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RESUMEN

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la adicion de
tolueno en la biodegradacion de hidrocarburos totales del petroleo (HTP)
de un suelo intemperizado contaminado con petroleo y en la respiracion
microbiana. Para cuantificar los HTP en un suelo intemperizado se
modifico la técnica del método oficial de la EPA 8440 que se considera
como una contribucidén importante.

Un suelo contaminado con petroleo por mas de 100 afios e intemperizado
(suelo de estudio), fue colectado en un sitio cercano a una refineria
localizada en el estado de Veracruz. De la rizésfera de una planta nativa
(Cyperus laxus Lam) del sitio, se aislé un consorcio microbiano adaptado
a concentraciones elevadas de hidrocarburos, el cual se utilizé para
estudiar la biodegradacion de los HTP.

Se evalud el efecto de la adicion a bajas concentraciones de tolueno
(2175, 4350 y 8700 mg de tolueno/Kg de mezcla de suelo artificial seco)
en la biodegradacion de HTP y en la respiracion microbiana, en el suelo
de estudio con 80 000 ppm de HTP, donde se adicioné tolueno, en algunos
casos se realizé al momento de inocular y en otros 24 horas antes, lo que
favorecio el consumo de oxigeno y duplicd la degradaciéon de HTP con
respecto al control sin disolvente. El efecto sobre el consumo de oxigeno
y la biodegradacion de HTP, debido a la adicion de tolueno, es mayor a

una concentracion de 4350 mg de tolueno/Kg de mezcla de suelo artificial
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seco que a 2175 y 8700 mg de tolueno/Kg de mezcla de suelo artificial

SecCo.

Al repetir un experimento, un afo después con 4350 mg de tolueno/Kg de
mezcla de suelo artificial seco adicionado 24 horas antes de inocular, se
encontré que el efecto de la adiciéon del tolueno es el mismo en la
relacion biodegradacion (biodegradacion sin tolueno/biodegradacion con

tolueno), bajo las mismas condiciones experimentales.

Se obtuvieron los espectros iInfrarrojos de las muestras con una
concentracion de 4350 mg de tolueno/Kg de mezcla de suelo artificial seco
adicionada y sin tolueno a los 24 y 50 dias de cultivo. Encontrando a los
24 dias compuestos polares, debido a los productos intermediarios de la
biodegradacion. A los 50 dias, estos compuestos no se encontraron debido
posiblemente a la mineralizaciéon de los mismos. En 50 dias de cultivo se
degradd un méximo de 38% de los HTP inicial adicionando tolueno 24 horas
antes de inocular, a una concentracion de 4350 mg de tolueno/mezcla de

suelo artificial seco.

Los resultados obtenidos confirman que es factible el uso de tolueno a
bajas concentraciones para mejorar la biodegradacion de HTP en un suelo
intemperizado, por lo que este tratamiento podria ser aplicable a otros
suelos intemperizados altamente contaminados con hidrocarburos, siguiendo

la estrategia propuesta.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La contaminacion forma parte de la vida moderna, una de las
causas principales es el uso de combustibles derivados del
petroleo, durante el proceso de extraccion, manejo Yy
disposicion, ademas al oxidarse liberan al ambiente productos
toxicos para casi todas las formas de vida. Antes esto no
parecia complicado, progreso era sinénimo de bienestar social,
las industrias no tenian mayor problema para deshacerse de sus
residuos puesto que eran vertidos en los cauces de los rios o
dejados a la intemperie (Canby, 1993). Sin embargo cuando la
velocidad de produccién de residuos supera a la velocidad de
desintegracion en el ambiente, surge la contaminacion; este se
agudiza gradualmente en las ciudades industrializadas donde se
puede observar en todas sus modalidades: en el aire, en el agua
y en el suelo, de modo que el progreso se ha convertido en un
sindonimo de dafo ecoldégico.

El tratamiento de un suelo contaminado puede efectuarse en fase
s6lida o suspension de suelos (slurry phase). El proceso de
biodegradaciéon de hidrocarburos en suelo puede ser controlado
por la transferencia de masa. Cuando se trabaja con
hidrocarburos en suelos intemperizados (Carmichael y col.,1997)
el paso que limita, el proceso es la transferencia de masa.

Para incrementar la tasa de desorcién de hidrocarburos se ha
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propuesto el wuso de surfactantes (Lee y Merlin, 1999) vy
solventes (Castaldi, 1993). Los surfactantes han mostrado
efectos contradictorios (Liu y col_.,1995) vy tienen Ila
desventaja de incrementar la formacién de espuma en un reactor
con agitacion. En cuanto al uso de derivados del petréleo se ha
preferido a los de baja toxicidad: aceite de parafina (Jiménez
y Bartha, 1996). Villemur y col. (2000) utilizaron aceite de
silicon para mejorar la degradacion de hidrocarburos
poliaromaticos, la adicién de 15% de aceite (v/v) a una
suspension con 30% de suelo (p/v) incrementd la biodegradacion.
Sin embargo, se ha demostrado que la tolerancia de los
microorganismos y estimulacion de la biodegradacion aumenta el
espectro de posibles solventes que pueden utilizarse, como es
el caso del tolueno (Robertson y Alexander, 1996).

Es poco lo que se ha publicado sobre el tratamiento de suelos
intemperizados en fase soOlida aplicando solventes para mejorar
la biodegradaciéon. Debido a esto surgié como interés de este
trabajo: (i) incrementar la desorcién de HTP en un suelo
intemperizado mediante la adicién de un solvente a bajas
concentraciones, (i) incrementar la velocidad de

biodegradacion de HTP.

El trabajo se realizd en tres partes, en la primera se

desarrollé una técnica para cuantificar hidrocarburos totales

10
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del petroleo en un suelo intemperizado, modificando el método
EPA 8440, wutilizando 1los propios HTP para una correcta

determinacion.

Durante la segunda parte, se selecciond un soporte para la
unidad experimental que fue 1la agrolita. Se cuantificdé Ila
sorcion de hidrocarburos totales del petroleo, debido a que la
agrolita estada constituida principalmente por silicato de
aluminio, similar a 1los componentes de las arcillas que
retienen hidrocarburos, y se encontré6 que puede retener una
concentracion aproximadamente de 70 mg de HTP/g de agrolita

seca.

En la tercera parte, se realizaron cinéticas de respiracion y
biodegradacion de hidrocarburos totales del petroleo en el
suelo contaminado, observando el efecto de la adicién de bajas
concentraciones de tolueno (2175, 4350 y 8700 mg de tolueno/Kg
de mezcla de suelo artificial seco) al inicio del proceso.

Se realizé una iInvestigacion utilizando tolueno a bajas
concentraciones para cambiar la polaridad del ambiente suelo-
agua, influenciando la particion y la consecuente
biodisponibilidad de los HTP en un suelo intemperizado. Se
adicioné tolueno debido a: (i) disuelve HTP, (ii) es una fuente

de carbono y (i1i) incrementa la biodisponibilidad de HTP.

11
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Se sabe que algunos solventes en concentraciones altas son
toxicos para los microorganismos. De esta manera, se planted la
siguiente hipodtesis: La adicion de bajas concentraciones de
tolueno al inicio del proceso, favorece la biodegradacion de
hidrocarburos totales del petréleo en suelos intemperizados,

que resultd verdadera.

12
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JUSTIFICACION
En México, durante los procesos de extraccion, refinacion,
transporte y uso del petrdleo, éste es derramado
accidentalmente al ambiente todos los afos. Lo anterior,
representa una problematica que es necesario resolver porque
actualmente existen suelos contaminados con petroleo que
permanecen largos periodos de tiempo a la intemperie, los
cuales son Illamados suelos intemperizados porque la fraccioén
mas volatil del petréleo se evapord, lo soluble lixivido a suelo
mas profundo o aguas subterraneas, y lo facilmente degradable
ha sido biodegradado por los microorganismos nativos. De este
modo, se genera un suelo que contiene contaminantes mas
recalcitrantes que los originales, en donde también se presenta
una baja biodisponibilidad tanto de contaminantes como de
nutrientes (Tezak y col.,1994), es decir, cuando un compuesto
ha permanecido por un largo periodo de tiempo en el suelo
tiende a migrar hacia los poros y microporos del suelo, sitios
a los cuales no tienen acceso los microorganismos (Alexander,
2000). En este contexto la biodisponibilidad es la facilidad
relativa con la que un compuesto puede ser usado por los
microorganismos nativos del suelo y se puede entender como la
suma del efecto neto entre la desorciéon y la biodegradacion.

Asi la Dbiodisponibilidad de Jlos compuestos sorbidos es

13
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inversamente proporcional a la tasa de desorcion.

Para que éstos compuestos estén disponibles para los
microorganismos (biodisponibles) deben difundir para llegar a
la superficie del suelo.

En los suelos intemperizados los problemas difusionales de
transferencia de masa llegan a controlar los procesos de
biodegradacion, es decir, los contaminantes no se encuentran
accesibles para los microorganismos nativos para su
biodegradacion, en otras palabras, el contaminante no esta
biodisponible. Gutiérrez-Rojas (2000), menciona tres
estrategias para incrementar la biodisponibilidad de los
contaminantes, una de ellas es la adicién de disolventes
organicos. Se ha visto que la biodegradacion es proporcional al
volumen del disolvente, lo cual se debe a la unidon de las
bacterias a la interfase disolvente-agua.

Con el fin de favorecer la biodegradacion de los hidrocarburos
del petroleo se pueden usar disolventes organicos (Lin, 1996)
que iIncrementan la transferencia de masa, es decir, que ayudan
a dispersar los contaminantes a niveles moleculares,
promoviendo la formacién de una fina capa, la cual actua como
interfase para la union de microorganismos degradadores. Sin
embargo, poco se ha estudiado en este tema. Heipieper y col.

(1994) mencionan que algunas Dbacterias soportan altas

14
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concentraciones de disolventes téxicos transformando los &acidos
grasos de sus membranas de cis-insaturados por trans-

insaturados.

15
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1 REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Composicion del petroleo

La proporcién y composicion del petroleo varia de acuerdo a su
origen, almacenamiento, refinacién y su alteracion por las
condiciones ambientales. Los compuestos que se obtienen al
fraccionar el petréleo crudo 6 hidrocarburos totales del
petroleo (HTP), pueden clasificarse en cuatro principales
grupos de acuerdo a su solubilidad en disolventes organicos:
alifaticos, aromaticos, polares 6 resinas y asfaltenos (Tissot
y Welte, 1982). En suelos intemperizados, los hidrocarburos
alifaticos incluyen alcanos ramificados (parafinas) y de cadena
lineal, ademas de cicloalcanos con diferente numero de anillos
y cadenas laterales (Hueseman y Moore, 1993). Estos compuestos
son predominantes en un 40-60% del total de los hidrocarburos.
Los hidrocarburos aromaticos sencillos, son compuestos como el
tolueno, benceno, xileno, naftalenos y bifenilos. Los
aromaticos tri y policiclicos, presentes en menor cantidad son:
fenantreno, antraceno, criseno benzofluoreno y pireno, los
cuales en total representan entre el 20 y 45% del total de los
hidrocarburos. Los compuestos polares de bajo peso molecular se
forman como consecuencia de la degradacion microbiana de
compuestos alifaticos y aromaticos (Huesemann y Moore, 1993);

en los productos de la biodegradacion se han identificado

16
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principalmente cetonas y ésteres, ademas de cicloalcanos vy
aromaticos (Riis y col.,1996). Las resinas y los asfaltenos
estan formados por la fraccion policiclica, de alto peso
molecular, de los crudos en los que se incluyen atomos de N, S
y 0; constituyen los extremos pesados del petréleo de alto peso
molecular de las series aromaticas, que representan del 10% al
30% de los hidrocarburos en suelos intemperizados.

Brubaker (1991), reporté que los hidrocarburos poliaromaticos
estan presentes en mezclas de hidrocarburos pesados Yy
particularmente en el chapopote. Estos compuestos son
insolubles en agua y se adsorben fuertemente a los sélidos.
Mansoori (1992), vreporté que el grupo de los asfaltenos
constituye la fraccién mas pesada en el petréleo y se define
como el grupo de compuestos que precipita en presencia de un
alcano de punto de ebullicidon bajo como el n-pentano. Hay una
relacion intima entre los asfaltenos, resinas y los
hidrocarburos policiclicos de alto peso molecular. Se supone
que los asfaltenos se forman como resultado de la oxidacién de
las resinas naturales. Algunas de las propiedades quimicas de
los asfaltenos incluyen: (i) su hidrogenaciéon produce
hidrocarburos poliheterociclicos aromaticos (hidrocarburos
policiclicos aromaticos con atomos de oxigeno y azufre en

cantidades variadas); (ii) un calentamiento por encima de 300-

17



, CAPITULO 1
REVISION BIBLIOGRAFICA

400°C, los descompone, formando carbono y productos volatiles;
(it1) la reaccion con acido sulfurico forma acido sulfonico,
como podria esperarse basandose en su estructura poliaromatica.
Se han realizado esfuerzos considerables para caracterizar las
moléculas que constituyen al grupo de los asfaltenos (Espinat,
1993; Mansoori, 1996) mediante estudios de estructura quimica,
y analisis elemental. Mansoori (1996), ha intentado postular
una estructura modelo basandose en métodos fisicos y quimicos.

En la Figura 1 se muestran las estructuras propuestas para este

tipo de compuestos.

Figura 1 Modelos tridimensionales para los asfaltenos (A y B),
modelo bidimensional (C). Mansoori en 1996.

Debido a su complejidad, los asfaltenos, con mucha certeza, son
una fracciéon no biodegradable de los contaminantes en suelos
intemperizados (Medina, 1999) y esto explica que frecuentemente
se encuentra una cantidad elevada de asfaltenos en los suelos

intemperizados (Abelson, 1990).

18
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1.2 Suelos contaminados con petréoleo y derivados en México

En México, la produccion de petroleo crudo 3 millones 370 mil
barriles de produccion diaria (Pemex, 2004). Se estima que el
0.9% del petroleo crudo es derramado accidentalmente al
ambiente durante los procesos de extraccion, refinacion,
transporte y uso; una parte es derramada al mar, lagos, suelos
y a la atmosfera todos los afos. En los ultimos afios, se han
tomado medidas para cuidar el medio ambiente, como por ejemplo
muchos ductos tienen recubrimientos para reducir la corrosion.
Ademas, el disefio, construccién y manejo de presas de desechos
han mejorado y se encuentran mucho menos problemas por
filtraciones y escurrimientos (Vinalay, 1998). Respecto a los
suelos contaminados, el inventario de suelos afectados
disminuyé de 1,575 a 1,497 hectareas (Petroleos Mexicanos,
2001) debido a las medidas que se tomaron para descontaminar y
evitar contaminaciones accidentales, aun asi hay grandes areas
que se encuentran contaminadas por la iIndustria petrolera que
genera mezclas de hidrocarburos con una gran variedad de
caracteristicas quimicas.

Por otra parte, la textura general de un suelo depende de las
proporciones de particulas de distintos tamafios que lo
constituyen. Las particulas del suelo se clasifican como arena,

limo y arcilla.

19
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Las particulas de arena tienen diametros entre 2-0.05 mm, las
de limo entre 0.05 y 0.002 mm, y las de arcilla son menores de
0.002 mm. Probablemente el componente mas importante del suelo
en relacion con la persistencia de sustancias téxicas son las
arcillas. La persistencia de que aumenta en cuanto mas pequefias
son las particulas, debido a que aportan una gran area
superficial para la absorcién de los productos quimicos.

Las propiedades quimicas del suelo mas afectadas por un derrame

de hidrocarburos son:

e Aumento del carbono organico ya que el 80% del carbono

del petroleo crudo es oxidable

e Disminucion del pH, debido a la acumulacién del carbono

organico y generacion de acidos organicos.

e Aumento del manganeso y hierro intercambiable

e Aumento del fésforo disponible (SEMARNAP, 1996).
Se considera la biorremediacién como una de las medidas mas
apropiadas para la restauracion de muchos sitios
contaminados con hidrocarburos (Ledesma y col., 1994).
1.3 Biodegradacion del petrdoleo
El petréleo es una fuente rica en materia organica, y los

hidrocarburos que contiene son susceptibles de ser atacados por
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diferentes grupos de microorganismos (Murado y col., 1996;

Ferrer, 1997; Zhu y col., 2001).

En la mayoria de los casos, la biodegradacién de hidrocarburos
es un proceso aerobio. Sin embargo, hay evidencias de
biodegradacion de hidrocarburos en condiciones anaerobias
(Reiser-Robers; 1996); también se conocen bacterias y hongos
termofilicos capaces de degradar hidrocarburos a temperaturas

que oscilan entre los 55° y 77°C.

El trabajo desarrollado por Roldan-Martin (2003), destaca que
al emplear grano verde de café en biopilas para el tratamiento
de suelos contaminados con hidrocarburos, con una concentracioén
inicial de 58 000 ppm de HTP y al final de 38 000 ppm, se
presenta menor compactacion del sistema, se logran niveles
altos de remocion y la actividad fungica se ve iIncrementada en
el sistema.

La biodegradacion del petroleo se lleva a cabo por la via de la
oxidacion. Para el caso de los hidrocarburos, como alcanos y
alquenos, implica la incorporacion de oxigeno molecular. Esta
asimilacion la puede llevar a cabo un gran grupo bacterias,
entre las que se encuentran miembros del género Pseudomonas y
del grupo corineformes y actinomicetos, especialmente de los

géneros Mycobacterium y Norcardia (Parés y Juarez, 1997). En la
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Tabla 1 se listan los géneros mas comunes de levaduras, hongos

y bacterias que tienen la capacidad degradar hidrocarburos de

petroleo (Murado y col., 1996; Zhu y col., 2001; Ferrer,

1997) .

Tabla 1. Géneros mas comunes de levaduras, hongos y bacterias que

tienen la capacidad degradadora del petréleo.

Generos de Géneros de Géneros de
Levaduras Bacterias Hongos
Candioa Chromobacterium Micrococcus Acremonium Gliocladium
Cryptococeus Corynebacterium Mycobacterium Aspergillus Graphium
Endomyces Cytophaga Nocardia Aureobasidium Humicola
Hansenyla Flavobacterium Proteus Beauveria Monilia
Mycotorula Achromobacter Pseudomonas Botrytis Mortierela
Pichia Erwimia Sarcina Candida Paecelomyces
Rhodotorula Acinetobacter Serratia Chryisosporium Peniciflium
Torulopsis Alcaligenes Spiriflum Cladosporium Rhodotorula
Trichsporon Arthrobacter Streptomyces Cochlobolus Saccharomyces
Bacillus Vibrio Cylindrocarpon Spicardia
Brevibacterium Xanthomonas Debaryomyces Tolypocladium
Fusarium Thrichoderma
Geotrichum Verticillium

Fuente: Murado y col., 1996;

Ferrer, 1997; Zhu y col., 2001.

Yong y col. en 1992 identificaron el orden en el que se

biodegradan los hidrocarburos del petréleo, este orden es el
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siguiente: alifaticos de cadena lineal, > alifaticos de cadena
ramificada, >compuestos monoaromaticos (benceno, tolueno,
etilbenceno y xileno) >compuestos con dos 6 mas anillos, > los

compuestos poliaromaticos.

ElI tipo mads comin de oxidacidén de los hidrocarburos parafinicos
(cadena larga), es la oxidacién monoterminal hasta un &cido
graso, seguido por la p-oxidaciéon de éste ultimo. El primer
producto de ésta secuencia es un alcohol primario. Cuando el
hidrocarburo capta oxigeno molecular se forma el hidroperoxido
intermediario (Figura 2). Esta asimilacion puede ser llevada a
cabo por grupos diferentes de bacterias, hongos y levaduras

(Eweis y col., 1998).

R—CH;—CHy + 0 —> R—CH;—CH, —2H> R—CH,—CH,—OH + H,0
_ O—OH
hidrocarburo hidroperoxido alcohol

Figura 2. Oxidacioén de hidrocarburos de cadena larga

Los alcanos de cadena corta, también pueden ser oxidados en la
parte subterminal para producir metilcetonas. Este tipo de

oxidacion se le conoce como oxidacion subterminal (Figura 3).
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R—CHy—CHs + 02 — = R—CH—CHs %» R—CH—CHz=2H R ¢ CHj,
|
. —OH H
hidrocarburo alcohol )
de cadena hidroperoéxido . metilcetona
corta secundario

Figura 3. Oxidacion de hidrocarburos de cadena corta

Pseudomonas aeruginosa crece sobre 2-metilhexano y produce una
mezcla de acidos, como se muestra en la Figura 4 (Coorson,

1995) .

2-metilhexano — acido 5-metilhexanoico + acido 2-

meti lhexanoico

Figura 4. Oxidacion de 2-metilhexano por P. aeroginosa hasta sus
respectivos acidos

Esto sugiere que el microorganismo debe ser capaz de atacar la
cadena de hidrocarburos por cualquiera de los dos extremos. Un
fendmeno parecido a la oxidaciéon biterminal se ha descrito en
la oxidacion del decano y el dodecano por una cepa de
Corynebacterium (Parés y Juarez, 1997).

La mayor parte de la informacion disponible sobre la
biodegradacion de compuestos aromaticos se ha derivado del
estudio de especies del grupo Pseudomonas, aunque también puede
Ilevarse a cabo por corineformes, actinomicetos y posiblemente,
por miembros del género Spirillum y bacilos espordgenos

facultativos. También por hongos de los siguientes géneros:
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Acremonium, Aspergillus, Gliocladium, Graphium, Aureobasidium,
Humicola, Beauveria, Monilia, Botrytis, Mortierela, Candida,
Paecelomyces, Chryisosporium, Penicillium, Cladosporium,
Rhodotorula, Cochlobolus, Saccharomyces, Cylindrocarpon,
Spicardia, Debaryomyces, Tolypocladium, Fusarium, Thrichoderma,
Geotrichum y Verticillium.

De forma general, la degradacién aerobia de un compuesto
aromatico implica la accion de las enzimas mono y dioxigenasas,
que lo transforman en un fenol dihidrico, y se trata por tanto
de vias catabolicas convergentes. Algunos de los intermediarios
en tales vias, son: el catecol, protocatecuato y el gentisato

(Figura 5) (Madigan, 1998).

oH HooC OH HO COOH
OH OH OH
Catecol Protocatecuato Gentisato

Figura 5. Catecol, protocatecuato y gentisato

Los hongos también han sido evaluados para la degradaciéon de
hidrocarburos. Boldu y col. (2002), estudiaron el papel del
hongo Cladophialophora sp., en Qla degradacion de benceno,
tolueno, etilbenzeno y xileno. ElI hongo no fue capaz de
degradar el benceno, pero degradd los compuestos alcalinizados

(tolueno, etilbenzeno y xileno). ElI mecanismo de degradacion
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fue una combinacidon de asimilacién y cometabolismo. ElI tolueno
y el etilbenzeno fueron usados como Tfuente de carbono vy
energia. En el proceso degradativo actua la enzima
monooxigenasa la cual se encarga de la degradacion del tolueno,
etilbenzeno y el xileno.

Madigan (1998), reporta cepas bacterianas que pueden utilizar
hidrocarburos como unica fuente de carbono, aunque conserven la
propiedad de utilizar mas rapidamente otros sustratos para el
crecimiento. Ciertos hidrocarburos se utilizan Unicamente como
co-sustratos, es decir, el organismo utiliza otro sustrato como
fuente de energia y simultaneamente oxida al hidrocarburo. Este
altimo no es oxidado completamente sino en una o dos etapas.
Este mecanismo se conoce como co-metabolismo.

También demostraron que la composiciéon quimica del petréleo y
la temperatura en el cultivo tienen un efecto importante en el
consorcio bacteriano y en su eficiencia de biodegradacion.
Keigji y <col. en 1997, vreportaron que al vrealizar Ila
biodegradaciéon de petrdéleo con bacterias Acinetobacter T4, se
obtuvo una degradacion del 12 al 20%, y para un consorcio
aislado del mar (SM8) la degradacion fue del 19 al 34%, con
diferentes tipos de petréleo (Arabian light, Dubai, Shengli y
Maya). Sin embargo, los compuestos saturados con peso molecular

mayor de 500 kDa no eran degradados por estos microorganismos.
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Gutiérrez-Rojas (2000), reporta que la biodegradacion de suelos
contaminados con petréleo, en un ambiente natural, puede estar
restringida principalmente por tres factores: (i)los
microorganismos nativos son deficientes para aprovechar los
hidrocarburos como fuente de carbono y/o energia, (ii) Ila
transferencia de masa esta limitada (biodisponibilidad) vy

(iii)los compuestos intermediarios del metabolismo son téxicos.

1.4 Suelos contaminados e intemperizados y biodisponibilidad
En suelos contaminados por largos periodos que permanecen a la
intemperie, los compuestos llegan a ser inaccesibles para los
microorganismos por las fuertes interacciones que se producen
entre los contaminantes y el suelo. Cuando aumenta el tiempo de
permanencia, el contaminante llega a estar progresivamente
menos biodisponible para los microorganismos del suelo (Kelsey
y col.,1997), las moléculas contaminantes interactuan con los
suelos, dependiendo de la naturaleza de las moléculas, del
tamafio de particula (arcillas son menores de 0.002 mm) y de la
composicion de los suelos que las alojan.

La fase solida del suelo es wuna mezcla de materiales
inorganicos que determinan su estructura. La fraccion
inorganica esta compuesta por fragmentos de rocas y minerales

de diferente tamafio y composicidon. De acuerdo al tamafo, las
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fracciones del suelo se clasifican en arena, limo y arcilla. La
arena es de tamafio uniforme (0.02 - 2.0 mm) aunque de formas

irregulares, es quimicamente inerte y no tiene carga eléctrica,

por tanto tiene una baja capacidad de intercambio idénico (Kim,
1994). El limo tiene un tamafio intermedio (0.002 - 0.02 mm) y
presenta caracteristicas que estan entre la arena y las
arcillas. Las arcillas son las particulas mas pequefias (menores
de 0.002 mm), posee carga negativa y es el constituyente
inorganico mas activo en el suelo. Su presencia confiere al
suelo una alta capacidad de intercambio catidénico (Cresser y
col.,1993). Las arcillas y la materia organica son los
constituyentes del suelo que adsorben (superficie externa) y
absorben (superficie interna) mas compuestos exégenos. Cuando
se trata de moléculas de elevado peso molecular, estas se
retienen en las superficies minerales por enlaces de hidroégeno
y, en el caso de compuestos de bajo peso molecular por
intercambio i6nico. Las arcillas tipo 1:1, como la kaolinita,
tienen menor capacidad de sorcion debido a que las moléculas
s6lo se adsorben en las superficies externas. En las arcillas
2:1, como es la montmorillonita, ocurre tanto adsorcidén como

absorcion de contaminantes, iIncrementandose la capacidad de

sorcion (Weber y col., 1994). En general, se reconoce que en
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suelos con alto contenido de arcillas se favorece la retenciodn
de hidrocarburos (Geerdink y col., 1996).

La biodisponibilidad de un contaminante organico en un suelo,
puede incrementarse por cualquiera de las siguientes vias: (i)
adicidén de surfactantes sintéticos, (ii) uso de biosurfactantes
y (iii) adicion de disolventes organicos (Gutiérrez-Rojas,
2000) -

1.4.1 Adicion de surfactantes y biosurfactantes

Los surfactantes pertenecen a un grupo heterogéneo de moléculas
que tiene la propiedad de reducir la tension interfacial de las
soluciones acuosas y mezclas de hidrocarburos, modificando la
solubilidad de los hidrocarburos en agua (Boopathy y Manning,

1999) .

Los surfactantes sintéticos frecuentemente aplicados para el
lavado de suelos, debido a su alta solubilidad, movilizan
contaminantes organicos adsorbidos o absorbidos al suelo (Mata-
Sandoval y col., 2000). Sin embargo muchos de ellos no han
mostrado efectos positivos en pruebas de laboratorio ya que
resultan toxicos a altas concentraciones e 1inhiben la
degradacioéon. Incluso puede ocurrir la formacion de un exceso de
espuma que dificulta el tratamiento por ejemplo en un

biorreactor (Laha y Luthy, 1992). A pesar de estos
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inconvenientes, el iInterés por aplicar surfactantes en el
tratamiento de suelos contaminados ha permitido desarrollar
novedosas propuestas como es el uso de lecitina de soya (Fava y
Giola, 2001), que es un surfactante fotogénico aplicado para el
tratamiento de un suelo artificial contaminado con bifenilos

policlorados en un microcosmos de suelo en suspension.

Los biosurfactantes por otra parte, son exopolimeros producidos
principalmente por bacterias, se forman como parte de su
estrategia metabdlica para crecer sobre sustratos donde la
biodisponibilidad es reducida. Los biosurfactantes presentan

caracteristicas similares a los surfactantes sintéticos.

Si bien es posible superar algunos de [l1os i1nconvenientes
mencionados en el tratamiento de suelos con surfactantes, sus
costos y su caracter poco especifico, entre otros aspectos,
promueven la busqueda de otras alternativas para mejorar la
biodisponibilidad y biodegradacion de compuestos hidréfobos. En
este sentido el uso de los solventes organicos es una

altenativa.

1.4.2 Adicion de disolventes organicos

Una alternativa para incrementar la biodisponibilidad en suelos

contaminados con petroleo e iIntemperizados, es adicionar un
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disolvente en un suelo contaminado con petroleo. Los
hidrocarburos se disuelven, lo que facilita su difusion debido
a que las atracciones entre las moléculas de los disolventes
organicos son aproximadamente del mismo tipo y magnitud que las
atracciones entre las moléculas de 1los hidrocarburos del

petrdleo.

Con compuestos hidrofobos puros, se demostré (Efroymson vy
Alexander, 1991) que la adicidon de hexametilnonano promueve la
degradacién de estos compuestos por medio de la adhesion de los
microorganismos a la interfase solvente-agua. Resultados
similares se obtuvieron en la biodegradacion de pireno (Jiménez
y Bartha, 1996), con el uso de aceite de parafina; a diferencia
del uso de heptametilnonano que provocé la inhibicidon de la
actividad bioldgica. Estos resultados se explicaron por la
formacion de emulsiones que contienen a los hidrocarburos a las
cuales se adhieren los microorganismos.

Cuando se tratan de mezclas de compuestos en una FLNA, se puede
también mejorar la biodegradacion por los mecanismos antes
mencionados (Birman y Alexander, 1996). Para una FLNA toxica se
ha propuesto como alternativa el uso de sistemas de tres fases:
FLNA toxica, agua y FLNA no toxica. En este sistema los

compuestos se “concentran” en la fase organica no toéxica y
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entran lentamente a la fase acuosa conforme se consumo en por
los microorganismos, en este ultimo se ha usado para penta-
clorofenol (Munro y Daugulis, 1998).

Los sistemas de tres TfTases también han sido aplicados en
reactores de suelo en suspension.

Si los compuestos hidréfobos estdan en el suelo, como FLNA o
sorbidos, el problema es también incrementar su solubilidad.
Los solventes organicos afectan la lixiviacion (Knedi-kizza y
col., 1987) vy 1la sorcion (Fu y Luthy, 1986) de |los
contaminantes ya que cambian la polaridad del ambiente suelo-
agua-contaminantes alterando [la distribucion. Con métodos
quimicos de tratamiento de suelos contaminados se ha demostrado
que la extracciéon de compuestos aromaticos con la mezcla
acetona:agua (81% v/v) ha sido altamente eficiente en pruebas
piloto (Reiser-Robers,1996). Sin embargo, poco se ha explorado
sobre el uso de solventes para mejorar la biodegradacion de
compuestos contaminantes sorbidos, aunque la extraccion con
solventes se ha empleado como un complemento a oxidaciones
quimicas (Nam y col., 1998). Castaldi (1993), sugirio que los
solventes (tolueno y compuestos fendlicos) en una Tase
anaerobia previa a la degradacion podria promover la
degradacion de los compuestos del suelo, sin embargo no reportd

resultados sobre sus especulaciones. Villemur y col. (2000)
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utilizaron aceite de silicon para mejorar la degradacién de
hidrocarburos poliaromaticos (PAH), la adicion de 15% de aceite
(v/v) a una suspension con 30% de suelo (p/v) incrementd la
biodegradacion un 17%.

Si se combina la extraccién de contaminantes del suelo por
disolventes con la biodegradacion, la principal restriccioén
puede ser la toxicidad (Garcia-Rivero y col., 2002). Algunos
disolventes suprimen o disminuyen el crecimiento y/o el
metabolismo de los microorganismos. Una clasificacion de los
disolventes en cuanto a su toxicidad se basa en el coeficiente
de particion octanol/agua (log Kow), cominmente expresado en
forma logaritmica. Compuestos con un log Kow menor a uno,
normalmente no suprimen la actividad microbiana (Tabla 2), pero
si el disolvente tiene un log Kow entre uno y cinco unidades se

considera altamente toxico (Inoue y Horikoshi, 1989).

Tabla 2. Toxicidad de diferentes disolventes en funcién de Kow

Disolvente Log Kow Toxicidad
Dioxano -1.10 No toxico
Acetona 0.23 No toxico
Benceno 2.00 Toxico
Tolueno 2.40 Toxico
Xileno 3.10 Toéxico
Decano 5.60 No Téxico

Tetradecano 7.60 No toéxico

Fuente: Alexander; 1999.
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Sin embargo, es dificil hacer una seleccién de un disolvente
basandose so6lo en la toxicidad, los disolventes no toxicos son
de tipo polar y por lo tanto, muy poco pueden mejorar la
solubilidad en agua de los compuestos hidréfobos.

Se ha encontrado que los disolventes miscibles en agua son
tolerados en altas concentraciones por Qlos microorganismos
(Catherine y Luthy, 1993). Su aplicacién en la biorremediacion
basicamente se orienta a incrementar la solubilizacién de
compuestos hidrofébicos y mejorar la biodegradaciéon de los

contaminantes.

Por otra parte, se sabe que el efecto dosis respuesta de un
disolvente depende de su concentraciéon en la membrana celular y
no s6lo de la estructura quimica del disolvente (Isken y col.,
1999). Esto implica que cualquier compuesto quimico podria
ejercer un efecto negativo en concentraciones elevadas, pero a
la vez abre la posibilidad de que un microorganismo sea capaz
de utilizar compuestos toxicos o utilizar uno en presencia de
otro compuesto toxico.

Sikkema y col. (1995) reportan que la adicidén de hidrocarburos
aromaticos es toxica para los microorganismos, porque estos

disuelven la membrana celular. Por lo tanto, el factor critico
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de la biodegradacién de hidrocarburos aromaticos en sitios
contaminados, es la tolerancia a éstos compuestos.

Isken y De Bont (1996) reportaron que cuando el tolueno es
adicionado en concentraciones bajas, menores a 1% v/v, éste se
acumula dentro de las células por unos minutos y desestabiliza
el orden de los lipidos, causando una isomerizacion de cis a
trans en los &cidos grasos insaturados, obteniendo asi una
barrera mas impermeable a los solventes, este mecanismo se
conoce como adaptacion homeoviscosa. Otros autores (Heipieper y
col., 1994; Ramos y col., 1997), reportan que algunas bacterias
soportan altas concentraciones de disolventes toxicos con un
aumento en la rigidez de la membrana celular, como resultado
del incremento de los niveles de isOmeros trans de los acidos
grasos insaturados.

1.5 Extraccion y cuantificacion de HTP

Para un suelo contaminado con petréleo, la extraccion de HTP se
realiza por medio de la técnica EPA 3540, un método para la
extraccion de compuestos organicos semivolatiles de los
solidos, se efectua por medio de un dispositivo Soxhlet que
asegura el contacto intimo de la matriz de la muestra con el
disolvente, obteniendo aceites minerales denominados HTP. Una

vez obtenidos dichos compuestos, se cuantifican

35



, CAPITULO 1
REVISION BIBLIOGRAFICA

gravimétricamente, por espectroscopia infrarroja o]
cromatografia de gases (Método IMP-QA-620 y EPA 8440).

En la cuantificacion de HTP por espectroscopia infrarroja de
suelos contaminados con petroleo no intemperizados, el método
de la EPA 8440 es apropiado, puede usarse un disolvente que
preferentemente no absorba la radiacidon infrarroja en la region
que absorbe la muestra, como por ejemplo con percloroetileno
(CoClLy).

1.6 Productos intermediarios durante la biodegradacion de
hidrocarburos

Durante el proceso de biodegradacién de hidrocarburos se forman
compuestos intermediarios que contienen grupos carbonilo
(cetonas, aldehidos y acidos), que se detectan por
espectroscopia infrarroja en el intervalo de 1950 y 1550cm™
tienen (Volker y col., 1996). La vibracion por alargamiento del
carbonilo, se caracteriza por absorcidon en toda esta region;
cetonas, aldehidos, acidos, amidas y carbonatos tienen bandas
de absorcién alrededor de 1700 cm™. Los ésteres, tienden a
absorber en numeros de onda ligeramente superiores, es decir,
1770 a 1725 cm™l. La conjugacion tiende a hacer descender el
pico de absorcion en 20 cml. Frecuentemente es imposible
determinar que tipo de carbonilo estd presente basandose

solamente en la absorcidén en ésta regidon, pero el examen de
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otras regiones del espectro puede proporcionar las pruebas
necesarias para la clara identificacion. Por ejemplo los
ésteres tienen una banda de vibracion por extension C-0-R en
1200 cm™. Las vibraciones hidrogeno de un grupo carbonilo de
un aldehido, generalmente produce una banda suave en la regidn
de 2745-2710 cml. Las bandas de absorcion en la region de
3700-3100 cm™! se deben a varias vibraciones de alargamiento de
O-H y N-H. Las bandas de O-H a menudo son mas anchas que las
bandas de N-H.

Lopolito y col., (2000) realizaron ensayos de biodegradacion
empleando diferentes sustratos organicos (petréleo crudo,
aceite lubricante y benceno), la biodegradacién fue evaluada a
través de la estimaciéon de biomasa microbiana (recuento de
bacterias viables en <caja y consumo de oxigeno) y la
concentracion de hidrocarburos totales en la fase disuelta
(DQO, espectroscopia infrarroja realizandose la extracciéon con
tetracloruro de -carbono). Se consideré que el uso de las
técnicas antes mencionadas son necesarias para realizar un
seguimiento adecuado en la biodegradacién de HTP en un suelo
contaminado. Un espectroscopio con transformada de Fourier (FT-
IR) esta compuesto de las partes que se muestran en la Figura

6.
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Sistema de

Fuente ——| Interferémetro ——»| Detector ——| Procesamiento
de datos

Figura 6. Partes de un espectroscopio infrarrojo
con transformada de Fourier (FT-IR)

La fuente de infrarrojo genera la radiacién, la cual llega al
interferémetro, y luego es medida por un detector, el cual
genera una sefial eléctrica que es transportada a un sistema de
procesamiento de datos.

La espectroscopia basada en las transformadas de Fourier,
difiere de la espectroscopia convencional en que todos los
elementos de resolucion de un espectro se miden en forma
simultanea. En consecuencia, se obtienen aumentos

significativos en la relacion seial-ruido.

1.7 Respirometria

La biodegradacion aerobia de un compuesto puede estimarse por
respirometria, cuantificando la actividad metabdlica
microbiana, por medio del consumo de oxigeno (0;) y/o la
produccion de bidéxido de carbono (CO0;) (Hinchee y Ong, 1992).
La respirometria, es una técnica basada en la medicidén del
consumo de oxigeno por parte de microorganismos que degradan un

sustrato organico, hasta oxidarlo a CO,. El uso de esta técnica
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estd encontrando crecientes aplicaciones en la determinacion de
la cinética de la biodegradacion. Los analisis respirométricos
permiten adquirir datos sobre el consumo de oxigeno en
respuesta al metabolismo de un sustrato por la respiraciéon de
microorganismos. La respirometria ahorra el tiempo y el trabajo
asociados con los experimentos de agotamiento de substratos y
provee puntos de referencia de alta calidad para la valoracion
de parametros biocinéticos.

Aplicaciones de la respirometria:

(http://www.drcalderonlabs.com/Publicaciones/Respirometria.htm)

e Para determinar la tasa de consumo de oxigeno en efluentes

domésticos e industriales.

e Para determinar la combinacidn o6ptima de factores para el
tratamiento por Biodegradacion en suelos contaminados con

Petroleo y/o sus derivados.

e Para determinar la influencia téxica y el poder
inhibitorio de algunos contaminantes sobre las poblaciones
microbiolégicas en las plantas de tratamiento de aguas

residuales.

e Para determinar la efectividad de cultivos microbioldgicos
y su comportamiento en la digestion de algun sustrato en

particular.
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Para determinar las caracteristicas de biodegradacion de
productos quimicos especificos o de mezclas quimicas.

Para determinar los parametros cinéticos para las
reacciones de Biodegradacion.

Para monitorear la aclimatacién de un cultivo de
microorganismos a materiales organicos refractarios.

Para medir la actividad de cultivos aerobicos tanto como
anaerobicos.

Para determinar la tasa de consumo de oxigeno de plantas,
pequefios animales, suelo o muestras de Composta o residuos

vegetales.
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2 OBJETIVOS
2.1 GENERAL:

Evaluar el efecto de la adicidn a bajas concentraciones de tolueno
en la biodegradacion de hidrocarburos totales de petréleo y en la

respiracién microbiana en un suelo intemperizado.

2.2 PARTICULARES:
Poner en marcha la técnica para cuantificar hidrocarburos

totales del petréleo en un suelo intemperizado

Seleccionar un soporte para Qla wunidad experimental vy

cuantificar la sorcién de hidrocarburos totales del petroéleo

Definir y caracterizar una unidad experimental para evaluar la
biodegradacion y la respiracion microbiana a partir de

hidrocarburos totales del petréleo.

Realizar cinéticas de respiracién y biodegradacién de
hidrocarburos totales del petréleo en el suelo contaminado,
observando el efecto de la adicion de bajas concentraciones de

tolueno al inicio del proceso.
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3 HIPOTESIS

La adicidén de bajas concentraciones de tolueno al inicio
del proceso, favorece la biodegradacién de hidrocarburos

totales del petrdleo en suelos intemperizados.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos

Para la preparacion de los medios de cultivo se utilizaron
reactivos de grado analitico, marca Baker. Los disolventes
fueron grado reactivo, marca Baker, con excepcion del

percloroetileno (Merck).

4.2 Medios de cultivo

La composicion del medio de cultivo utilizado para la obtenciodn
y conservacion del consorcio microbiano, fue: NaNOs, 3.0g/L;
KH,PO;, 1.0 g/L; KCI, 0.5 g/L; Mg,SO4e7H,0, 0.25g/L y solucidn
mineral 2 mL/L. La composicion de la solucion mineral (% p/v)
fue la siguiente: FeSO04e7H,0, 0.1; CuS0O4e5H,0, 0.015; ZnSO4e7H,0,
0.161 y MnSO4e7H,0, 0.008. El pH del medio de cultivo (MCB) se
ajusto a 6.0. ElI medio de cultivo utilizado para la propagacion

del consorcio (MCC) tiene la composicién arriba mencionada, con

pH 6 con excepcién de la fuente de nitrégeno se usd NHiNOs.

4.3 Consorcio microbiano

4_.3.1 Obtencidén y conservacion

El consorcio microbiano se obtuvo a partir de la rizésfera de
una planta nativa (Cyperus laxus Lam.), que crecia en el suelo

contaminado del sitio de muestreo. El consorcio microbiano se
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desarrollé en el medio MCB, como fuente de carbono se
adicionaron 6000 mg/L de hidrocarburos totales de petréleo
(HTP), excento de asfaltenos, obtenido del suelo contaminado.
El consorcio se incubé a 30°C con agitacion a 150 rpm, durante
10 dias. EI consorcio se conservé en glicerol al 30% a —20°C
para su uso posterior. Previamente a partir de este consorcio
se aislaron dos hongos identificados como Penicillum

janthinellum y Aspergillus caneus.

4_.3.2 Propagacion de microorganismos

El consorcio fue producido adicionando 10% (v/v) del cultivo en
conservacion al medio MCC que contenia 8 000 mg/L extracto de
hidrocarburos sin asfaltenos como fuente de carbono. Se
emplearon matraces Erlen-Meyer de 250 mL con 50 mL de medio
MCC, se incubaron en agitacién a 150 rpm y 30°C, durante 10

dias.

4.3.3 Produccion de esporas

Los dos hongos fueron propagados en medio agar papa y dextrosa
(PDA) por 10 dias a 30°C en matraces Erlen-Meyer de 250 mL.
Las esporas producidas por cada hongo fueron cosechadas usando
50 mL de Tween 80 al 0.01%. La suspension de esporas se diluyd

con agua destilada, en relaciéon 1:10 y se hizo un conteo al
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microscopio a 40X. Se contaron 13 cuadros al azar y el promedio
de las esporas (esporas/mL) se obtuvo considerando que 25

cuadros contienen 1X10™ mL.

4.4 Caracterizacion del suelo intemperizado

El suelo se obtuvo en un sitio cercano a una refineria en
operacién, situada en Minatitlan, Veracruz. Este sitio ha
estado contaminado por casi 100 afios con desechos de la
refineria. El clima de la zona es de tipo ecuatorial con una
temperatura que oscila entre los 23 y 30°C. Las [lluvias mas
abundantes se registran entre Julio y Septiembre periodo en el
cual el sitio puede iInundarse. Las muestras de suelo se tomaron
a una profundidad no mayor a 0.50 m, y se secaron a temperatura
ambiente y se conservaron en botes de plastico. Las propiedades
fisico-quimicas del suelo se analizaron en el Departamento de
Suelos del Laboratorio Central Universitario de la Universidad
Autonoma de Chapingo.

Para los experimentos realizados se usé la fraccién del suelo
malla 8/20 y 20/30 (1:1), la concentracion inicial de HTP fue

de 233 750 mg HTP/Kg suelo.
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4.5 Unidad experimental

Las unidades experimentales se realizaron béasicamente con
mezcla de suelos (contaminado y sin contaminar) y agrolita o
tezontle, también se adiciondé: sacarosa (15g/L), medio mineral
el cual se adicion6 en el volumen necesario para obtener el 50%
de humedad. Se incubaron a 30°C, se colocaron en diferentes

contenedores que se menciona en cada caso.

4.5.1 Unidad experimental con agrolita

La agrolita se lavdo previamente con agua caliente de grifo
hasta que se obtuvo un agua de lavado incolora. La agrolita se
seco al aire libre y se tamizo con malla 8/20 y 20/30 (1:1).

Se realizé una mezcla de suelos de la siguiente manera: por
cada gramo de agrolita, se adiciond 1.2 g de suelo contaminado
seco (233 750 mg HTP/Kg de suelo) y 1.3 g de suelo arenoso seco
(obteniendo una mezcla de suelo artificial seco con una
concentracion de 80 000 ppm de HTP). Todo se tamizdé con malla
8720 y 20/30 (1:1), la mezcla se inoculd 20% v/p de consorcio

microbiano.

4.5.2 Unidad experimental con tezontle

ElI tezontle se tamiz6é con malla 8/20 y 20/30 para preparar una

mezcla en proporcion (1:1).
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Se realizé una mezcla de suelos de la siguiente manera: por
cada gramo de tezontle se adicion6 0.5g de suelo contaminado
seco (233 750 mg HTP/Kg de suelo), 0.5g de suelo arenoso seco
(obteniendo una mezcla de suelo artificial seco con una
concentraciéon de 60 000 ppm de HTP). Todo tamizado con malla
8/20 y 20/30 (1:1), 1la mezcla se 1inoculé con 10% v/p de

consorcio microbiano.

4.6 Extraccion y cuantificacion en suelos intemperizados

4.6.1 Extraccion de HTP en suelo intemperizado

Se siguid el método oficial de la EPA 3540. Cinco gramos de
suelo seco contaminado se colocaron en cartuchos de celulosa
(135 X 80 mm), se adiciondé sulfato de sodio anhidro (Na;S0,).
A cada cartucho, se puso un tapén de algoddon y se presiond
ligeramente. El cartucho se colocé en un equipo de extraccion
Soxhlet de 250 mL, y se adicionaron 160 mL de una mezcla de
solventes hexano-acetona (1:1 v/v). Cada muestra se mantuvo en
reflujo de 16 a 24 horas, a 72°C. A cada muestra se elimind la
mezcla de disolventes en un rotavapor a 72°C, evitando sequedad
y finalmente el extracto de HTP de cada muestra se colocdé en
una charola de aluminio a peso constante. El exceso de solvente

se evapord en una campana de extraccidn hasta sequedad. Las
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muestras se colocaron en un desecador, y luego se realizé la
determinacion gravimétrica y espectroscopica en infrarrojo con

transformada de Fourier (FT-IR).

4_.6.2 Cuantificacion de HTP por gravimetria

La concentracion de HTP (base seca) en el suelo contaminado, se
estima mediante la siguiente ecuacion:

[HTP1=  Wechnte — Wen

Wiic
Donde:
WeH+HTP peso seco de los HTP y la charola
Wen peso seco de la charola
Wic peso de la muestra de suelo contaminado.

En cada unidad experimental se determiné la concentracion de
HTP por gravimetria y por espectroscopia iInfrarroja para

conocer el contenido de HTP durante todo el proceso.

4.6.3 Cuantificacion de HTP por espectroscopia infrarroja

La cuantificacion de HTP se realizo con una variacion al método
oficial EPA 8440. Para el método EPA se realizé una curva de
calibracién con una mezcla de 15 mL de n-hexadecano, 15 mL de
iI-octano y 10 mL de clorobenceno disueltos en tetracloruro de
etileno 6 percloroetileno (C.Cl;) y se leyo en el en un rango
de 3000-2830 cm?!, que es la sefial que corresponde a la

presencia de enlaces C-H, por espectroscopia infrarroja (IR).
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La variacion consistido en usar los propios extractos de HTP del
suelo disueltos en tetracloruro de etileno y diluirlos para la
realizacion de la curva estandar (750 y 18000 mg de HTP por
litro de percloroetileno). En la seccion 5.1 se muestran las
diferencias de cada método.

Se usdé un espectroscopio infrarrojo con transformadas de
Fourier de la serie 2000 (Perkin-Elmer).

Los espectros fueron obtenidos bajo las siguientes condiciones

de operacion:

Longitud de onda maxima: 3500 cm™

Longitud de onda minima: 2200 cm™

No. de barridos: 12

Resolucioén: 4 cm™

Técnica de calculo Area bajo la linea base

La concentracion de hidrocarburos expresada con base en un
kilogramo de suelo seco, se calculé como sigue:

(mg HTP/Kg suelo)=(¢__ mg HTP ) (volumen de aforo con CxCly)

litro de C,Cl, 0.009 kg suelo
(contenido de suelo)

ElI valor de 0.009 se refiere al tamafio de cada muestra que fue
de 9 gramos.

El rango de longitud es mayor porque se identificdé la presencia
de los compuestos polares que se mencionan en la siguiente

seccion.
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4.7 Espectros de los compuestos polares
La identificacion de compuestos polares se realizdé bajo las

condiciones de operacion mencionadas en la seccidon 4.6.3.

4.8 Estudios de sorcion

4.8.1 Sorcion de HTP en agrolita

Los ensayos de sorcion de HTP en agrolita se realizaron por
duplicado, colocando en matraces Erlen-Meyer de 250 mL, 10 mL
de tolueno, un gramo de agrolita deshidratada y diferentes
concentraciones de extracto de hidrocarburos, (0, 50 000, 100
000 y 200 000 mg HTP/Kg agrolita), se agitaron con espatula
durante 2 minutos. Los ensayos se mantuvieron en agitaciéon a
diferentes tiempos 0, 6, 12, 24 y 48 horas a 150 rpm a 30°C, se
filtraron, y la agrolita se lavo con tolueno para arrastrar a
los hidrocarburos no sorbidos, se us6 el tolueno, debido a que
tiene una polaridad similar a la de los HTP. El tolueno se
evapor6 a temperatura ambiente y el extracto de hidrocarburos
se afor6 a 10 mL con percloroetileno. Los hidrocarburos
extraidos de la agrolita se cuantificaron por espectroscopia

infrarroja como se describe en la seccidon 4.6.3.

4.8.2 Sorcion del tolueno en funcién de la humedad

En la unidad experimental que se describe en la seccidon 4.5.1.

se realizo en frascos serologicos de 165 mL cerrados con tapa
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hermética de teflén Mininert® con 11 gramos de la mezcla de
suelo artificial, ocupando un volumen de 28 mL. Para inhibir el
crecimiento microbiano se adiciono 1%(v/p) de cloruro mercurico
(April y Abbott, 1998).

Las unidades experimentales contenian: (i) suelo a diferente
humedad (0%, 25%, 50% y 75%) con medio mineral y (i1) tolueno.
La concentracion de tolueno que se le adiciond a todos los
ensayos fue de 4350 mg de tolueno/Kg de mezcla de suelo
artificial. EI tolueno se midié en Qla fase gaseosa por
cromatografia de gases como se menciona en el siguiente
parrafo, en diferentes tiempos (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 24 y 48
horas). Se realiz6 por triplicado.

La adicion de cloruro de mercurio fue para eliminar la
interferencia de los microorganismos vy realizarlo en

condiciones abioticas.

4.8.3 Cuantificacion del tolueno en la fase gaseosa

Inicialmente se realizé una curva estandar del tolueno. A cada
frasco serologico con valvulas Mininert® tapa de teflon, se le
adiciond diferentes concentraciones de tolueno (30 a 120 ppm),
y se le midi6é en la fase gaseosa el tolueno con un cromatoégrafo
de gases SRl 8610 equipado con un detector de 1ionizacién de

flama (FID) y columna capilar de metil-silicon. Las condiciones
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de operacion fueron: gas acarreador helio a un flujo de 6.4
mL/min; temperatura del inyector y horno 117°C, del detector

115°C.

4.8.4 Sorcion del tolueno en la unidad experimental

Las unidades experimentales se realizaron en base a la secciodn
4.5.1, en frascos de 500 mL con 55 gramos de mezcla de suelo
artificial seco, se adiciond 4350 mg de tolueno/Kg de mezcla de
suelo artificial seco, 24 horas antes de inocular y se
realizaron dos variaciones: (i)Se 1inoculé con el consorcio
microbiano y medio de cultivo, se agitdé manualmente se dejo
abierto durante una hora, se cerrd herméticamente y se colocé
en el respirdometro, (ii)se inoculdé como se describe en el caso
anterior, se agité manualmente se cerrd herméticamente y se
colocd en el respirémetro.

Se verificd que en los ensayos abidticos no hubiera actividad
microbiana siguiendo el consumo de oxigeno(secciéon 4.10.1) y
concentracion de tolueno en la fase gaseosa (4.8.3). Se midio
el consumo de oxigeno cada 4 horas y el tolueno en la fase
gaseosa, en intervalos de tiempo de 0, 24, 48, 72, 144 y 168

horas.
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4.9 Métodos Analiticos
4.9.1 pH del suelo

La determinacién potenciométrica de la actividad de H" en una
suspension de suelo en agua se realiza de acuerdo al siguiente
procedimiento (Garcia, 1981): se pesa 10g de suelo seco malla
de 2 mm en un matraz, se afade 25 mL de agua destilada, después
se agita durante un minuto, se dej6é reposar durante una hora y

se midid el pH en el sobrenadante.

4.9.2 Determinacion de humedad

En una charola de aluminio, a peso constante, se colocaron de 5
a 10 g de mezcla de suelo artificial humeda, se secaron en una
estufa a 60°C durante 24 horas y se pesd la muestra seca. Se
calcul6 de la siguiente manera:

% Humedad = (PMH-PMS/ PMH) * 100

Donde:

PMH: Peso de muestra humeda
PMS: Peso de muestra seca

4.9.3 Cuenta microbiana

La cuenta de células viables se realizd por triplicado mediante
la técnica de dilucidon en serie y subsiguiente plaqueo en agar
de soya tripticaseina (AST Bioxon®). Para preparar las

diluciones se emplearon 3 mL de suspensién microbiana y se
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diluydé en 27 mL de solucion salina al 0.95% (p/v). Las cajas se
inocularon con 0.1 mL de suspension microbiana que se
distribuyé sobre la superficie de agar con una varilla de
vidrio. Las cajas de Petri se incubaron a 30°C durante 72
horas. Se contaron la unidades formadoras de colonias (UFC) en
la caja con una dilucidén que tuviera entre 25 y 100 UFC. Las
células viables, se reportan como UFC/mL calculadas de acuerdo
a la siguiente formula:

UFC - No. de colonias (Factor de dilucion)
mL 0.1 mL de suspensioén

4.9.4 Carbono Organico Total (COT)

Para cuantificar el carbono organico total (COT) en cada unidad
experimental, con Il gramos de mezcla de suelo artificial de
los frascos seroldgicos, con las condiciones que se mencionan
en la seccidéon 4.5.1 en diferentes tiempos (0, 72, 144, 216,
436, 480, 576, 720, 960 y 1 200 horas). Por duplicado.

Se Filtré con papel filtro (Whatman 40) al vacio se lavé con 10
mL de agua destilada y esterilizada, y el filtrado se midid en
el analizador Shimadzu TOC-5000 que muestra la concentracion en

partes por millon (ppm).

4_.9.5 Cuantificacion de asfaltenos

Se fracciond a partir de los HTP, por insolubilidad en pentano

caliente (Baugh, 1993). Se colocaron de 0.25 a 0.5g de extracto
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de HTP en wun vaso de precipitado Yy posteriormente se
adicionaron 20 mL de n-pentano en ebullicion, con la finalidad
de precipitar los asfaltenos. El precipitado se filtré al vacio
con papel Whatman 42 realizando de 3 a 5 lavados con 10 mL de
n-pentano en ebullicién. Finalmente los asfaltenos se
cuantificaron gravimétricamente.

La fraccion de asfaltenos (Fasf) presente en los HTP de muestras

s6lidas contaminadas, se estimaron mediante la siguiente

ecuacion:
Fast = (W pasf ~ Wp)+(ansf -W,)
w ext-asf

Donde:

W past peso seco del papel filtro con asfaltenos

W, peso seco del papel filtro

Wyast peso del vaso de precipitado con asfaltenos

W, peso seco del vaso de precipitado

W ext-ast peso seco del extracto de HTP iniciales empleado en la

determinacion de los asfaltenos

4.10 Respirometria

4.10.1 Cuantificacion del consumo de oxigeno con respirometro

A cada unidad experimental que indica en las secciones 4.5.1 y
4.5.2, se le adicion6 tolueno a diferentes concentraciones
(2175, 4350 y 8700 mg HTP/Kg mezcla de suelo artificial), en
frascos de 500 mL, con 55 g de mezcla de suelo artificial seco,

y se cuantificdé con un respirometro N-CON (Comput-Ox 244)._,
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cuyo TFfuncionamiento se basa en la caida de presiéon generada
durante la respiracion, en presencia de KOH. La interpretacion

de datos se realiza utilizando un programa computacional.

4.10.2 Cuantificacion del consumo de 0, y producciéon de CO;
por cromatografia de gases

El consumo de oxigeno (0,) y el CO, producido por la degradacion
de hidrocarburos en los frascos seroélogicos se cuantificé con
tapa de tefldn Mininert®, con un cromatégrafo de gases SRI 8610
equipado con un detector de conductividad térmica, columna
Porapak Q malla 80/100 de 2 metros de longitud y diametro
interno 1/8 pulgada. Las condiciones de operacién fueron: gas
acarreador helio, temperatura del inyector 100°C, del horno

35°C y del detector a 100°C.
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5. Resultados y Discusion

5.1 Cuantificacion de HTP en suelos intemperizados
Se puso en marcha una técnica para cuantificar HTP en un suelo

intemperizado. Que consistio en usar los extractos de HTP del
suelo contaminado diluidos en percloroetileno (CCl,) vy
posteriormente se realizo la lectura de las bandas de absorcion
de metilos y metilenos (2950 a 2930 cm?t). Se comparé con el
método de la EPA 8440 que consiste en medir HTP de suelos
contaminados. Se realizé6 una curva de calibracion con n-
hexadecano, 1i1-octano y clorobenceno. En 1la Figura 5.1 se
muestra un espectro infrarrojo de la curva de calibracion del

método de la EPA 8440 a diferentes concentraciones.

Disolvente

750 mg/L

% T

1500 mg/L

3000 mg/L

7 500 mg/L

15 000 ma/L

3200 3100 3000 2900 2800 2700 2600 2500 2400 2300 2200
cm*

Figura 5.1 Espectro infrarrojo de i-octano, clorobenceno y
hexadecano correspondiente al método EPA 8440
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En la Figura 5.2 se muestra el espectro infrarrojo de Ilos

extractos de HTP del suelo de estudio.

Cha trén de HTF

Disolvente

1000 mg/L

A

2500 mg/L

5000 mg/L

10 000 ma/L

15 000 mg/L |

|
| | | 18 500 mg/L |
1) - .

200 L 00 2500 200 ETEIIIIr 240 2500 2400 FELL e L

1 1 1 1

cin -

Figura 5.2 Espectro infrarrojo de los extractos de
HTP del suelo de estudio

Los espectros de las figuras 5.1 y 5.2 son aparentemente
similares y al realizar la curva estandar de cada una para
cuantificar HTP se aprecia la diferencia en las pendientes, de
las curvas obtenidas por ambos métodos (Figura 5.3). Con el
método EPA, la pendiente fue 0.007(%T L/cm'mg) y la pendiente
de la curva con los extractos de HTP del suelo en estudio es de

0.001(%T L/cm-mg) -
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Curvas de calibracion

1207 Lineal (EPA 8440)

100 +
y =0.007x + 9.302

80 - R?=0.988

Area

60 -

40 |
y =0.001x + 1.181 Lineal (HTP extraidos)

20 R*=0992 =
18,185
W 10,000
0 T T 5,000 T T T T T T T
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000

Concentracion (mg/L)

Figura 5.3 Comparacién entre las curvas de
calibracion, (e)Método EPA 8440 y (©) Método propuesto en este trabajo

La diferencia es notoria, el método EPA 8440 es 7 veces mayor
que el método propuesto en este trabajo, ademds de que es de
gran ayuda para medir la biodegradacién de HTP en condiciones
similares a la del suelo de estudio, por lo que en adelante
esta curva de calibracién se utiliza para este trabajo. Cabe
destacar que el suelo de estudio es un suelo contaminado con
petroleo y expuesto a la intemperie por casi 100 afos. Por lo
que la concentracion de metilos y metilenos ha variado debido
a: (1) los microorganismos nativos consumieron los hidrocarburos

alifaticos de cadena mas corta, (ii)los hidrocarburos mas
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volatiles podrian haber disminuido (Volker y col.,1996), por
esa razon las pendientes son diferentes, la del método EPA 8440

es para un suelo contaminado recientemente.

5.2 Estudios de sorcion

5.2.1 Sorcién de HTP en agrolita

La agrolita esta constituida principalmente por silicato de
aluminio, similar a los componentes de las arcillas. Debido a
esto, es probable que la agrolita muestre una sorcion de
hidrocarburos similar a la observada en la arcilla (Geerdink y

col., 1996).

Se realizdé una isoterma de sorciéon en agrolita, variando la
concentraciéon de HTP y manteniendo constante la cantidad de
agrolita (Seccion 4.8.1). Se eligio como limite superior una
concentracion de HTP similar a la del suelo contaminado (233 mg
de HTP por gramo de suelo seco). Como disolvente de los HTP se
utilizé tolueno, el valor de su constante dieléctrica (2.38 @
25°C) es ligeramente polar, los HTP que son una mezcla de
compuestos de diferente polaridad en conjunto probablemente se
comporten como un compuesto ligeramente polar, y se disuelvan
completamente.

En la Figura 5.4, se observa que las curvas de sorcion tienen

un comportamiento similar, es decir, las pendientes son
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similares. A las 24 y 48 horas de exposicion, la sorciéon de HTP
en la agrolita tiende al equilibrio y una concentracién
aproximadamente de 70 mg de HTP/g de agrolita, posiblemente los
HTP que sorbe la agrolita al adicionar tolueno se encuentran

mas biodisponibles, debido a la alta porosidad de la agrolita.
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Figura 5.4 Isoterma de sorcién de HTP en agrolita,

en diferentes tiempos.

5.2.2 Sorcion de tolueno en funcion de la humedad

Se realizaron los ensayos abidticos para determinar si la
humedad en la unidad experimental afecta la sorcién del tolueno

que se adiciona, y también observar la sorcién del tolueno.

En la Tabla 5.1, se muestra el analisis de las propiedades

fisicoquimicas del suelo contaminado con petréleo usado en este
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trabajo. Se encontré que se trata de un suelo de tipo franco-

arenoso.

Tabla 5.1 Propiedades fisicoquimicas del suelo contaminado con
hidrocarburos del petréleo

CEC* pH % Arena | % Limo | % Arcilla % Materia
Organica
0.30 3.88 | 53.84 33.12 13.04 3.9

A Capacidad de intercambio catiénico, en miliohms/mL.

En el suelo de estudio la mayor proporciéon fue de arena,
componente inerte que no presenta interaccion con los
hidrocarburos (Kim, 1994). La arcilla, que es el componente mas
activo, se encontré en baja proporcion. Tanto la arcilla como
la materia organica pueden ser responsables de la adsorcidn de
hidrocarburos (Hasset y Wagne, 1989).

En la Figura 5.5 se muestran los resultados obtenidos de la
cuantificacién de tolueno en la fase gaseosa (Seccidéon 4.8.2)
se adiciond6 a una concentracion de 4 350 mg de tolueno/kg
mezcla de suelo artificial seco con diferentes humedades (25%,

50% 75%) y también suelo seco.
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Conc. Tolueno (mg/L)
en lafase gaseosa

7 8 9 10
Tiempo (horas)

---%¥---Suelo seco —o— 75% de humedad

-20 4

—m— 50% de humedad —-A-— 25% de humedad

Figura 5.5 Sorcién de tolueno en la unidad experimental
con diferente humedad

Las mediciones se realizaron durante 48 horas, pero como los
valores obtenidos fueron constantes después de las 8 horas en
todos los casos, se presentaron los resultados hasta las 10
horas, estos resultados son para apreciar que a diferentes
humedades si afecta la sorcién del tolueno y también se puede
apreciar que el tolueno en todos los casos es sorbido por la
mezcla de suelo y el tolueno no se queda en la fase gaseosa
después de las 7 horas.

Arocha y col. (1996) reportaron que la sorcidéon de un solvente
en un suelo ocurre en 2 etapas iIndependientemente de la humedad
del sistema: (i) sorcion rapida debido a la difusion vy
absorciéon en macroporos de la clasificacion segun la 1UPAC,
macroporos d>500 A, agrolita y (ii) sorcién lenta controlada

por la difusion y absorcion en los microporos internos.
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En el sistema de estudio, el tolueno puede distribuirse en el

suelo artificial, HTP, fase liquida y fase gaseosa, es decir:

e Se requieren 1.53 g de tolueno para disolver 1 g de

HTP (Garcia-Rivero y col., 2002).
e En un litro de agua se disuelven 500 mg de tolueno

e En la fase gaseosa se pueden disolver 115 mg tolueno/L de
aire. Para el sistema de estudio este dato se determind

experimentalmente.

En las primeras 7 horas los componentes del sistema se
distribuyen de la siguiente manera: (i) El tolueno lo sorbe la
mezcla de suelo artificial, (ii) EI tolueno disuelve los HTP y
(it1) El tolueno se disuelve en el medio de cultivo. Esto
sugiere que seria conveniente adicionar el tolueno a la unidad
experimental antes de inocular y de esta manera presenta una
menor toxicidad para los microorganismos.

A partir de las cinéticas de adsorcion de tolueno, se estimo la
velocidad de sorcion a diferente humedad por medio de la
pendiente obtenida en cada caso. En la Figura 5.6 se muestran

las velocidades de sorcion en funcion de la humedad.
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Figura 5.6 Velocidad de sorcion del tolueno en la unidad experimental
a diferente humedad en la mezcla de suelos

Basandose en los resultados obtenidos, se puede afirmar que el
tolueno a una concentracion de 4350 mg de tolueno/kg mezcla de
suelo artificial seco, se absorbe en las primeras 8 horas y no
se pierde por evaporacion.

En el ensayo del suelo artificial seco es mas rapida la sorciodn
del tolueno que con la mezcla de suelo artificial de 75% de

humedad debido a que los poros no estan ocupados por agua.

En los frascos serolégicos con tolueno unicamente, la fase
gaseosa mantuvo en la saturacion con 105 mg tolueno/L, valor

proximo al de la saturacion.

En los frascos seroldogicos con medio de cultivo que ocupé el
mismo volumen que los que contenian mezcla de suelo artificial,

la fase gaseosa se mantuvo en la saturacion debido a que una
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parte se disolvidé en el medio de cultivo (un litro de agua se
disuelven 500 mg de tolueno) quedando tolueno sin disolverse el
cual se evapora a 30°C, saturando el ailre en ese espacio(137

mL) .

A continuacidén se presentan ensayos en la unidad experimental
con microorganismos, para evaluar el efecto de la adicidén de
tolueno a bajas concentraciones, en el metabolismo microbiano y
en la biodegradacion de HTP de un suelo contaminado e

intemperizado.

5.3 Efectos en la adicion de tolueno

5.3.1 En la respiracion microbiana

El' tolueno es biodegradado por los microorganismos a bajas
concentraciones y los microorganismos pueden soportar hasta una
concentracion de 0.3% v/v en medio liquido mientras que en
medio so6lido puede soportar una mayor concentracion (10% v/p)
debido a que el suelo puede ser un secuestrante del tolueno y
es menos toxico para los microorganismos (Ramos y col.,1997).

Para evaluar el efecto del tolueno sobre la respiracién de los
microorganismos en un suelo contaminado e intemperizado se
realizaron tres experimentos en todos se adicioné0 una
concentracion de tolueno de 4350 mg/Kg de mezcla artificial de

suelo y se compard con: (i) una menor concentraciéon (2175 mg/Kg
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de mezcla artificial de suelo) (i1) una mayor concentracion
(8700 mg/Kg de mezcla artificial de suelo) y (iii) se adiciond
tolueno al momento de inocular y/o 24 horas antes de inocular.

Todos con su respectivo control (sin tolueno).

En el experimento donde se realizd con concentraciones: 4350 y
2175 mg de tolueno/Kg de mezcla artificial de suelo. La
adicion se efectudé al momento de inocular y 24 horas antes de
inocular ademas de un control (sin tolueno). En frascos de 500
mL con 55 gramos de mezcla de suelo artificial seco, en base a
la Seccidén 4.8.1., con 20% de ind6culo (consorcio microbiano).
Unos ensayos se colocaron en el respirometro y otros ensayos en

la estufa; todos a 30°C, durante 50 dias.

Se midieron las siguientes variables de respuesta: consumo de
oxigeno por respirometria (Secciéon 4.10.1), concentraciéon de
HTP (Secciones 4.6.2 y 4.6.3), presencia de compuestos polares
(Seccion 4.7). Al principio y al final de los experimentos se
midié la concentracion de asfaltenos (Seccidn 4.6.4).

Los resultados del consumo de oxigeno se muestran en las
Figuras 5.7 y 5.8.

En la Figura 5.7, se muestran las primeras 240 horas del

experimento.
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Figura 5.7 Consumo de oxigeno con 2175 y 4350 mg de tolueno/kg mezcla
de suelo artificial y sin tolueno durante las primeras 260 horas.

La adicién del tolueno al momento de inocular se indica con O h, y
para la adicién del tolueno 24 horas antes de inocular se indica con
24 h.

En la Figura 5.8, el numero que se muestra se refiere a los
miligramos de oxigeno que consumié en 50 dias por kiligramo de

mezcla de suelo artificial (mg 0,/Kg m s a).
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Figura 5.8 Consumo de oxigeno con 2175 y 4350 mg de tolueno/kg mezcla
de suelo artificial y sin tolueno

Se observé que en presencia de disolvente, en las primeras 120
horas el consumo de oxigeno es menor que sin disolvente,
posteriormente el consumo de oxigeno es mayor en los ensayos
con disolvente, siendo la tasa de consumo de 1.2 a 6 mg0./Kg h
mezcla de suelo artificial, mientras que al que no se adiciond
disolvente su tasa de consumo es de 0.925 mg0./Kg h mezcla de
suelo artificial.

Los efectos en la adicién del tolueno, se aprecian en la Figura
5.7 y en la Tabla 5.2, donde se indica el tiempo de la fase de
adaptacion y el tiempo estimado para el consumo total de Ila

sacarosa.
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Tabla 5.2 Tiempo aproximado que se requirié para el consumo de
sacarosa y la fase de adaptacion

Se adicion6 tolueno al momento | Se adicion6 tolueno 24 h antes de

de inocular inocular
sin Concentracion | Concentracién | Concentraciéon | Concentracion
Tolueno 2175 mg tol/Kg | 4350 mg tol/Kg | 2175 mg tol/Kg | 4350 mg tol/Kg
msa msa msa msa
Consumo de 112 164 128 140 140
sacarosa (h)
Fase de
adaptacion (h) 8 16 12 12 20

Se realizaron balances de carbono considerando un rendimiento

biomasa a sustrato Y. de 0.5 para la sacarosa como fuente de

carbono primaria, con 2175 y 4350 mg de tolueno/kg mezcla de

suelo artificial y sin tolueno.

La fase de adaptacién en los ensayos que no contenian

disolvente fue de aproximadamente 8 horas, y esto fue debido a
la presencia de una fuente de carbono facilmente asimilable

(sacarosa), mientras que debido a la presencia de tolueno aun

conteniendo también sacarosa, la fase de adaptacion fue mayor

(12 - 20 dias), observando asi un efecto diferente por la

presencia de tolueno. Este largo periodo de adaptacidén podria
deberse a la aclimatacion de los microorganismos a la presencia
de tolueno en el cultivo.

Se realizé un balance de carbono y oxigeno considerando que el
50% del

carbono se va a CO,, los calculos se muestran a

continuacion:
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Sacarosa:

C12H22011 + 12 O ——» 12 CO, + 11 H0

Tolueno:

C7Hs + 9 0, — > 7 CO; + 4 Hy0

HTP:

El 80% de los HTP es fuente de Carbono (Pirt, 1975).

Se calculd la cantidad de oxigeno que se requiere para consumir
la sacarosa que se muestra en la Tabla 5.2. En el experimento
donde no se adiciond tolueno se requiere de 112 horas para
biodegradar la sacarosa, mientras que en presencia de tolueno
es mayor el tiempo (128 horas o mayor).

En la Tabla 5.3 se muestra la cantidad de oxigeno (miligramos)
tedricos requerida para degradar la fuente de carbono ya sea
sacarosa, tolueno 6 HTP.

Tabla 5.3 Balance de carbono y oxigeno tedérico para
las fuentes de Carbono.

Fuente de carbono | mg O,/Kg para consumir Suma mg O,/Kg para
la fuente de carbono consumir la fuente de
carbono
HTP 45514
Sacarosa 3462 45514 + 3 462 = 48 976
2 175mg Tol/Kg msa 1327 48 976 + 1 327 = 50 338
4 350mg Tol/Kg msa 2 646 48 976 + 2 646 = 51 622

Comparando los datos experimentales del consumo de oxigeno
(Figura 5.8), con los céalculos tedricos presentados en la Tabla

5.3, en el caso del ensayo sin tolueno, el consumo de oxigeno

71



CAPITULO 5
RESULTADOS Y DISCUSION

fue de 5 243 mgO0./Kg de mezcla de suelo artificial;
posiblemente los microorganismos degradaron la sacarosa (se
requerian 3 462 mg0,/Kg) y una fraccion de HTP: en los deméas
ensayos por la adiciéon del tolueno hubo mayor biodisponibilidad
de los hidrocarburos y por consiguiente mayor consumo de
oxigeno. En el ensayo con mayor concentracién de tolueno,
adicionado 24 horas antes de inocular, el consumo de oxigeno
fue de 15 745 mg0,/Kg de mezcla de suelo artificial.

La velocidad de consumo de oxigeno fue constante, con excepcion
del experimento donde se adiciondé disolvente 24 horas antes de
inocular a una concentracion de 4350 mg de tolueno/kg mezcla de
suelo artificial, en el cual se incrementd la velocidad de
consumo de oxigeno con respecto a todos los demas, lo que
sugiere que al adicionar tolueno favorece la biodisponibilidad
de HTP.

Los resultados obtenidos indican que al adicionar tolueno, el
consumo de oxigeno es dos veces mayor que en el control (sin
tolueno). Esto sugiere que la poblacién microbiana fue capaz de
usar los compuestos tan pronto como quedaron biodisponibles y
que la velocidad de desorcion fue el paso limitante para la

degradacion (Gray y col.,2000).
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Especificamente al adicionar 4350 mg de tolueno/Kg mezcla de
suelo artificial, adicionado 24 horas antes de 1inocular fue

tres veces mayor que el control (sin tolueno).

El consumo de oxigeno fue 20% mayor cuando la adicion del
disolvente se efectua 24 horas antes de inocular, en relacién
al consumo de oxigeno en los ensayos adicionados con tolueno al

momento de inocular.

Con 4350 mg de tolueno/Kg mezcla de suelo artificial se observa
un efecto favorable del 30% que a una menor concentracion (2175
mg de tolueno/Kg de mezcla de suelo artificial), y el consumo
de oxigeno tres veces superior al experimento sin tolueno en 50

dias de cultivo.

En el experimento donde se realizd con concentraciones: 4350 y
una mayor concentracion (8700 mg de tolueno/Kg de mezcla
artificial de suelo) que se adicion6é tolueno al momento de
inocular con su respetivo control (sin tolueno), durante 25
dias, con las condiciones mencionadas en la Seccidén 4.8.2, en
frascos de 500 mL con 55 gramos de mezcla de suelo artificial,
a 30°C. Como variable de respuesta el consumo de oxigeno por

respirometria (Seccion 4.19).

Los resultados del consumo de oxigeno se muestran en las

Figuras 5.9 y 5.10, para las dos concentraciones de tolueno. De

73



CAPITULO 5
RESULTADOS Y DISCUSION

todos los ensayos, el numero que se muestra en la Figura se
refiere a la cantidad de oxigeno que requirio en los 25 dias
para la degradacion de la sacarosa e hidrocarburos.

En la Figura 5.9, se observa que durante las primeras 260 horas
los ensayos con 8700 mg de tolueno/kg mezcla de suelo
artificial, el consumo de oxigeno fue menor tanto para el
control como para la concentracion de 4350 mg de tolueno/kg

mezcla de suelo artificial.
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Figura 5.9 Consumo de oxigeno 4350 y 8700 mg de tolueno/kg mezcla de
suelo artificial y sin tolueno a las 260 horas

Se observa una mayor fase de adaptacidén en presencia de tolueno
que sin tolueno, y a 8700 mg de tolueno/kg mezcla de suelo
artificial es mas prolongada 1la fase de adaptacion,

aproximadamente 96 horas, que es una mayor concentraciéon de
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tolueno, es mas toéxica para los microorganismos (Huertas vy
col., 2000).

En la Figura 5.10 se encuentran los resultados de la demanda de
oxigeno hasta los 25 dias. Se puede apreciar que después de 328
horas, la cantidad de oxigeno consumido fue mayor para 8700 mg
de tolueno/kg mezcla de suelo artificial que para el control

(sin tolueno).
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Figura 5.10 Consumo de oxigeno con 4350 y 8700 mg de tolueno/kg
mezcla de suelo artificial seco y sin tolueno
ElI ndmero que se muestra se refiere a los miligramos de oxigeno que
consumié en 25 dias por kiligramo de mezcla de suelo artificial (mg
0./Kg m s a).

A las 560 horas la velocidad de consumo de oxigeno fue cada vez

mas lenta en todos los ensayos, siendo que con 4350 mg de
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tolueno/kg mezcla de suelo artificial, es una concentracion
donde se puede identificar el mayor consumo de oxigeno.

En el ensayo donde se adiciond 8700 mg de tolueno/kg mezcla de
suelo artificial, a las 260 horas fue similar el consumo de
oxigeno, y después de las 400 horas el consumo de oxigeno fue
mayor que sin tolueno. También se encontr6 un efecto
inhibitorio en el consumo de oxigeno.

Para concentraciones altas de tolueno (25 a 40 mg/L de medio),
se ha reportado que inhibe la degradacion de benceno y fenol
(Reardon y col., 2000). En la membrana celular el tolueno
provoca perforaciones, colapsando el potencial de membrana
(Sikkema y col., 1995), esto puede al mismo tiempo alterar la
permeabilidad de las células. Estas dos repuestas de los
microorganismos a elevadas concentraciones de tolueno explican
por qué el consumo de oxigeno disminuye cuando se adiciona mas
de 4350 mg de tolueno/Kg de mezcla de suelo artificial seco.

El siguiente experimento se realizd basandose en los resultados
obtenidos de los dos experimentos anteriores como se observo
que con 4350 mg de tolueno/Kg de mezcla de suelo artificial
seco adicionada 24 horas antes de inocular favoreceria en la
biodegradacion de los HTP, se realizd otro experimento bajo las
mismas condiciones que se mencionan en la seccidon 4.8.1, en

frascos serologicos de 165 mL con 11 gramos de mezcla de suelo
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artificial. Se llevo a cabo el experimento durante 50 dias. Se
midieron las siguientes variables de respuesta: concentracion
de HTP, el consumo de oxigeno y la producciéon de biodxido de
carbono por cromatografia de gases durante 25 dias; el pH,
humedad; cuenta microbiana, y carbono organico total.

Los resultados del consumo de oxigeno para una concentracion de
4350 mg de tolueno/kg mezcla de suelo artificial seco,
adicionado 24 horas antes de inocular y el control (sin

tolueno) se muestran en la Figura 5.11.

Consumo de Oxigeno
©° 9000
3 BOOC 7644 mg O./Kg msa
un _'_,_.,-P-"'
& 7000 [y
= _ 6000y e
% 2 5000,
i € 4000 3404 mg Oy/Kg msa
X 3000 et
& 20001
= 1000
& [ 4ees T T |
0 384 480 576
Tiempo (horas)
.+ Control _s_ 4350maTol/Kamsa

Figura 5.11 Consumo de oxigeno con 4350 mg de tolueno/kg mezcla de
suelo artificial y sin tolueno a las 576 horas.

ElI numero que se muestra en la parte superior de la grafica se
refiere a la cantidad de oxigeno que consumi6é en 24 dias (5676 horas)
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Los resultados obtenidos fueron similares a los del experimento
que se realizo con una concentracién menor a 4350 mg tolueno/Kg
de mezcla de suelo artificial que se llevo a cabo un afo antes,
y se observé que el consumo de oxigeno fue casi 3 veces mayor
en los ensayos con tolueno con respecto al que no se adiciond
disolvente.

Alvarez y Vogel (1991) reportaron que a bajas concentraciones
de tolueno puede estimular la degradacién de otros compuestos
aromaticos, como sucede aparentemente con 4350 mg tolueno/Kg de
mezcla de suelo artificial.

Para analizar los efectos en la adicién del tolueno a bajas
concentraciones en la biodisponibilidad de los HTP se realizd

la cinética de HTP.

5.3.2En la biodegradacion de HTP

Para evaluar el efecto del tolueno sobre la biodegradacion de
HTP en un suelo contaminado e iIntemperizado se realizaron dos
experimentos en todos se adiciond una concentraciéon de tolueno
de 4350 mg/Kg de mezcla artificial de suelo y se compard con:
(i) una menor concentracién (2175 mg/Kg de mezcla artificial de
suelo) se adiciond tolueno 24 horas antes y al momento de
inocular y (ii) se adiciondé tolueno 24 horas antes de inocular.

Todos con su respectivo control (sin tolueno).
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En la Figura 5.12 se muestran los resultados obtenidos en la
biodegradacion de HTP en los ensayos adicionados con 2175 y
4350 mg de tolueno/Kg de mezcla de suelo artificial seco, 24
horas antes de inocular y al momento de inocular y el control
(sin tolueno). Se cuantificd la degradacion de HTP a los 24 y

50 dias de incubacién a 30°C.
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Figura 5.12 Biodegradacion de HTP en ensayos de suelo con
dos concentraciones de tolueno y sin tolueno.

La adicion del tolueno al momento de inocular se indica con Ohr, y
para la adicién del tolueno 24 horas antes de inocular se indica con
24hr.

En los ensayos en presencia de tolueno la biodegradaciéon de HTP
fue mayor que en los ensayos sin tolueno. En los reactores

adicionados con tolueno 24 horas antes de inocular, hubo mayor
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degradacién de HTP que en los reactores adicionados con el
tolueno al momento de inocular, esto se observo desde los 24
dias.

Se identificdé que el tolueno adicionado 24 horas antes de
inocular a una concentracion de 4350 mg de tolueno/kg mezcla de
suelo artificial seco, presenté la mayor degradaciéon de HTP
(38.2%) en 50 dias.

Volker y col. (1996) reportaron que en suelos contaminados con
petroleo e intemperizados se biodegradé del 40 al 60% de HTP en
110 dias en un medio liquido. Por otra parte, Huesemann y Moore
(1993) reportan que un suelo intemperizado (6 a 15 afos)
contaminado con hidrocarburos (21,100 ppm HTP) en Houston
Texas, en un afio (52 semanas) se logré un 90% de de degradacion
de los contaminantes. Los resultados aqui obtenidos indican que
la adicion del tolueno puede ser una alternativa para favorecer
la degradacion de HTP en suelos intemperizados.

Los resultados sugieren que la adicion de 4350 miligramos de
tolueno/kg mezcla de suelo artificial 24 horas antes de
inocular, se favorece la desorcidén de hidrocarburos en un suelo
intemperizado o posiblemente también que es un cosustrato que
induce la produccion de enzimas 1inespecificas capaces de

degradar hidrocarburos.
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A continuaci6n, se muestran los resultados obtenidos donde se
adicioné tolueno 4350 mg de tolueno/kg mezcla de suelo
artificial seco, 24 horas de inocular a 30°C, en frascos
seroldgicos, con 11 gramos de mezcla de suelo artificial seco
(Secciéon 4.8.1) y durante 50 dias, cabe mencionar que este
experimento se realizo un afio después del anterior y se
compararon los resultados. En la Figura 5.13 se muestran los

resultados de la biodegradacién de HTP.

27%
8 24 1 1%
8 201 179% &
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Figura 5.13 Biodegradacion de HTP con 4350 miligramos de
tolueno/kg mezcla de suelo artificial seco, adicionado 24
horas de inocular y sin tolueno.
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De los resultados obtenidos se observa que sin tolueno y con
tolueno hay una biodegradacion de extractos de HTP similar
hasta las 130 horas, posteriormente en el ensayo hay una lenta
biodegradacion y a las 1152 horas (48 dias) la biodegradacion
fue del 11% aproximadamente. En cambio en presencia de tolueno
continia la biodegradaciéon de extractos de HTP y a 1152 horas
(48 dias) la biodegradacion es del 27%.

Al final del experimento, a los 50 dias se observo que al
adicionar tolueno a una concentracion de 4350 mg de tolueno/Kg
de mezcla de suelo fue 2.4 veces mayor que sin tolueno, asi que
hubo mayor desorcidon de los hidrocarburos al adicionar el
tolueno y menos estrés para los microorganismos al adicionar el
tolueno 24 horas antes de 1inocular, y por eso hubo mayor
biodegradacion de HTP.

Rutherford y col. (1998) reportan que en la degradacion de
hidrocarburos en suelos contaminados se presenta una reduccion
rapida de contaminantes al inicio del proceso, seguido por una
lenta disminucién de material remanente, por lo que no se
alcanza una degradacién completa. Pignatello y Xing ((1995)
explican que en la fase lenta de degradaciéon también se
observa una desorcion de contaminantes en suelos. Por lo tanto
la fase lenta de biodegradacién es mas comunmente atribuida a

factores fisicos como la difusidén de particulas en el suelo.
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Se analizaron los resultados y se observé una similitud de suma
importancia en los experimentos que se realizaron en las mismas
condiciones s6lo que con un afo de diferencia. Se adiciond una
concentracion de 4350 mg de tolueno/Kg de mezcla de suelo
artificial seco adicionado 24 horas antes de inocular, se
relacion6 el porcentaje de degradacién de HTP a los 50 dias con

tolueno y sin tolueno(Tabla 5.4).

Tabla 5.4 Biodegradacion a los 50 dias de dos experimentos iguales
con un afo de diferencia.

Relacion de
Tolueno Biodegradacion | Biodegradacion | Biodegradacion
Sin tolueno (%) | Con tolueno (%)| Sin Tolueno/Con
Tolueno
4350 mg tol/Kg 15.57 38.2 0.407
msa
4350 mg tol/Kg 11 27 0.407
msa
un afio después

Se encontré6 que la relacion de biodegradacion de HTP
(biodegradacion sin  tolueno/biodegradacion con tolueno) en
ambos experimentos es igual (0.407), Tabla 5.4, 1o que indica
que el efecto en la adiciéon del tolueno en ambos experimentos

fue la misma.
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Los resultados que se muestran en la Tabla 5.4, se observd que
los porcentajes de degradacion fueron diferentes, posiblemente
se deba a que el consorcio no haya sido el mismo dado que hubo
una diferencia de un afio entre cada experimento, aunque el
consorcio se conservo en glicerol al 30% v/v y se mantuvo
refrigeracion a -20°C, posiblemente se extinguieron algunos
microorganismos degradadores importantes y por ese motivo los
resultados no hayan sido iguales.

De los resultados obtenidos en la respiracion microbiana y en
la degradaciéon de HTP se interpreté un efecto importante debido
a la presencia de tolueno: incrementé la desorciéon de los
hidrocarburos del suelo e incrementdé la biodisponibilidad.

La degradaciéon de HTP y el consumo de oxigeno fueron funciones
que se vieron alteradas por la adicion del tolueno. La
biodegradacion de HTP se lleva a cabo por la oxidacion (Parés y
Juarez, 1997), resultando en la formacidon de compuestos polares
(Volker y col., 1996).

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de la
produccion de bidéxido de carbono (CO;) con el fin de determinar
el efecto del tolueno sobre la respiracion de los

microorganismos durante la biodegradacion de hidrocarburos.
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5.4 Mineralizaciéon de hidrocarburos

Para determinar si los hidrocarburos fueron transformados o
mineralizados se midié la produccidon de CO, durante 24 dias de
tratamiento.

La cinética de produccion de CO, se realizd en frascos
serolégicos con tapa hermética de teflon Mininert® con 11
gramos de mezcla de suelo artificial seco (Seccion 4.8.1.) con
una concentracion de 4350 mg tolueno/Kg de mezcla de suelo
artificial que se, adiciond tolueno 24 horas antes de inocular
y el control (sin tolueno), a 30°C en el respirémetro, durante
24 dias (576 horas).

La producciéon de CO, fue 1.95 veces mayor con tolueno que sin
tolueno. Estos resultados indican que la adicidon de tolueno
favorece la oxidacion y biodegradaciéon hasta la mineralizacion
de los hidrocarburos del suelo. En este caso, la adicion de un
sustrato parcialmente soluble, el tolueno, podria estimular la
biodegradacion de hidrocarburos. Por ejemplo, Ressler y col. en
1995, encontraron que los compuestos poli aromaticos con 4
anillos (fluorantreno y pireno) fueron degradados mas
rapidamente en presencia de naftaleno.

Los resultados de la cinética de CO, se muestran en la Figura

5.14.
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Produccién de CO,

mol CO2/Kg mezcla de

0.00 ‘ ‘ \ T \ \
0 96 192 288 384 480 576

Tiempo (horas)

...¢-.-.Sin Tolueno —8—Con Tolueno

Figura 5.14 Produccién de CO, de ensayos con 4350 mg de tolueno/kg

mezcla de suelo artificial seco y sin tolueno.

La biodegradacion de los HTP es mayor en los ensayos que se
adicion6é tolueno, también fue mayor la produccion de CO,. La
biodegradacion de HTP a los 24 dias para las muestras tratadas
con tolueno fue 2.1 veces mayor que la biodegradacion sin
tolueno, por 1o tanto [la adicion del tolueno favorece la
biodegradacion. Los valores de biodegradacion fueron de 8 y 17%
sin tolueno y con tolueno respectivamente.

Una limitante en la biodegradacién, es la biodisponibilidad de
hidrocarburos en la matriz del suelo iIntemperizado.

En la siguiente seccién se muestran los resultados obtenidos
por espectroscopia infrarroja para mostrar la identificacion de

compuestos polares por su grupo funcional.
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5.5 Espectros de compuestos polares y HTP

El objetivo de éste analisis fue mostrar la biodegradacién de
HTP con tolueno y sin tolueno, por medio de la espectroscopia
infrarroja e identificando HTP y compuestos polares.

En la Figura 5.15 se observan tres espectros, el que se
encuentra en la parte superior es del disolvente (tetracloruro
de etileno), el siguiente es en el tiempo cero y el ultimo a
los 24 dias de incubar, los ultimos dos en presencia de tolueno

(4350 mg tolueno/Kg de mezcla de suelo artificial).
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Figura 5.15 Espectro de HTP y compuestos polares

a los 0 y 24 dias de incubar.
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En la figura 5.15 se puede apreciar de color azul y con linea
punteada la cantidad de hidrocarburos saturados (alifaticos)
que disminuyen después del tratamiento microbiano, mientras que
la porcidon de compuestos polares aumentd y se sefiala en colores
verde y rojo. Se identificaron bandas en el FT-1R de compuestos
polares, principalmente compuestos con grupos funcionales C=0 y
OH, y una disminucién en la concentraciéon de HTP (3100 a 2800
cm?). Estas sefiales se encontraron también en ausencia de
tolueno, s6lo que las bandas de los compuestos polares fueron
menores. Volker y col. en 1997 también encontraron bandas de
compuestos polares por espectroscopia infrarroja debido a la
biodegradacion de petréleo.

En la Figura 5.16, se puede apreciar que la banda en 3100 a
2800 cm™ disminuyé considerablemente por la biodegradacién de
los HTP. De forma similar, se observd disminucion de compuestos
polares (OH) por la banda de 3422 cm®, los cuales también se
biodegradaron.

En la Figura 5.16 se observan tres espectros, el que se
encuentra en la parte superior el disolvente (tetracloruro de
etileno), el siguiente es el tiempo cero y el ultimo a los 50
dias de incubar, los ultimos dos en presencia de tolueno (4350

mg tolueno/Kg de mezcla de suelo artificial).
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Figura 5.16 Espectro de HTP y compuestos polares
a los 0 y 50 dias de incubar

Para continuar analizando el efecto del tolueno se realizaron
las cinéticas de: pH, humedad, cuenta microbiana y carbono
organico total. También la concentracion de asfaltenos, para

después realizar un balance de HTP y carbono.

5.6 Efecto del tolueno en: pH, humedad, cuenta microbiana y
carbon organico total

Se muestran los resultados del experimento que se adiciono
tolueno a una concentraciéon de 4350 miligramos de tolueno/kg
mezcla de suelo artificial seco adicionado 24 horas antes de

inocular, para analizar el efecto de la adicidn del tolueno.
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5.6.1 Cinéticas de pH
En la Figura 5.17 se muestran los resultados de pH obtenidos

hasta los 50 dias.
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Figura 5.17 Mediciones de pH en la unidad experimental con
4350 miligramos de tolueno/kg mezcla de
suelo artificial seco y sin tolueno.

Se observd que en las muestras con tolueno el pH varid entre
58 y 4.6, y sin tolueno de 5.9 y 5.1. En los ensayos sin
tolueno hubo una disminucién en el pH en las primeras 360 horas
y posteriormente fue mucho menor. En el ensayo con tolueno la
disminucion de pH fue acentuada después de las 240 horas hasta
720 horas (10 a 24 dias).

La disminucion de pH en los ensayos sin tolueno puede
atribuirse a la formacion de &cidos organicos provenientes de

la fuente de carbono de facil, degradacién (Zucconi y Bertoldi,
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1986; Ferrari, 1986), sacarosa, posteriormente o]
simultaneamente los hidrocarburos biodisponibles.

Para el caso de las muestras con tolueno, la disminucion del pH
fue diferente, ya que hasta después de 240 horas (10 dias) se
aprecio una disminucion de pH, representativo de la degradacién
de la sacarosa y también de los hidrocarburos.

El ataque primario aerobio de hidrocarburos puede conducir a la
mineralizacion, pero en otros casos se acumulan productos
resultantes de la oxidacion parcial del sustrato, como acidos
grasos que disminuyen también el pH en el medio (Abed y col.,

2002) .

5.6.2 Cinética de humedad

El agua es importante para el desarrollo de los
microorganismos, Yya que actua como medio de transporte de
nutrientes y oxigeno a la célula.

La humedad inicial fue del 50%, después de 24 dias disminuyd a
48.1 y 48.7% en las muestras con y sin tolueno respectivamente

(Figura 5.18).
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Figura 5.18 Mediciones de humedad en la unidad experimental con
4350 miligramos de tolueno/kg mezcla de
suelo artificial seco y sin tolueno.

Para los ensayos con tolueno la mayor disminucion de la
humedad se presenté durante Qlas primeras 360 horas,
observandose una pendiente mas pronunciada que en los
ensayos sin tolueno.

El rango de humedad al que se situaron todos los ensayos fue de
48-50% de humedad. Fitzpatrick en 1993 recomienda el proceso
deba mantenerse en un intervalo de 40-65% de humedad para

asegurar la biodegradacion.

5.6.3 Cuenta microbiana

En la Figura 5.19 se muestran las cinéticas de unidades
formadoras de colonias (UFC), durante 50 dias. En la Figura de
lado izquierdo se refiere a las bacterias y del lado derecho a

los hongos. De los resultados obtenidos, se observa que tanto
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en presencia como en ausencia de tolueno hubo crecimiento

microbiano de bacterias y hongos.
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Figura 5.19 Cuenta microbiana (UFC) en el suelo de la unidad
experimental con 4350 miligramos de tolueno/kg
mezcla de suelo artificial seco y sin tolueno

El crecimiento bacteriano en las muestras que se adicioné
tolueno se puede apreciar un periodo de adaptacion mas largo
que en el que no contiene tolueno, como también lo citan
Huertas y col. (2000).

En los experimentos en que no se adiciond tolueno, el
crecimiento microbiano fue muy lento y Hllegd a una Tfase
estacionaria mas rapidamente que en los cultivos con tolueno,
posiblemente por [la menor biodisponibilidad de fuente de

carbono.
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Los hongos, como grupo, tienden a ser mas tolerantes al acido
que las bacterias (Madigan y col., 1998) y se observo que en
presencia de tolueno el pH fue de entre 4 y 6. Muchos grupos
crecen a pH 5 o mas bajo pero muy pocos lo hacen a dos.

Estos resultados indican que la adicién de tolueno favorece

la biodisponibilidad de los hidrocarburos y son utilizados
como fuente de carbono y energia.

Huertas y col. en 1998 reportaron que el tolueno puede ser
biodegradado principalmente Pseudomonas putida a una
concentracion de 10% (v/p), en fermentacién en medio solido.
También realizé un conteo de células en una fermentacion en
medio Itquido, y observé que al 0.1% (v/p) de tolueno no hubo
efecto significativo en el numero de células, pero al 10%(v/p)
de tolueno los microorganismos sufrieron un shock porque fueron
realmente sensibles a esa concentacion decreciendo las células
6 ordenes de magnitud después de 24 horas.

5.6.4 Carbono organico total (TOC)

En la Figura 5.20 se muestran los datos obtenidos de Ila

determinacién de carbono organico total (TOC). Durante 50 dias.
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Figura 5.20 Carbono Organico Total de suelo en la unidad
experimental con 4350 miligramos de tolueno/kg
mezcla de suelo artificial seco y sin tolueno

El TOC se realizé para cuantificar el carbono biodisponible en
la unidad experimental y el efecto que hubo en presencia y
ausencia de tolueno. Se observé que en presencia de tolueno, la
cantidad de carbono organico fue mayor que en ausencia de
tolueno.

Los datos obtenidos del TOC se usaron para el balance de
Carbono que se presenta mas adelante.

A continuaciodon se presentan la determinacion de asfaltenos.
5.6.5 Concentracioéon de Asfaltenos

La concentracion de asfaltenos en los HTP se midié en los

ensayos con tolueno a una concentracién de 4350 mg de
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tolueno/Kg de mezcla de suelo artificial seco y sin tolueno,
durante 50 dias.

Se midid la concentracion de asfaltenos al inicio y al final(0
y 50 dias), en todos los ensayos. La concentracion fue de 29.5%
al inicio y 30.5% al final. El resultado obtenido indica que es
un elevado porcentaje de asfaltenos y hace constar que es un
suelo intemperizado, una cantidad elevada de asfaltenos es
caracteristico de suelos intemperizados (Abelson, 1989).

La concentraciéon de asfaltenos al principio y al final del
proceso, indica que los asfaltenos 1iIncrementaron y no
disminuyeron, debido a su complejidad, ya que los asfaltenos
con mucha certeza es una fraccidon no biodegradable de los
contaminantes en suelos intemperizados (Medina, 1999).

Con los datos obtenidos se realizaron dos balances uno de HTP y
el otro de carbono, con tolueno a una concentracion de 4350 mg
de tolueno/Kg de mezcla de suelo artificial seco y sin tolueno

que se muestran a continuacion.

5.7 Balances de HTP y Carbono

A continuacion se muestra un balance en presencia Yy en
ausencia de tolueno, para estimar el consumo de hidrocarburos
sobre el destino final de los hidrocarburos que disminuyeron,

es decir, podrian disminuir por que los compuestos producidos
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en la biotransformaciéon tengan una solubilidad distinta a la de
los compuestos de los que procedieron 6 por que la afinidad al
suelo sea mayor. Para estimar cuanto se mineralizdé y cuanto fue
biotransformado se realizaron los balances de HTP y Carbono.

Se realizaron balances de carbono considerando un rendimiento
biomasa sustrato (Yxs) de 0.5 para la sacarosa como fuente de

carbon primaria, Yxs de 0.8 para el tolueno y los HTP y Yy de
0.3 para la materia organica. Se considerd el siguiente orden
de biodegradacion de la fuente de carbono: sacarosa, tolueno,
HTP y materia organica.

La duracion de los experimentos fue de 50 dias, porque se
identifico en la cinética de HTP sin tolueno una desaceleracion
en la disminucion de HTP y en el consumo de oxigeno, aungue en
presencia de tolueno el consumo de oxigeno continud.

En las Figuras 5.21 y 5.22, los balances de carbono encontramos
mayor Tformacion de metabolitos secundarios en los ensayos que
se adiciond tolueno a 4350 mg tolueno/Kg de mezcla de suelo

artificial seco que sin tolueno.
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Entrada Safida
sacamsa 0.055qC 0nssgcC sacanosa
HTP 0.749g C > Ui — » 0085 gC  HTP
materiz .
gagc materia
orgdnica  0.236gC Expenmertal ? organica
acumudado

D236gC materia orjanica

0623 gC HTP acumulado
0041 gc HTP  biotransfomado

Figura 5.21 Balance general de Carbono en la
unidad experimental con tolueno.

Entrada: Salida

sacarosa 0055 gC U idad ﬂdﬂééaﬁgﬁ sacarosa

HTP 0749 gC ——— S 035 gcC HTP

BASRa 0206 g experimenta 0gC  organica
acumulado

0.236 g C de materia orgéanica
0.6886 g C HTP acumulado
0.027 g C© HTP bilotranzformado

Figura 5.22 Balance general de Carbono en la unidad
experimental sin tolueno.

Comparando en presencia de tolueno con ausencia de tolueno:
Se cuantifico mayor acumulacidén de carbono en ausencia de

tolueno que con tolueno.
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Toda la sacarosa fue degradada en ausencia como en presencia de
tolueno.
En las Figuras 5.23 y 5.24, se presentan los balances generales

de HTP en presencia y ausencia de tolueno respectivamente.

Entrada; Salida: (mineraliz6: CO, + H,0)

0.881 g HTP Unidad 0.1 g HTP
> experimental >

100% 11.4%
acumulado l l biotransformado
0.732g HTP 0.048g HTP
83.1% 5.5%

Figura 5.23 Balance general de HTP en la
unidad experimental con tolueno.
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Entrada: Salda
(mineralizd CO, +H,0)
Unidad
0881gHTP — 3l experimertal | 0041 gHTP
4.7 %
acumulado
% % Biotransformado
0.807 gHTP 0.032gHTP
91.7 % 36 %

Figura 5.24 Balance general de HTP en la unidad
experimental sin tolueno.

Comparando los balances en presencia de tolueno con ausencia de
tolueno:

Es mayor 1la mineralizaciéon 2.3 veces con tolueno que sin
tolueno.

Hubo mayor formacién de metabolitos secundarios sin tolueno
(0.839g HTP), que con tolueno (0.78g HTP).

En un suelo intemperizado hay baja biodisponibilidad, al
adicionar tolueno se incrementan la movilidad vy la

transferencia de contaminantes mejorando la biodegradacion.
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CONCLUSIONES

El efecto del tolueno al inicio de los experimentos es
positivo en la degradacion de HTP en suelos intemperizado
en concentraciones de 2175, 4350 y 8700 mg de tolueno/Kg

de mezcla de suelo artificial seco.

Al adicionar tolueno el consumo de oxigeno y la
biodegradacion de HTP en un suelo intemperizado es dos

veces superior con respecto al que no tiene tolueno.

Se encontr6 conveniente efectuar la adicidén de tolueno 24
horas antes de 1inocular, para obtener 1los mejores

resultados en la biodegradacion de HTP.

La concentracién mas adecuada para la degradacién de los
HTP, fue de 4350 mg de tolueno/Kg de mezcla de suelo

artificial seco.

Hubo el mismo efecto en la degradacion de HTP, con la

adicion de 4350 mg de tolueno/Kg de mezcla de suelo

artificial seco, en experimentos de un afio de diferencia.
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6. Hubo mayor mineralizacidon en ensayos que se adiciono el

tolueno que en sin tolueno (control).
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RECOMENDACIONES

Algunos de los aspectos que durante el trabajo de tesis no se

cubrieron, por estar fuera de los objetivos planteados, pero

podria ayudar a complementar la informacidon generada en éste

trabajo son:

La realizacion del fraccionamiento de hidrocarburos al
inicio, intermedio y final del proceso para conocer como

se biodegrada cada fraccion.

La utilizacién de un pretratamiento con tolueno a bajas
concentraciones, es decir, antes de iniciar el experimento
inocular en medio mineral con tolueno durante 10 dias, Yy
esto es para fTavorecer el crecimiento de colonias
adaptadas y evitar el estrés repentino, con la que se

podria lograr una fase de adaptacidén sea mas corta.

La adicidon de tolueno a una concentraciéon de 4350 mg de
tolueno/Kg de mezcla de suelo artificial seco cada
determinado periodo de tiempo, no s6lo al inicio del
proceso, para observar si es que favorece la

biodegradacion de HTP y la desorcidon de los mismos.
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Identificacion de metabolitos producidos cuando se
adiciona tolueno y caracterizacion de la toxicidad de los

compuestos residuales al tratamiento.
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