intemperizados
contaminados con substancias quimicas, a mayor tiempo de intemperizacion la
resistencia a la desorcién se incrementa; asi mismo los HAP se sorben mas
fuertemente en algunas fracciones de hidrocarburos como lo es la organica asi
como en los poros de los suelos (Volkering y col.,, 1992), por lo tanto la diferencia
en la reduccion de esta fraccion por el uso del Tergitol NP-10, entre el cultivo y su
control es debida a la biodegradacién.
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Figura 5.21.- Arométicos residuales en suelo del cultivo que contiene: Tergitol NP-
10 y microorganismos degrad. de hidrocarburos -4 - control estéril -l-
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Comparando ambos cultivos (figuras 5.20 y 5.21), se observa que hasta los
34 dias de experimento se obtuvo una biodegradacion del 81.9% al utilizar el
biosurfactante, contra el 58.8% logrado por el Tergitol NP-10, sin embargo a los 47
dias, éste ultimo surfactante logré remover el 93.5% contra el 81.7% del
biosurfactante, este hecho es importante ya que al parecer existen diferencias en
la velocidad de biodegradacion de esta fraccion.

En la figura 5.22, se abserva en los testigos un comportamiento similar en la
reduccién de la fraccion aromatica al utilizar el biosurfactante de K. pneumoniae y
el Tergitol NP-10, asi como el que contienen solamente los microorganismos
degradadores de hidrocarburos, sin embargo este Gltimo mostré una reduccién de
la fraccion aromatica del 79.6%, la cual fue inferior en la mayoria de los tiempos
evaluados con respecto a otros testigos con biosurfactante o Tergitol NP-10, que
lograron porcentajes de remocion de 84.6% y 80.6% respectivamente.
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_ Figura) 5.22 -Arométicos residuales en testigos que contienen:
microorganismos degradadores de hidrocarburos -¢-, Tergitol -,
biosurfactante -A-.
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Estos resultados demuestran que i) el uso de ambos surfactantes favorecen
la biodegradacidn de la fraccion de hidrocarburos arométicos vy ii) es indistinto
utilizar microorganismos degradadores de hidrocarburos.

5.5.4.- Biodegradacién de hidrocarburos polares

La reduccion de la fraccion polar por parte del cultive con biosurfactante,
suelo y microorganismos degradadores de hidrocarburos fue del 65 % (figura
5.23), la cual resultd ser menor al cultivo que contiene Tergitol NP-10,
microorganismos degradadores de hidrocarburos y suelo logrando una reduccion
del 90.8%.
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Figura 5.23.- Polares residuales en suelo del cuitivo que contiene:
biosurfactante y microorganismos degrad. de hidrocarburos -4 - control estéril con
biosurfactante -l

En cambio el control que conteia biosurfactante y suelo, presentd una
reduccion de la fraccién polar del 87.9%, mientras que su similar que conteia el
Tergitol NP-10, logré una reduccion del 83.7% (figura 5.24).
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Figura 5.24.- Polares residuales en suelo del cultivo que contiene: Tergitol
NP-10 y microorganismos degradadores de hidrocarburos -4- control estéril con
Tergitol -m-.

Los resultados muestran que existe una contribucion a la remocion por
degradaciéon mediante el uso del Tergitol NP-10 del 7.6% (del cultivo respecto a su
control); en cambio al utilizar el biosurfactante su control presenté mayor remocion
de esta fraccién que el cultivo; estos resultados indican que el Tergitol NP-10

contribuy6 poco en la biodegradacién de la fraccion polar y el biosurfactante no lo
hizo.

Respecto al andlisis de los testigos (figura 5.25), el testigo con
biosurfactante y suelo mostré una reduccién del 87.1%, y el que contenia el
Tergitol NP-10 del 79.9%. En contraste, con el testigo que contenia suelo y
microorganismos degradadores de hidrocarburos se logré una remocién de la
fraccion polar del 92.5%.
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Figura 5.25.-Polares residuales en testigos que contienen: microorganismos
degradadores de hidrocarburos y suelo -#-, Tergitol con suelo -l-, biosurfactante
con suelo -A-.

Al comparar los resultados de remocion de la fraccion polar entre los
testigos, se observa que el testigo que contenia solamente microorganismos
degradadores de hidrocarburos mostré una biodegradacion muy parecida a la
obtenida con el cultivo que contenia el Tergitol NP-10, suelo contaminado y
microorganismos degradadores de hidrocarburos, esto indica que la séla adicion
de microorganismos degradadores de hidrocarburos favorecié la biodegradacion
de la fraccion polar. Resultados similares han sido reportados en la literatura, en
donde se ha demostrado que el uso de biosurfactantes no favorecian per se la
biodegradacion de los hidrocarburos polares (Deschenes y col., 1996).
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5.56.5.- Biodegradacion de asfaltenos

De acuerdo a los resultados obtenidos se observa que al utilizar el
biosurfactante tanto en el cultivo y su control (figura 5.26),se obtuvieron
reducciénes similares del orden del 41% a los 24 dias, lo cual significa que la
remocion fue debida a la desorcion.

- /
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Asfaltenos (mg/Kg d suelo seco)

Figura 56.26.- Asfaltenos residuales en suelo del cultivo que contiene:
biosurfactante y microorganismos degradadores de hidrocarburos -4 - control
estéril con biosurfactante -l-.

Al utilizar el Tergitol NP-10 (figura 5.27), se observaron remociones del 52

al 57% mostrados por el cultivo y control respectivamente y no habiendo remocién
en su testigo.
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Figura 5.27 .- Asfaltenos residuales en suelo del cultivo que contiene:
Tergitol NP-10 y microorganismos degradadores de hidrocarburos -4 - control
esteéril con Tergitol -M-.

Asi mismo el testigo que contenia microorganismos degradadores de
hidrocarburos y el suelo contaminado, presenté remociones en esta fraccion,
similares al control con Tergitol NP-10 (figura 5.28).

Cabe hacer mencion que después de los 24 dias, en la mayoria de las
unidades experimentales la fraccion de asfaltenos tendia a acumularse. Una razén
por la que se acumulan los asfaltenos puede ser porque después de los 24 dias, la
cantidad presente de surfactante ya no es capaz de desorberlos mas y la
concentracion se mantiene constante y, como la concentraciéon es expresada con
relacién al total de hidrocarburos presentes, se observa una acumulacion.
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Figura 5.28.- Asfaltenos residuales en testigos que contienen:
microorganismos degradadores de hidrocarburos y suelo -#-, Tergitol con suelo -
-, biosurfactante con suelo -A-.

Los resultados muestran que: i) no hubo biodegradacion de asfaltenos, ii) la
reduccion en el contenido de la fraccidn de asfaltenos no fue debida a la desorcion
por los surfactantes adicionados, iii) en ambos casos se presenté una acumulacion
de esta fraccion, lo cual se debio a la desparicién de las otras fracciones por lo
que su proporcion aument6. Ademas, se utilizé menor cantidad de surfactante que
su 6ptimo obtenido en los experimentos de sorcién, por lo que su desorcién fue
diferente; también, de las caracteristicas fisicoguimicas de las moléculas que
conforman esta fraccién, la cual esta constituida por moléculas intemeprizadas de
alto peso molecular teniendo como principales caracteristicas fisicoquimicas su
baja solubilidad, poca volatilizacion, y una alta sorcién en el suelo; esto es similar
a lo que se ha reportado en bibliografia en donde se ha encontrado que, aunado a
la degradacion de alifaticos y aromaticos, la concentracién de las resinas y
asfaltenos persisten y tenden a incrementarse (Rocha e infante C., 1997).
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De acuerdo con los resultados anteriores se puede resumir que los
surfactantes favorecen la biodisponibilidad de los hidrocarburos en el suelo

contaminado de prueba, de acuerdo al resumen de resultados mostrado en la

tabla 5.16:

Tabla 5.16.- Resumen de resultados de biodegradacion de hidrocarburos y sus
fracciones, asi como los principales efectos

Fraccion | Biodegradacion| Tiempo para Condiciones de tratamiento
(%) maxima
biodegradacién
(dias)
HTP 43.45 47 Tergitol NP-10 y MO degradadores de
hidrocarburos.
Alifaticos 95.4 34 Biosurfactante
Aromaticos 81.7 34 Biosurfactante y  microorganismos
degradadores de hidrocarburos
consumo mas rapido.
93.0 47 Tergitol y flora nativa.
Polares 92.6 34 Microorganismos degradadores de
hidrocarburos.

De acuerdo a resultados, se conciuye que el biosurfactante producido por
Klebsiella pneumoniae €s capaz de favorecer la biodisponibilidad de la fraccion
aromatica y alifatica de manera similar y en algunos casos, mejor que el Tergitol
NP-10; en cambio, este surfactante favorecio la biodisponibilidad de los HTP. En el
caso de la fraccion polar se encontré que solo era necesaria la adicidn de
microorganismos degradadores de hidrocarburos que cualquiera de los
surfactantes empleados en este trabajo para favorecer su biodegradacion. Por

Gltimo, la fraccion de asfaltenos no fue biodegradada tendiendo a acumularse.

Con base en los resultados anteriores, el uso de biosurfactantes puede ser
una alternativa que debe ser tomada en consideracién en trabajos futuros sobre la
biodegradacion de hidrocarburos intemperizados, asi como su posible
participacion en un proceso de lavado de suelo; ademas de aquellos, en donde se

evalué la biodisponibilidad; aunado todo esto, a que hay escasos reportes
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bibliograficos sobre Kjebsiella pneumoniae como productor de biosurfactantes, asi

como la evaluacion de sus propiedades fisicoquimicas.

En cuanto al proceso de obtencion del surfactante, todavia es necesario
optimizar su produccion, a fin de abatir costos y por lo tanto hacerlo competitivo
con los productos comerciales. También es necesaria una evaluacion de su uso
en diferentes tipos de suelo contaminado, cuyo analisis permitira que sea tomado
en consideracion como una buena alternativa de tratamiento tanto técnica como
econdémicamente viable.
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6.- CONCLUSIONES

Se selecciond el biosurfactante producido por la cepa de Kilebisella
pneumoniae, asi como un surfactante sintético de referencia: Tergitol NP-10,
debido a que presentaron los mayores valores de actividad emulsificante,

estabilidad de emulsidn y eficiencia en el lavado de suelos.

El biosurfactante producido Klebisella pneumoniae fue mas eficiente que el

Tergitol NP-10 en remover los hidrocarburos y sus fracciones por cantidad de
surfactante empleado, en el siguiente orden: asfaltenos > alifaticos > HTP >

aromaticos > polares.

La remocién de HTP y sus fracciones removidas por los surfactantes
seleccionados, fueron mayores en los dos primeros lavados (excepto

asfaltenos y polares).

En los estudios de biodegradacién se concluye que el biosurfactante producido
por Klebisella pneumoniae fue capaz de favorecer la biodegradacion de la

fracciones alifatica y aromatica en un 95.4 % y 81.9% respectivamente.
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7.- RECOMENDACIONES

Aplicar el biosurfactante en otro tipo de sistemas de biodegradacion y ante otro

tipo de contaminantes hidréfobos a fin de ampliar su aplicacion potencial.

Determinar el tipo de moléculas que se degradan de la fraccion aromatica,
mediante un analisis de cromatografia de gases-especrometria de masas, a fin
de evaluar si la aplicacion de biosurfactantes favorece la biodegradacion de los

HAP de interés ambiental.

Determinar la remocion de la fraccion de asfalténos por el biosurfactante de
Klebsiella pneumoniae en otro tipo de suelos, con la finalidad de conocer su
efectividad de remocion.
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ANEXO

Balance de carbono

Se realizd estimando el contenido del carbono de cada una de las posibles fuentes
de carbono presentes en cada unidad experimental, con base al siguiente balance:

Carbonoyya = Carbonoyrpres + Carbonoconsumido
Como:

Carbonoconsumido = Carbonobiomasa + Carbonocoz + Carbonosubproductos

Entonces:

Carbonoyotal inicial = Carbonoyrp + CarbonOmateria organica + Carbonog,+. + Carbonogiem. inoc.

Nota: la biomasa inicial del inoculo es practicamente despreciable.

Como al final del experimento el carbono se pudo haber degradado 6

desorbido, por lo tanto los HTP totales se expresan de la siguiente manera:

Carbonoyre = Carbonogiomasa + Carbonoce; + Carbonogysproductos ¥ Carbono esigual

Nota: el carbono de biomasa es el estimado respecto a un rendimiento teérico sobre
consumo de HTP.

Substituyendo en la ecuacion inicial de balance, se obtiene el balance global:

Carbonoratal inicial = CarbonNogiomasa + Carbonocoz + Carbonogpproductos +

Carbonoresigual + CarboNOmateria organica + CarbonOsyrfactante

De la ecuacion de balance global es posible calcular todos los miembros, a
excepcion del carbonOsuproductes, €l cual sera calculado por diferencia. A

continuacion se detallan los calculos realizados.
Calculo de carbono de biomasa

Con base al rendimiento global de biomasa por gramo de HTP consumido,
se tiene de bibliografia (Rhem y Reed, 1986), es de 0.74 g de biomasa/g de HTP

consumido, por lo tanto:

104




mg de HTP consumido. 0.74 mg de biomasa mg de biomasa
X =
U.E. mg de HTP cons. U.E.

De bibliografia (Rhem y Reed, 1986), se tiene que el contenido de carbono
en las células es de 0.459 mg de carbono/mg de biomasa, por lo tanto:

mg de biomasa 0.459 mg de carbono mg de carbono
X =
U.E mg de biomasa U.E
Carbono de CO; (tedrico).

Suponiendo que el carbono consumido que no se utilizé para la produccion
de biomasa, se fue a CO,, por lo tanto:

mg de HTP consumido (1-0.74) mg de CO;, mg de CO,
X =
U.E. mg de HTP consumido U.E.

Como el peso molecular del CO, es 44, por tanto el contenido de carbono
en la molécula del CO, es de:

12 mg de carbono
---=0.27
44 mg de CO,
Por lo tanto:
mg de CO; 0.27 mg de carbono mg de carbono
X =
U.E. mg de CO; U.E.

Carbono de HTP totales o residuales

Se calcula el contenido de carbono en diferentes moléculas representativas de las
especies presentes en los hidrocarburos, por lo tanto se seleccionan las
siguientes:

Alifaticos

2-metil nonano, con férmula: C1gH22, contenido de carbono: 120/142 = 0.845
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1-metil 2-etil ciclopentano, con farmula: CgHsg, contenido de carbono: 96/112 =
0.857.

Aromaticos

1,2,7-metil naftaleno, con férmula: C43H43, contenido de carbono: 156/169 = 0.92
Pireno, con férmula: CysH1g, contenido de carbono: 192/202 = 0.905

Pofares.

Orto-cresol, con férmula: C;Hy0, contenido de carbono: 84/102 = 0.82

Acido palmitico, con formula C4gH320-2, contenido de carbono: 192/256 = 0.75
Promediando los valores obtenidos de cada fraccion se tiene:

0.845 mg de carbono

mg de HTP
Por lo tanto:
mg de HTP residuales 0.845 mg de carbono mg de carbono
X =
U.E. mg de HTP U.E.

Carbono de suelo

Se estima que en el suelo contiene un promedio del 79% de la materia organica es
de carbono, por lo tanto en nuestro suelo seleccionado contiene un 8.88% de
materia organica, entonces:

8.88 mg de materia organica 0.79 mg de carbono 2000 mg de suelo
X X -
100 mg de suelo mg de materia organica U.E.

140.3 mg de carbono

U.E.
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Carbono de surfactantes
Tergitol NP-10

Formula: CasHs1O11, peso molecular: 682, contenido de carbono: 420/682 = 0.615
mg de carbono/mg de Tergitol NP-10.

Si se colocod en cada unidad experimental: 157.8 mg de Tergitol NP-10, por o
tanto:

0.615 mg de carbono 157.8 mg de Tergitol NP-10 97.047 mg de carbono
X =

mg de Tergitol NP-10 U.E. U.E.

Biosurfactante

Se presume que el biosurfactante producido es un derivado de glicolipidos, por lo
que se toman 3 moléculas caracterizadas de estas sustancias:

C16H2006, peso molecular: 317, contenido de carbono: 192/317= 0.606 mg de
carbono/mg de biosurfactante.

Cs6He3016, peso molecular: 751, contenido de carbono: 432/751 = 0.575 mg de
carbono/mg de biosurfactante.

C42H71014, peso molecular: 799, contenido de carbono: 504/799 = 0.63 mg de
carbono/mg de biosurfactante.

Promediando los valores obtenidos se tiene: 0.595 mg de carbono/mg de
biosurfactante.

De acuerdo al rendimiento obtenido en el caldo de cultivo con biosurfactante es de
3.22 g de biosurfactantef/litro, como se utilizd 20 ml, entonces se utilizd 64.4 mg
de biosurfactante/U.E.

Entonces:

0.595 mg de carbono 64.4 mg de biosurfactante 38.318 mg de carbono
X - =
mg de biosurfactante U.E U.E
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GLOSARIO DE TERMINOS

Biosurfactante.- Molécula de origen vegetal, animal é microbiano, que posee

una parte hidrofébica y una hidrofilica y por lo tanto tiende a agregarse en las
fases (actividad superficial).

Biodegradacion.- Rompimiento de sustancias organicas por microorganismos.
Actividad enzimatica de microorganismos en suelos estimulados por la adiciéon

de oxigeno (aerobicos) 6 en su ausencia (anaerdbicos) y nutrimentos, en
diversos medios.

Biodisponibilidad.- Disponibilidad de los compuestos quimicos a la degradacion
por microorganismos potencialmente degradadores; disponibilidad de un
quimico toxico a causar un efecto adverso en organismos superiores.

Hidrocarburos poliaromaticos.- Grupo de moléculas, formadas por 2 & mas
anillos bencénicos y en algunos casos sustituidos; alguna son promotores
carcindgeos y por tanto de interés ambiental.

Biorremediacion.- Proceso por medio del cual los organismos vivos degradan 6
transforman los contaminantes organicos a niveles ambientalmente seguros en
suelos, materiales superficiales, agua, lodos y residuos.

Intemperismo.- Disminucién de la biodisponibilidad con el paso del tiempo en el
cual el petréleo derramado cambia de composicidn persistiendo las fracciones
de mayor peso molecular y de dificil degradacion.

Hidrocarburos alifaticos.- Fraccion del petréleo compuesta principalmente por
alcanos lineales, ramificados y naftenos los cuales estan compuestos por 2 6
mas anillos constituidos de 5 6 6 atomos de carbono, se encuentran entre el
40-60% en el petroleo.

Hidrocarburos aromaticos.- contiene por lo menos una molécula de anillo
aromatico con alguna(s) molécula(s) sustituyente(s) derivado del benceno,
tolueno y xileno; en esta se encuentran ademas los hidrocarburos
poliaromaticos (HAP), naftenoaromaticos, y compuestos ciclicos del azufre,
representan del 20-45% del total de los hidrocarburos.

Asfaltenos.- Conocidas también como resinas estan formados por la fraccion
policiclica de alto peso molecular de los crudos en los que se incluyen atomos
de O, S y N, constituyen los extremos pesados del petroleo y de alto peso
molecular de las series naftenoaromaticas y aromaticas, representan del 10-
30% de los hidrocarburos.

Hidrocarburos totales del petroleo.- contenido total de hidrocarburos en una
muestra, cuantificada por métodos establecidos.

Derrame de hidrocarburo.- Descarga accidental ¢ intencional de hidrocarburos
el cual puede alcanzar diferentes estratos y medios.
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Remediacion.- Limpieza u otros métodos para remover o contener un derrame
de materiales peligrosos en el medio ambiente.

Surfactante.- Una sustancia de origen natural 6 sintético que promueve la
solubilizacion, mojado y emuisificaciéon de diversos tipos de compuestos
quimicos.

Sorcion.- Efecto combinado de adsorcion y/o absorcion. La sorcion ocurre
cuando un ion 6 moiécula disuelta se adhiere a la superficie de un sélido ¢ se
disuelve en el sélido.

Adsorcion.- Proceso mediante el cual atomos, iones 6 moléculas son retenidos
por la superficie de un material a través de procesos de intercambio iénico.

Absorcion.- Proceso por el cual un liquido penetra en la estructura soélida de las

fibras absorbentes o particulas las cuales se hinchan por efecto del acomodo
del liquido.
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