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RESUMEN

BIORREMEDIACION DE UN SUELO AGRICOLA IMPACTADO CON ACEITE
RESIDUAL AUTOMOTRIZ

Por
Lizbeth Pasaye Anaya
Enero del 2011

Maestra en Ciencias en Ingenieria Ambiental

El aceite residual automotriz (ARA) derivado del uso de automotores es una
mezcla de hidrocarburos (HC) alifaticos, aromaticos y otros que en el suelo impide la
actividad microbiana para el reciclaje de elementos esenciales para la vida. El objetivo
de este trabajo fue analizar la biorremediacion (BR) por bioestimulacion (BS) de un
suelo agricola impactado con ARA. Para ello, el suelo contaminado con la mezcla de
HC se biorremedio por BS con una solucion mineral (SM), lombricomposta (LC) y abono
verde (AV). Como variables-respuesta de la BR del suelo con ARA se cuantifico: el
aumento en la densidad de la poblacion bacteriana mineralizadora del ARA (PBMARA),
la produccién de CO; y la disminucion de HC totales.

Los resultados sefalaron que la BR via BS por enriquecimiento del suelo con
SM, LC y AV indujo un aumento en la densidad de la PBMARA, apoyada por la
produccion de CO, derivada de la oxidacion de la mezcla de HC, asi como 62% de
mineralizacion de los HC alifaticos del ARA en el suelo que fue bioestimulado con LC,
56% en el bioestimulado con SM y 14% en el bioestimulado con AV; lo que contrasté
con los suelos sin bioestimular empleados como control relativo y absoluto en donde la
remocion de HC fue nula. El analisis estadistico con la prueba de Tukey demostré que
la BR via BS con SM, LC y AV favorecio la eliminacion de los HC alifaticos del ARA y la

LC fue el tipo de BS mas adecuado para la recuperacion del suelo.




Lo anterior sugiere que la BR via BS es una estrategia conveniente para la

eliminacion de derivados del petréleo en suelo agricola.

Palabras clave: contaminacion, bacterias oxidantes de hidrocarburos, mineralizacion.

Dirigida por: Dr. Juan Manuel Sanchez-Yanez*

* Laboratorio de Microbiologia Ambiental del Instituto de Investigaciones Quimico-Biolégicas, UMSNH.




Capitulo I. Introduccién

I. INTRODUCCION

La contaminacion del suelo con petroleo y derivados, insolubles y de
composicién quimica compleja de HC alifaticos y aromaticos, afectan en forma negativa
la fertilidad del suelo al evitar los procesos aerobios de mineralizacién de la materia
organica y/o el reciclaje de los elementos basicos para la vida.

En paises productores de petroleo existen suelos impactados con HC, por
ejemplo, en Estados Unidos de América (EUA) se registran aproximadamente 34 mil
sitios, en Alemania casi 50 mil y en la Republica Mexicana todavia se desconoce la
dimensién real del problema, aunque por su importancia se supone una cifra alta.
Petroleos Mexicanos (PEMEX) durante el afio 2001 dio a conocer el derrame de 8 031 t
de productos de los HC como el petroleo crudo, el diesel y la gasolina (Sanchez-Yafez,
2008). La importancia de los efectos toxicos de los HC en este ambiente depende de su
concentracion y composicion quimica, que a su vez es funcién del tiempo de exposicion
en el sitio, de la extension del derrame, de la sensibilidad de la microbiota nativa, de las
propiedades fisicas y quimicas del suelo, y de las variables ambientales como la

temperatura, la humedad y el nivel de oxigeno (Sanchez-Yarnez et al., 2008).

1.1 El aceite residual automotriz: origen e impacto en el suelo

Los aceites lubricantes (AL) son HC sdélidos, semisdlidos o liquidos de origen
animal, mineral o sintético que se utilizan en los motores de los automoviles para
disminuir el desgaste y la friccion entre las piezas metalicas del motor.

Los AL minerales se obtienen de la refinacion del petrdleo, los de origen animal
son grasas de vacas, cerdos, caballos y fauna maritima, en especial cetaceos, focas y
lobos marinos, y los sintéticos son subproductos petroliferos de elaboracion mas
compleja, por lo tanto son mas caros que los minerales (Hernandez, 2007).

El ARA es cualquiera de los AL que por el uso reduce su calidad y debe ser
remplazado. La Ley General del Equilibrio Ecolégico y Proteccién al Ambiente
(LGEEPA) y la NOM-052-ECOL-93 de la SEMARNAT clasifica el ARA como residuo

M. en C. en Ingenieria Ambiental 1
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peligroso y obliga a su reciclaje y confinamiento, lo que en general no se cumple (Leal,
2003; Sanchez-Yanez et al., 2008).

En México, de los 316 millones de litros de AL usados que se generan cada afo,
la mayoria derivan del uso de automotores, gran parte por los cambios de aceite
realizados en los talleres mecanicos, los cuales constituyen la principal fuente de
generacion de ARA. Esto se observa en el Cuadro 1, en donde se muestran los
resultados de un estudio realizado en 1992 para estimar la generacion de los AL
usados en México por entidad federativa: la cantidad de ARA generada es

considerablemente mayor que la de aceite residual industrial.

Cuadro 1. Generacién de aceite usado por el parque vehicular y la industria en México

(miles de litros).

%

Estado Autos Camionetas  Camiones Industria Total

D.F. 29,657 6,281 5,941 15,890 57,769  18.3
México 9,953 3,704 6,475 13,937 34,069 10.8
Jalisco 6,157 2,240 7,139 5,064 20,600 6.5
Nuevo Ledn 4,686 2,101 4,639 7,896 19,322 6.1
Veracruz 3,478 1,811 5,305 6,061 16,655 5.3
Chihuahua 4,225 1,727 7,298 2,635 15,885 5.0
Baja 5,465 1,331 3,879 1,564 12,239 3.9
California

Tamaulipas 3,610 1,328 5,174 2,105 12,217 3.9
Puebla 3,288 1,189 3,518 2,942 10,937 3.5
Coahuila 2,314 1,233 3,799 3,201 10,547 3.3
Subtotal 72,833 22,945 53,167 61,925 210,240 67.0
Los demas 23,863 11,335 40,020 29,513 104,731 33.0
Total 96,696 34,278 93,187 90,808 314,969 100

(Ubiratan, 2002)

M. en C. en Ingenieria Ambiental 2
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De acuerdo con la SEMARNAT en 1998 se consumieron en México 747 000 m®
de aceites de proceso, industriales y automotrices, de los cuales se estima que 67%
(500 490 m3) corresponden a aceites automotrices. Terminada la vida util de éstos, 65%
del aceite consumido constituye un residuo, de manera que en 1998 se generaron mas
de 325 000 m® de ARA (Ubiratan, 2002).

Los ARA se vierten al suelo y al drenaje municipal, lo cual afecta la vida vegetal,
animal y humana (Depuroil, 1999; Azcona, 2001; Leal, 2003; Rosas et al., 2006). En el

Cuadro 2 se muestran los componentes principales de los AL y los ARA.

Cuadro 2. Composicion quimica de los aceites lubricantes y residuales automotrices.

Hidrocarburos
Metales pesados

Clorados Aromaticos
Aluminio Diclorofluorometano Benceno
Antimonio Triclorotrifluoroetano Tolueno
Arsénico 1,1,1-Tricloroetano Xilenos
Bario Tricloroetileno Benzo-a-antraceno
Cadmio Tetracloroetileno Naftaleno
Calcio Bifenilospoliclorados Otros hidrocarburos

aromaticos policiclicos

Cromo

Cobalto
Cobre
Plomo

Magnesio

Manganeso

Mercurio

Niquel

Zinc

(Sanchez-Yanez et al., 2008)
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En el suelo agricola el ARA causa problemas cuando se arroja directamente o se
mezcla con el agua de riego, pues por su insolubilidad se mantiene en la superficie e
impide el intercambio gaseoso con la atmdsfera, lo que impacta de manera negativa la
actividad de la microbiota aerobia e inhibe los ciclos biogeoquimicos relacionados con
la mineralizacion de la materia organica en el suelo, por lo tanto impide la regeneracion
del humus y al infiltrarse a las aguas subterraneas causa contaminacion y pérdida de
este recurso natural (Depuroil, 1999; FeuVert, 2000 a 2007; Benavides et al., 2006;
Sanchez-Yafez et al., 2008).

1.2 Biorremediacion

La contaminacion de suelos con HC se remedia por métodos fisicos, quimicos y
bioldgicos, estos ultimos son conocidos como BR.

La BR se basa en el empleo de microorganismos para mineralizar compuestos
téxicos en aerobiosis y/o anaerobiosis (Velasco y Volke, 2003) con base en el hecho de
que éstos tienen la capacidad genética para oxidarlos y transformarlos en biomasa
(Yonni, 2000; Lobo, 2004; Benavides et al., 2006).

La mineralizacion (MI) desde el punto de vista bioquimico es la transformacion de
un compuesto complejo en otros simples como el CO; y el H,O. Una poblacion de
microorganismos que consume HC como fuente de carbono y energia puede
mineralizarlos u oxidarlos para su eliminacion del ambiente (Alexander, 1977; Velasco y
Volke, 2003; Alvarez y Diaz, 2005).

La BR integral implica realizar pruebas de fitotoxicidad en el suelo biorremediado.
Para ello, se siembran plantas susceptibles a una baja concentracion de HC y se realiza
un analisis cualitativo y cuantitativo de algun parametro fisioldgico relevante en la planta
como el indice de germinacion, la elongacion radicular, el contenido de clorofila o la
tasa fotosintética (Cunningham y Philp, 2000; Benavides et al., 2006; INE, 2006). El
hecho de que las plantas se desarrollen y desempenen sus funciones normalmente en
el suelo tratado es indicativo de que la BR fue exitosa, tal como lo sefal6 Leal (2003)

con el crecimiento de un pasto (Lolium multiforum L.) en suelo biorremediado, y
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Martinez-Prado et al. (2010) que evaluaron el proceso de germinacién y elongacion
radicular de lechuga (Lactuca sativa L.) en suelo biorremediado y encontraron que la
concentracion final de los HC totales del petroleo (HTP) no resulté téxica para las

plantas.

1.2.1 Tipos de biorremediacién

Existen dos tipos de BR: la bioaumentacion (BA) y la BS.

La BA es la inoculacion de microorganismos alégenos, seleccionados de manera
natural o modificados por ingenieria genética, en el ambiente impactado con toxicos
como los HC para lograr su eliminacion.

La BS consiste en el enriquecimiento del ambiente con nutrientes basicos que
estimulan la actividad de la microbiota nativa para inducir la Ml del toxico (Cunningham
y Philp, 2000; Velasco y Volke, 2003).

La BS es una de las mejores opciones para la destruccion de HC en el suelo.
Segun Alexander (1977) las poblaciones microbianas autéctonas del suelo son capaces
de responder en forma natural al enriquecimiento mineral cuando las condiciones
ambientales son favorables y en consecuencia consumen los HC. En cambio, la
microbiota aléctona no tolera los cambios adversos y muere rapido, ya sea por factores
bidticos como depredacion o competencia de los microorganismos nativos del suelo, o
abidticos como tipo de carbono organico, estrés nutricional e hidrico, pH y temperatura.
Martinez-Alonso y Gaju (2005) senalaron la necesidad de utilizar la BS sobre la BA
debido a que gran parte de la microbiota nativa del suelo no es cultivable en medios
sintéticos. Por lo tanto, la BA so6lo es recomendable cuando la actividad microbiana
autéctona capaz de eliminar los HC es baja o nula (Crawford y Crawford, 1996;
Swannell et al., 1996; Balba et al., 1998; Cunningham y Philp, 2000; Margesin y
Schinner, 2001).

M. en C. en Ingenieria Ambiental 5
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1.2.2 Factores que influyen en la biorremediacion

Existe la idea erronea de que para biorremediar un ambiente impactado con HC

es suficiente enriquecer con nutrientes basicos que estimulen a la microbiota nativa y/o

a los microorganismos especializados en su eliminacion. Esto es falso, la BR induce la

MI de los HC que no fueron eliminados por acciones fisicas y quimicas, y siempre es

una accion posterior a la limpieza mecanica y/o quimica de HC, la cual reduce su

concentracion hasta un nivel en el que es posible la accion bioldgica. Los principales

factores fisicos y quimicos que limitan la actividad microbiana para la eliminacién de los

HC en suelos deben considerarse antes de iniciar la BR de un sitio contaminado, en

orden de importancia estos factores son:

1)

2)

3)

Concentracion del HC. Cuando es alta impide la actividad oxidante de la
microbiota nativa y es indispensable una previa remocion mecanica y/o quimica
que reduzca su concentracion al nivel que la microbiota los pueda utilizar como

fuente de carbono y energia (Leahy y Colwell, 1990; Sanchez-Yanez, 2008).

Complejidad quimica de los HC. La susceptibilidad de los HC a la MI disminuye
al aumentar la complejidad de su estructura quimica en el siguiente orden:
alifaticos > aromaticos > compuestos polares > asfaltenos (Sanchez-Yanez et al.,
2008). Los alcanos lineales y los ramificados de cadena intermedia de entre Co-
C2o son los mas facilmente mineralizables por los microorganismos del suelo, los
alcanos de cadena larga (>Cy) son mas dificiles de mineralizar por su baja
solubilidad y alto peso molecular, los cicloalcanos y los arobmaticos que contienen
de dos a tres anillos aromaticos se mineralizan pero con mayor dificultad,
mientras que los aromaticos con cuatro o mas anillos son recalcitrantes, al igual
que las resinas y asfaltenos de alto peso molecular (Alexander, 1977; Song et
al., 1990; Balba et al., 1998; Cunningham y Philp, 2000; Vifas, 2005).

Solubilidad. Para la BR de un suelo contaminado con HC se recomienda aplicar

detergentes quimicos y biolégicos que emulsifiquen y aumenten su disponibilidad
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para la microbiota, lo cual implica menor tiempo de MI de los HC (Crawford y
Crawford, 1996; Bruheim et al.,, 1999; Harayama et al., 1999; Colores et al.,
2000).

4) Concentracidon de nutrientes esenciales. La microbiota nativa del suelo utiliza
los HC como una fuente de carbono y energia si existe la disponibilidad de Ny P,
que de manera natural son insuficientes para estimular el crecimiento
microbiano, en consecuencia, la Ml de HC no sucede. Crawford y Crawford
(1996) mencionan que aproximadamente 150 mg de N y 30 mg de P se
consumen en la conversién de 1 g de HC en material celular. Para equilibrar la
concentracion de estos nutrientes e inducir a la microbiota a la BR de los HC se
bioestimula con fertilizantes inorganicos, férmulas minerales y diferentes abonos
y compostas (Leahy y Colwell, 1990; Leal, 2003; Olguin et al., 2007).

5) Disponibilidad de oxigeno. Los microorganismos que consumen HC usan
oxigenasas, por lo cual el O, es un factor critico para la oxidaciéon de HC, mas
aun porque la solubilidad del gas en el agua es baja (8 mg L™'). Para superar esta
limitante se inyecta O, al ambiente contaminado, se aplica H,O, que es siete
veces mas soluble que el O, (1 mol de H2O, = 0.5 moles de Oy) y cuya hidrolisis
libera O, (Leal, 2003; Sanchez-Yafez, 2008); o se realizan operaciones de
labranza que mejoran la estructura y porosidad del suelo y favorecen el

intercambio de gases (Alexander, 1977).

6) Temperatura. Influye en la naturaleza fisica, la composicion quimica y la
velocidad de BR de los HC, asi como en la diversidad de las poblaciones
microbianas responsables de la Ml de estos compuestos de carbono. En general,
la velocidad de BR del suelo contaminado con HC decrece con la disminucién de
la temperatura y viceversa, cuando es baja la viscosidad de los HC aumenta, la
volatilizacion de los alcanos de cadena corta se reduce y su solubilidad en agua
se incrementa; mientras que la variacion estacional selecciona a la microbiota

que utiliza los HC como fuente de carbono y energia (Alexander, 1977; Leahy y
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Colwell, 1990; Eriksson et al., 2001). La BR se favorece con temperatura entre
20 °C y 30 °C (Leahy y Colwell, 1990; ViAas, 2005).

1.2.3 Situacién actual y ventajas de la biorremediacion

Actualmente la BR se emplea a nivel mundial y es considerada una de las
mejores opciones para el tratamiento de suelo contaminado con HC (Cunningham y
Philp, 2000; Leal, 2003; Ferrera-Cerrato et al., 2006). En México existen empresas
nacionales e internacionales que ofrecen diferentes tecnologias para la remediacion de
sitios impactados con HC. En la Figura 1 se muestra que la BR es una de las

tecnologias de mayor aplicacion.

Separacién
fisica 11% —

Extraccion de_
vapores 2%

Desorcion
térmica 5%

Centrifugacion
2%
Figura 1. Tecnologias de remediaciéon de suelos

utilizadas en México por empresas autorizadas.

Los métodos fisicos y quimicos convencionales modifican las propiedades fisicas
y quimicas del suelo y alteran o eliminan totalmente su microbiota autéctona con
potencial de oxidacién de HC, ademas no destruyen los contaminantes sino que los
trasladan a otros ambientes.

Las ventajas de la BR en comparacion con estas técnicas son: multiples costos

de operacion, simplicidad, facil aplicacién, riesgos minimos para la salud humana,
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animal o vegetal y no requiere ningun tratamiento posterior (Balba et al., 1998; Velasco
y Volke, 2003; Vinas, 2005; Ferrera-Cerrato et al., 2006).
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[Il. ANTECEDENTES

Durante la limpieza del vertido del Exxon Valdez en 1989 se emple¢ la BR via BS
con fertilizantes organicos e inorganicos. Se biorremediaron tres lugares afectados por
el derrame: Snug Harbor, Passage Cove y tres sitios de la Isla Knight.

En Snug Harbor se establecieron seis transectos, dos se bioestimularon con el
surfactante/fertilizante organico Inipol EAP 22, dos con el fertilizante inorganico
briguetas Woodace y dos se usaron como controles sin bioestimular. El suelo
bioestimulado con Inipol EAP 22 mostré cambios en su superficie entre los 8 y 14 dias,
pero con una cantidad considerable de petroleo en el subsuelo, mientras que en los
otros suelos no se observaron cambios. Los resultados en esta etapa variaron, pero la
BS con Inipol EAP 22 favorecio la Ml de los HC del petréleo.

En Passage Cove se establecieron cuatro transectos, los dos primeros se
bioestimularon con Inipol EAP 22 vy el fertilizante inorganico Customblen, el tercero se
bioestimul6 con un fertilizante soluble en agua (FSA) y el cuarto se dejo sin bioestimular
como control. Se detecté remocion de HC entre los 10 y 14 dias y parches con HC
luego de un mes en los suelos bioestimulados en contraste con los no bioestimulados,
en donde no se registraron cambios. Para este sitio se sefalé que la BS de los suelos
con la mezcla Inipol EAP 22/Customblen indujo la Ml de los HC del crudo por un factor
de dos a tres y de cuatro a cinco para los suelos bioestimulados con el FSA.

De los tres sitios de la Isla Knight dos se bioestimularon con diferentes
proporciones de Inipol EAP 22/Customblen y el otro so6lo se bioestimuld con
Customblen. La desaparicion del crudo se evalué mediante cromatografia de gases
acoplada a un espectrofotdmetro de masas (CG/EM), el consumo de O, y la estimacion
de la densidad microbiana mineralizadora de los HC por la técnica del niumero mas
probable (NMP). Los resultados mostraron que la BS de los suelos con Inipol EAP
22/Customblen permitié que la microbiota nativa mineralizara los HC del petréleo en
comparacion con los suelos sin bioestimular empleados como control, en donde no

hubo cambios en la concentracion de los HC.
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El analisis estadistico de los resultados aval6é que la BR via BS incrementé la Ml
del petréleo en el suelo de dos a cuatro veces mas en comparacion con las areas sin

bioestimular usadas como control (ExploreNorth, 1999; Swannell et al., 1996).

Song y Bartha (1990) evaluaron la BS con fertilizantes inorganicos en un suelo
impactado con combustible para avion. En el disefio experimental emplearon vasos de
precipitado y columnas empacadas con suelo contaminado y bioestimulado con
fertilizantes inorganicos. Las variables-respuesta del experimento fueron: la densidad
de la poblacién heterotréfica aerobia por cuenta viable en placa (CVP), las poblaciones
mineralizadoras del HC por NMP con caldo Bushnell-Hass con combustible para avion,
la actividad microbiana que se determiné por hidrélisis del diacetato de fluoresceina y la
concentracion del HC en el suelo por extraccion Soxhlet y cromatografia de gases (CG).

Los resultados se analizaron estadisticamente y mostraron que la BR via BS
incrementd la actividad y densidad de la poblacion microbiana del suelo para la Ml de
los HC de tres a cuatro 6rdenes de magnitud en comparacion con el suelo sin

bioestimular usado como control.

Song et al. (1990) valoraron la BR via BS con fertilizantes inorganicos en suelos
contaminados con gasolina, combustible para avion, petroleo para calefaccion, diésel y
bunker C (combustible para motores de gran tamano y baja velocidad como buques). El
disefio del experimento consisti6 en columnas de vidrio empacadas con suelo
contaminado con las diferentes mezclas de HC que se bioestimulé con fertilizantes
nitrogenados y fosforados. La disminucion del combustible para avion, el petroleo para
calefaccion y el diésel en el suelo se midié por extraccion Soxhlet y CG; la del bunker C
por extraccion Soxhlet y determinacion del peso residual de los HC y la de la gasolina
por extraccion con fredn 11 frio y CG.

Los resultados indicaron que los suelos contaminados con combustible para
avion, petréleo para calefaccién y diésel respondieron satisfactoriamente a la BR via BS
al disminuir su concentracion inicial, en la gasolina hubo remocion de HC alifaticos de
entre C10-C11 y el bunker C fue recalcitrante. El estadistico de los resultados se mostro

a favor de la BR via BS que supero a lo observado en los suelos sin bioestimular.
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Kanaly et al. (1997) investigaron el efecto de la BS con una solucion mineral
(SM) en el cometabolismo de la microbiota nativa de un suelo impactado con benzo [ad]
pireno (BaP). Para el disefio experimental se emplearon cinco lotes de suelo
contaminado con [14C]BaP + BaP + petréleo crudo que fueron bioestimulados con la SM
y otro lote con ['*C]BaP usado como control sin bioestimular. La BR del suelo con BaP
se valoro a partir de la produccion de CO, derivada de la Ml del HC y la concentracion
del HC determinada por CG/EM y centelleo liquido.

El analisis estadistico de los resultados demostré que la BS del suelo con la SM

facilité el cometabolismo de la microbiota nativa e indujo la MI de 95% del BaP.

Cunningham y Philp (2000) analizaron la BR via BS con fertilizantes inorganicos
y estiércol de caballo en suelos contaminados con diésel. Para ello, construyeron dos
biopilas estaticas y dos en movimiento, una biopila de cada tipo se bioestimulé con un
fertilizante que contenia 7% de N, P y K, y las demas se bioestimularon con estiércol de
caballo. Se realizaron cuentas viables de la poblacion microbiana mineralizadora del HC
por NMP y analisis gravimétricos para determinar el contenido de grasas y aceites
totales.

De acuerdo con los resultados del analisis estadistico no hubo diferencias
significativas entre el tipo de biopila ni la forma de BS utilizada, pero se reporté que la
BS favorecié la Ml del HC, pues en los suelos bioestimulados se mineralizé 95.1% del
diésel, en contraste con los suelos sin bioestimular usados como controles, en donde la
Ml fue 8.4%.

Margesin y Schinner (2001) evaluaron la BR via BS con nutrientes esenciales en
un suelo contaminado con diésel. En el disefio experimental emplearon seis lisimetros
con suelo contaminado, tres se bioestimularon con un FSA que contenia 15% de N
inorganico, 15% de P,0s5 y 15% de K30, los lisimetros restantes no se bioestimularon y
se usaron como controles. Para monitorear la BR del suelo contaminado con diésel se
midieron los HTP por espectroscopia de infrarrojo (IR), la liberacion de CO; y se
realizaron conteos de los microorganismos mineralizadores del diésel por CVP con el

HC como unica fuente de carbono.
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Los resultados analizados estadisticamente mostraron que la eliminacion del

diésel por la BS del suelo con minerales esenciales fue de 70% y sin bioestimular 50%.

Roling et al. (2002) analizaron la BS con nutrientes inorganicos en sedimentos de
playa contaminados con petréleo. Utilizaron microcosmos con los sedimentos en
contacto con agua marina sintética mezclada con petroleo dos veces por dia y se
bioestimularon con una SM en diferentes concentraciones de N. Para medir los cambios
en la composicién quimica del petréleo se usé6 CG/EM, cromatografia de gases
acoplada a un detector de flama ionizada (CG/DFI) y la liberacion de CO; por IR.

El analisis estadistico de resultados demostr6 que la BR via BS redujo la
concentracion de los alcanos de entre C44-C35 en 98% y la de los HC aromaticos en
92% durante 28 dias, contrario a lo sucedido con los sedimentos empleados como

control sin biorremediar via BS, en donde la M| de HC fue nula.

Leal (2003) investigd la BR de un suelo agricola impactado con ARA por BS con
un detergente, las SM1, SM2 y SM3 y H,O,. En microcosmos tipo Bartha el suelo
contaminado con ARA se bioestimul6 con la SM1 o la SM2, cuya composicién quimica
fue KoHPO4, KHyPO4, MgSO4, NH4NO3;, CaCOs, KCI, ZnSO4, CuSO4 y FeSO4 en
diferente concentracién; mientras que en un microcosmo de vidrio rectangular el suelo
con ARA se bioestimuld con la adicion del detergente, el H,O, y la SM3, constituida por
NaHPO,4, KHyPO4, MgSO4-7H,0, NH4CI, NHsMoO4 y FeCl3-6H,0O. Se empled un suelo
como control estéril en los matraces Bartha y dos como controles relativo y absoluto en
los microcosmos rectangulares. Las variables-respuesta de la remocién de HC en el
suelo fueron la produccion de CO, por la BR de los HC que se midi6 cada 48 h
mediante técnicas respirométricas, y el contenido de grasas y aceites totales en el suelo
por extraccion Soxhlet.

Se reporté que de acuerdo con los resultados del analisis estadistico, la
combinacion de la SM3, una fuente de oxigeno y un detergente causd la mayor
estimulacion de la microbiota del suelo que mineralizé 85.6% del ARA, mientras que en

el suelo sin bioestimular no hubo MI de la mezcla de HC.
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Chénier et al. (2003) reportaron la BR de biopeliculas de agua contaminada con
hexadecano por BS con nutrientes esenciales en funcion de la variacion estacional.
Para el experimento se tomaron muestras de agua de un rio durante las cuatro
estaciones del ano. De cada estacion se cultivaron tres biopeliculas cuya agua se
bioestimulé con una SM que contenia NH4Cl, KH,PO4, N y P; el agua de otras tres
biopeliculas no se bioestimul6 y se usaron como controles. Posteriormente, las
biopeliculas se colocaron en microcosmos y se bioestimularon con agua del rio
mezclada con la SM anteriormente utilizada. La variable respuesta fue la produccion de
4CO, derivada de la oxidacién del [“Clhexadecano que se midié por respirometria
combinada con espectrometria de centelleo liquido.

Los resultados sefialaron que con base en el analisis estadistico, las biopeliculas
del agua bioestimulada en otofio mostraron un incremento en su densidad y una mayor

MI del hexadecano que aquellas en donde el agua no se bioestimulo.

Vifas (2005) valor6 el efecto de la BS con nutrientes inorganicos (tratamiento N),
aireacion y agua (tratamiento B), nutrientes inorganicos + tensioactivo (tratamiento NS)
y nutrientes inorganicos + glucosa (tratamiento NG) en un suelo impactado con HTP. El
disefio experimental se basd en el uso de microcosmos aireados mecanicamente y
bioestimulados como se menciond anteriormente durante 360 dias; como controles se
usaron dos microcosmos con suelo contaminado sin bioestimular. La concentracion de
los HTP en el suelo se determiné por extraccidén Soxhlet seguida de un analisis
gravimétrico y CG/DFI.

El autor encontré que la BS del suelo con NS y NG favorecio la Ml de los HTP en
59% y 79%, respectivamente, mientras que en el suelo bioestimulado con B y N la Ml

de los HTP fue 54%, lo cual se confirmd con el analisis estadistico de los resultados.

Hamamura et al. (2006) estimaron la BR via BS con una SM en siete tipos de
suelo de EUA contaminados con petréleo crudo y hexadecano. El experimento se
realizd en botellas de suero en donde se agregd el suelo contaminado con petréleo
crudo y [14C]hexadecano, posteriormente los suelos fueron bioestimulados con la SM
que contenia (NH4),SO4, NH4sNO3, KH,PO4, KoHPO4, KOH, H,SO4, MgCl,, CaCl, y
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FeCly; como controles se usaron suelos contaminados estériles. Se paso por las
botellas aire humidificado libre de CO, para mantener el sistema aerobio y atrapar el
%C0O,. La desaparicion de los HC del suelo se determind por CG/EM y la Ml del
['“C]hexadecano mediante la cuantificacion del "*CO, atrapado en la corriente de aire
mas el "C residual del suelo generado por combustién total.

Los resultados se sometieron a un analisis estadistico que demostroé que la BS
de la microbiota de cada suelo indujo mas de 80% de la Ml del petrdleo y la eliminacion

del hexadecano vari6 de 40% a 70% en funcion del tipo de suelo después de 50 dias.

Garcia-Hernandez et al. (2007) evaluaron la respuesta de la microbiota nativa del
agua doméstica a la BS con una SM para eliminar el ARA. En microcosmos Bartha
agregaron agua doméstica impactada con ARA que se bioestimulé con una SM que
contenia Ko;HPO4, KH2PO4, MgSO4, NH4sNO3, CaCOs, KCI, ZnSO4, CuSO4, FeSOy,
EDTA y detergente. Como control relativo se utilizé un microcosmo con agua + ARA,
como absoluto uno con agua destilada + SM y uno con agua + ARA + SM como estéril.
Las variables-respuesta fueron la liberacion de CO;y la desaparicion de los HC del ARA
en el agua domeéstica por CG/EM.

Los resultados validados por la estadistica reportaron la BR del agua al eliminar
los HC alifaticos del ARA de entre C11-Cy9 hasta 96% en 21 dias en comparacion con el

agua sin bioestimular.

Rojas-Avelizapa et al. (2007) reportaron la BR via BS con una composta de
residuos agroindustriales en un suelo contaminado con lodos de perforacién base
diésel. Para el disefio experimental construyeron cuatro biopilas, tres se bioestimularon
con la composta de residuos agroindustriales y una se dejé sin bioestimular como
control. La variable-respuesta usada fue la desaparicion del diésel del suelo para lo cual
se uso6 CG.

El analisis estadistico de los resultados mostré que en los suelos bioestimulados
hubo 94% de remocién de HTP en 180 dias, en contraste con los suelos sin

bioestimular utilizados como control, en donde no se eliminaron los HC.

M. en C. en Ingenieria Ambiental 15



Capitulo Il. Antecedentes

Romaniuk et al. (2007) estimaron la BR por BS con un producto comercial de
formulacién reservada en suelo contaminado con diésel o aceite de carter. El disefio
experimental constd de seis tratamientos: suelo sin contaminar (T), suelo + diésel (G),
suelo + aceite de carter (A), suelo + diésel + producto (G+X), suelo + aceite de carter +
producto (A+X) y suelo + producto (T+X). Como variables-respuesta se determinaron
los HTP por el método EPA 418.1 y la generacion de CO..

Los resultados avalados por la estadistica indicaron que la Ml de los HC del
diésel y el aceite de carter en el suelo bioestimulado con el producto comercial (G+X y
A+X) fue de 96% a los 180 dias, en tanto que en los suelos sin bioestimular (G, A, Ty

T+X) la M| fue mas lenta y menos efectiva.

Acuna et al. (2008) analizaron la BS con fertilizantes inorganicos en un suelo
impactado con HTP. Para ello, usaron tres microcosmos con suelo contaminado, el
primero se bioestimulé con un fertilizante compuesto de N, P y K (K;HPO;3; +
(NH4)2S0O,4), el segundo con P y K (KoHPO3) y el tercero no se bioestimuld como control.
Para evaluar el efecto de la BS se midi6 la generacién de CO, y la concentracion inicial
y final de los HTP por extraccion Soxhlet y cromatografia en columna de silica gel.

Los resultados analizados estadisticamente sefalaron que la BR via BS del
suelo con N, P y K indujo la Ml de 54% de los HTP, de 33% en el suelo bioestimulado

con Py Ky de 9% en el suelo no bioestimulado.

Martinez-Prado et al. (2010) demostraron a nivel piloto el efecto positivo de la BR
via BS con agua, fertilizante inorganico y lodos compostados en un suelo contaminado
con diésel, aceite y grasas. Se utilizaron tres unidades experimentales, en la primera
soOlo se agregé agua, la segunda se bioestimuldé con agua + lodos compostados +
(NH4)>.SO4 como fertilizante y en la tercera se agreg6é agua + vermiculita como agente
corrector de la densidad. La Ml de los HTP en el suelo se cuantificd por CG/DFI.

Los resultados del analisis estadistico indico la eliminacion de 67% de los HTP
en donde solo se adiciond agua, de 66% en donde se agregd agua + vermiculita y de
58% en donde se bioestimuld con fertilizante + agua + lodos compostados, en

comparacion con los controles que no presentaron cambios a los 75 dias. Los autores
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atribuyeron la diferencia en el porcentaje de remocibn de HTP a que los
microorganismos nativos del suelo contaminado estan adaptados a la presencia de HC

y por lo tanto, tuvieron una capacidad mayor para oxidarlos que los presentes en los
lodos compostados.
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HIPOTESIS
Naturalmente existen microorganismos en el suelo con potencial para oxidar
hidrocarburos alifaticos del aceite residual automotriz, siempre y cuando se les

bioestimule con nutrientes esenciales para lograr la eliminacion de esta mezcla de

hidrocarburos.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la biorremediacion via bioestimulacion de un suelo agricola impactado

con aceite residual automotriz.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Cuantificar la poblacion bacteriana mineralizadora de aceite residual automotriz.

2. Medir la actividad microbiana nativa mineralizadora de aceite residual automotriz.

3. Determinar la concentracion de aceite residual automotriz consumido por la

microbiota nativa del suelo.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del area de estudio

El area de estudio se localiza en un terreno de uso agricola (cultivo de maiz),
ubicado detras de una gasolinera en Zapata, municipio de Morelia, Mich., México, en el
Km 5 de la carretera Morelia-Patzcuaro, entre las coordenadas geograficas 19°39'10"
latitud norte y 101°13'30" longitud oeste.

3.2 Muestreo del suelo

El suelo para realizar el presente estudio se tomd de un terreno de uso agricola
al que se dividié en transectos de 2 m x 4 m en una superficie de media ha. De cada
transecto se tomaron de 10 a 20 muestras al azar entre los 20 cm y 30 cm de
profundidad, las cuales se mezclaron para obtener la submuestra. La colecta de las
muestras se realizé con barrenas de tipo tubo o taladro (Sanchez-Yanez et al., 2007),
se desecaron al aire y se pasaron a través de una criba de 2 mm de luz (Soriano y
Pons, 2004) para su posterior analisis fisico y quimico y para el montaje de los

experimentos, como se muestra en la Figura 2.
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SUELO

A 4

Andlisis inicial de propiedades fisicas y quimicas: pH, materia
organica, textura e intercambio catiénico.

A 4 A 4 A 4 A 4

\ 4
Suelo con Suelo con Suelo con Control Control
ARA + SM ARA + AV ARA + LC relativo (CR) absoluto (CA)
4 4 4 4 4
Rep. Rep. Rep. Rep. Rep.
A \ 4
Determinacion inicial Analisis 20 dias: Analisis mensual:
de grasas y aceites (6 meses) (6 meses)
totales: extraccion
Soxhlet (1°" mes). Bacterias mineralizadoras de Actividad bioldgica:
ARA: técnica de cuenta viable en captacion de CO, en alcali.
placa.

A 4

Andlisis final de propiedades fisicas y
quimicas del suelo (7° mes):

- pH, método potenciométrico.

- Textura, método densimetro de Bouyoucos.
- Materia organica, método Walkley-Black.

- Intercambio catidnico, método del AcONH,.

A 4

Determinacion final de grasas y aceites
totales (7° mes): extraccion Soxhlet.

v
RESULTADOS

ARA = aceite residual automotriz, SM = solucion mineral, LC = lombricomposta, AV = abono verde, CR = control
relativo, CA = control absoluto. Rep = repeticion

Figura 2. Diagrama del experimento para analizar el efecto de la biorremediacion via
bioestimulacion con una solucion mineral, lombricomposta y abono verde en un

suelo agricola impactado con aceite residual automotriz.
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3.3 Propiedades fisicas y quimicas del suelo

Se realizd un analisis previo al experimento y al final de éste sobre las
propiedades fisicas y quimicas del suelo empleado durante la fase experimental: pH,
materia organica, textura e intercambio cationico. El objetivo de estos analisis fue
conocer la variacion de tales propiedades después de la BS del suelo con la SM, la LC
y el AV.

3.4 Disefio experimental

Se usaron muestras de 2.5 kg de suelo con cuatro repeticiones que se
biorremediaron via BS como se muestra en el Cuadro 3, y posteriormente se colocaron
en macetas de 3 kg de capacidad. Los suelos se mantuvieron en estas condiciones

durante seis meses.

Cuadro 3. Combinacion de variables fisicas y quimicas para analizar el efecto de la
biorremediacién via bioestimulacion en un suelo agricola contaminado con aceite

residual automotriz.

Tratamientos

Variables CR CA
1 2 3 4 5
SM + - - - -
LC - + - - -
AV - - + - -
ARA + + + + -
Agua* + + + + +

(+) = se agregd, (-) = no se agregd, SM = soluciéon mineral, LC = lombricomposta, AV = abono verde,
ARA = aceite residual automotriz (3%), CR = control relativo, CA = control absoluto, * Para mantener el

nivel de humedad hasta la capacidad de campo del suelo (himedo, sin llegar a la saturacién)1.
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"El agua utilizada para conservar el nivel de humedad del suelo se tomé del laboratorio de Microbiologia

Ambiental de Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas (11BQ) de la UMSNH (pH=7.5).

3.5 Variables-respuesta consideradas en la BR via BS de un suelo impactado con
ARA

El avance en la remocion de los HC se valoré6 mediante la evaluacion de las

siguientes variables-respuesta:

a) Concentracion inicial y final de grasas y aceites totales (GyA).

b) Actividad microbiana nativa mineralizadora de ARA: produccion de COa,
mensual.

c) Cuantificacion de PBMARA cada 20 dias.

3.5.1 Determinacion inicial y final de GyA. Se utilizd6 el método de extraccion de

Soxhlet (NMX-AA-005-SCFI-2000) descrito en el Anexo 1.

3.5.2 Aislamiento y cuantificacion de PBMARA. Para esta variable se emple6 una
modificacion del método estandar de CVP (Suarez y Ramirez, 2000; Leal, 2003) (Anexo
2).

3.5.3 Determinacion de las propiedades fisicas y quimicas del suelo

3.5.3.1 pH, método potenciométrico (NMX-AA-025-1984) (Anexo 3a).

3.5.3.2 Textura, método del densimetro de Bouyoucos (Soriano y Pons, 2004) (Anexo
3b).

3.5.3.3 Materia organica, método de Walkey y Black (Soriano y Pons, 2004) (Anexo
3c).
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3.5.3.4 Capacidad de intercambio cationico, método del acetato de amonio (Soriano
y Pons, 2004) (Anexo 3d).

3.5.4 Determinacion de la actividad bioldégica microbiana nativa: produccién de
CO,, mediante la técnica de captacion de CO; en alcali (Balba et al., 1998; Leal, 2003;
Sanchez-Yafez, 2007) (Anexo 4).

3.6 Tratamientos empleados en el experimento de biorremediacion de un suelo

agricolaimpactado con aceite residual automotriz

SM parala BRviaBS

La composicion quimica de este tratamiento se muestra en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Composicion quimica de la solucibn mineral para la
biorremediacion via bioestimulacion de un suelo agricola impactado

con aceite residual automotriz.

Reactivo Concentracion Reactivo Concentracion
gL” gL”
KoHPO,4 10.0 KCI 2.0
KH2PO4 8.0 ZnS0O4 0.5
MgSO4 6.0 CuSOq4 0.5
NH4(NO3), 15.0 FeSO4 0.2
CaCOg3 1.0
(Leal, 2003)
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AV paralaBR viaBS

Como AV se utilizé el frijol comun Phaseolus vulgaris L. Para la obtencion de
éste se inocularon las semillas con la bacteria del género Rhizobium y propagulos del
hongo micorrizico arbuscular (MA) del género Glomus, el primero ayuda a la fijacién de
nitrégeno en la planta y el segundo aumenta la absorcion de fosfatos, ambos basicos
para el sano crecimiento del frijol. Este se sembré en el suelo irrigado con agua hasta
su capacidad de campo (CCS) y cuando alcanz6 una altura entre 10 cm y 15 cm se
barbechd e incorpord al suelo para su conversion en AV, el cual es una fuente de
nutrientes para la actividad microbiana que involucra reproduccion y que en la BR via
BS implica la eliminacion de HC. El nivel de humedad se mantuvo a CCS y se removio
cada tres o cuatro dias durante un mes (Infoagro, 2002; SAGARPA, 2008; Olvera y
Sanchez, 2008).

LC paralaBRviaBS

La LC fue el producto de la digestion de la lombriz Eisenia foetida L. que
transformé los compuestos complejos de la materia organica en moléculas organicas e
inorganicas sencillas necesarias para el crecimiento microbiano (Rodriguez, 2005;
Rojas, 2009). Feliu-Méjer (2006) sefialé que la lombricomposta contiene cinco veces
mas N, siete veces mas P, cinco veces mas K y dos veces mas Ca que el material

organico que ingirieron.

3.7 Anélisis estadistico
Los resultados se analizaron estadisticamente mediante la prueba de Tukey con

un nivel de significancia de 0.05.
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4.1 Propiedades fisicas y quimicas del suelo

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados sobre las propiedades fisicas y quimicas del suelo al inicio y

después de la BR se presentan en los Cuadros 5 y 6.

Cuadro 5. Propiedades fisicas y quimicas iniciales del suelo agricola en el experimento

de biorremediacion.

Parametro

Valor

Interpretacion

pH'"
Intercambio catiénico
Textura® ™

Arena

Limo

Arcilla

Materia organica® "~

R

7.2 +0.06

23.4 +0.00 meq 100 g

68 + 0.00%
22 +0.00%
10 £ 0.00%

4 +0.08%

Ligeramente alcalino

Media

Franco arenoso

Rico

N = numero de repeticiones, *N =3, ** N=2, **N=2,***N=3

34 Sanchez-Yafez (2007)
% Pavon (2003)
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Cuadro 6. Propiedades fisicas y quimicas del suelo agricola después de la

biorremediacion via bioestimulacion.

Parametro Valor Interpretacion
pH'
CA 7.2+0.03
CR 7.5+0.06
SM 7.5 +£0.06 Ligeramente alcalino
LC 7.7 £0.06
AV 7.5+0.06
Intercambio catiénico?® (meq 100 g™)
CA 23.4 +0.00 Media
CR 32.8 £ 0.00
SM 28.0 £ 0.00 Alta
LC 27.4 +0.00
AV 29.4 +0.00
Textura®™
CA
Arena 53+0.71%
Limo 19+ 0.71%
Arcilla 29 + 0.00%
Franco arenoso
CR
Arena 31+£0.51%
Limo 21 +£0.20%
Arcilla 48 £ 0.71%
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Parametro Valor Interpretacion
Textura® ™
SM
Arena 31+£0.51%
Limo 21 £ 0.20%
Arcilla 48 £ 0.71%
LC
Arena 50 £ 0.00% Franco arenoso
Limo 22 £ 0.00%
Arcilla 28 + 0.00%
AV
Arena 50 £ 0.00%
Limo 22 £ 0.00%
Arcilla 28 £ 0.00%
Materia organica*
CA 4 +0.08% Rico
CR 6.2 + 0.00%
SM 6.2 +0.2% Extremadamente rico
LC 8.2+0.4%
AV 8.2+0.4%

CA = control absoluto (suelo + agua), CR = control relativo (suelo + ARA + agua), SM

suelo

bioestimulado con solucion mineral, LC = suelo bioestimulado con lombricomposta, AV suelo
bioestimulado con abono verde, ARA = aceite residual automotriz.

N = numero de repeticiones, *N =3, ** N=2,***N=2,****N=3

134 Sanchez-Yafez (2007)

2 Pavon (2003)
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El analisis estadistico de las propiedades fisicas y quimicas del suelo antes y
después de la BR via BS indica que no hubo diferencia estadisticamente significativa, lo
cual se debe a que seis meses es un tiempo relativamente corto para detectar cambios
sustanciales. Como se muestra en el Cuadro 6, la reaccién del suelo fue ligeramente
alcalina y la textura franco arenosa, las propiedades que muestran un cambio aunque
leve fueron el contenido de materia organica (MO) y la capacidad de intercambio

cationico (CIC).

Al inicio del experimento (Cuadro 5) el suelo era rico en MO y después de la BS
(Cuadro 6) sélo el CA no cambid, mientras que el CR y los bioestimulados con SM, LC y
AV aumentaron la concentracion de MO, por lo que se clasificaron como
extremadamente ricos. Este aumento sugiere que el método de Walkey-Black para la
determinacién de esta propiedad (Anexo 3c) se basa en la destruccién del carbono en
el suelo con H;SO4. El suelo usado como CR y el bioestimulado con SM estaban
contaminados con ARA que constituyé una fuente de carbono adicional al que
naturalmente existe, razon por la cual la concentracion de MO incrementd con respecto
al CA, mientras que en los suelos bioestimulados con LC y AV contaminados con ARA,
estos abonos constituyeron otra fuente de MO, lo que aumentd aun mas el nivel en

relacion con el CA (Alexander, 1977).

Se observé un aumento estadistico significativo en la CIC de los suelos posterior
a la BS, excepto en el CA (Cuadro 6), por lo que la clasificacion de la CIC cambio de
media a alta. Esta propiedad esta relacionada en forma directa con la MO en el suelo,
es decir, al aumentar el contenido de MO la CIC fue mayor, ademas de que en la

mayoria de los suelos aumenta cuando el pH se incrementa (INE, 2006).

En los casos del suelo bioestimulado con LC y con AV, la adicién de composta
proporcion6 gran cantidad de cationes intercambiables (Rodriguez, 2005), lo cual se
intensificé por efecto de la humidificacién del suelo que provocé la hidrolisis lenta de la
MO existente (Ambriz, 2007) y por la fluctuacién de pH en respuesta a la adiciéon de MO

que modificd el coeficiente de solubilidad (Kps) de los iones (Acufa et al., 2006). La
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adicion de MO de origen animal vuelve el suelo mas alcalino debido a la
descomposicion de residuos animales que genera productos ricos en nitrdgeno como la
urea, mientras que la Ml de la MO vegetal disminuye el pH por la formacion de acidos
organicos, los cuales solubilizan compuestos precipitados en el suelo o metales del
ARA (Alexander, 1977). EI aumento de la CIC del suelo bioestimulado con la SM y el
utilizado como CR fue resultado de su humidificacion, que al hidrolizar la MO libera

cationes intercambiables (Ambriz, 2007).

La textura del suelo no cambid, pero se observé un aumento en la proporcion de
arcillas y una disminucion en la de arenas. De acuerdo con Porta et al. (2003), Ambriz
(2007) y Ambriz et al. (2010) la MO induce la formacién de agregados conocidos como
pseudoarenas, la adicion de agua al suelo produjo una hidrdlisis lenta de la MO
existente y ocasion6 que los agregados se rompieran, por lo que la proporcion de
arcillas se incrementé (Ambriz, 2007). Acorde con esto, la proporcion de arenas fue
mayor y la de arcillas menor en el suelo bioestimulado con LC y con AV por la adicién
de MO, en comparacion con el suelo bioestimulado con SM y el empleado como CR.
Ademas, este tipo de BS propici6 un aumento en la densidad bacteriana del suelo
cuyas excreciones y material celular ayudaron a la formacion de agregados (Alexander,
1977; Tate, 2000; Ambriz, 2007).
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4.2 Efecto de laBR via BS en la eliminacién de ARA del suelo

Se observo un efecto positivo de la BR via BS sobre la microbiota del suelo
contaminado con ARA y bioestimulado con la SM, la LC y el AV, reflejado tanto en la
densidad de la PBMARA como en la generacién de CO; producto de la oxidacion de los
HC alifaticos del ARA, en comparacién con el suelo sin bioestimular empleado como CR
y CA.

4.2.1 Bacterias mineralizadoras de aceite residual automotriz

La cuantificacion de las PBMARA mediante la CVP determiné indirectamente el
potencial biolégico de BR en el suelo impactado con ARA (INE, 2006; Camacho et al.,
2009). La comparacion de los datos obtenidos en este analisis se muestra en la Figura
3.

10.5
o)
3
© 10.0 -
o
g 9.5 -
(7] —8—Suelo BS con SM
«'?7 9.0 4 —&-SueloBS con LC
© 851 —a—Suelo BS con AV
x
O 80 +-CR
D ——CA
o 7.5+
ie}
7.0

20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (dias)
BS = bioestimulacion, SM = solucién mineral, LC = lombricomposta, AV = abono verde, CR = control

relativo (suelo + ARA + agua), CA = control absoluto (suelo + agua), UFC = unidades formadoras de

colonias, ARA = aceite residual automotriz.

Figura 3. Efecto de la biorremediacion via bioestimulacién con una solucién mineral,
lombricomposta y abono verde sobre la densidad bacteriana mineralizadora de aceite

residual automotriz en un suelo agricola.
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La PBMARA respondié positivamente a la BS del suelo con la SM y el AV en los
primeros dos meses, lo cual se reflejo en el incremento de su densidad (Figura 3), la
PBMARA en el suelo bioestimulado con la SM alcanzé un valor de 24x10® UFC g'1
suelo seco, en el bioestimulado con AV fue de 74x10® UFC g'1 suelo seco y en el
bioestimulado con LC aumenté hasta 78x10% UFC g™ suelo seco en los primeros cuatro
meses, ésto sugiere que la mayor disponibilidad de nutrientes esenciales influyeron en
la capacidad de esa poblacién para oxidar los HC del ARA. Macnaughton et al. (1999)
sefialan que en un derrame experimental de petroleo en una costa de Delaware, EUA
se observo un incremento en la densidad bacteriana al bioestimular con una SM vy
Garcia-Hernandez et al. (2007) también reportan que en agua doméstica impactada con
ARA vy bioestimulada con una SM, la MI de los HC alifaticos del ARA fue superior al
95%. En los suelos bioestimulados con SM, LC y AV se detect6é una disminucion de la
PBMARA al segundo mes, pero en el suelo bioestimulado con LC la poblacién fue
superior y se mantuvo en crecimiento por mas tiempo que la del suelo bioestimulado
con SM y AV. Al final del experimento, la PBMARA en el suelo bioestimulado con SM
fue de 18x10” UFC g suelo seco y en el bioestimulado con AV de 96x10” UFC g™
suelo seco, ambos valores inferiores a la PBMARA del suelo bioestimulado con LC de
26x10® UFC g suelo seco.

En contraste con lo anterior, en el suelo sin bioestimular usado como CR la
ausencia de nutrientes esenciales para la PBMARA ocasiond una disminucion en su
densidad de 30x10® UFC g™ suelo seco a 80x10° UFC g™ suelo seco, mientras que en
el empleado como CA la PBMARA fue de 28x10° UFC g™ suelo seco, pero aumenté
hasta 16x10% UFC g’ suelo seco en respuesta a la adicién de agua y a la ausencia de
ARA (Leal, 2003; Garcia-Hernandez et al., 2007; Sanchez-Yafiez et al., 2008).
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El rango de variacion de cada curva de la Figura 3 se presenta de manera
individual en las Figuras 4 a la 8, y se modifico la escala del eje correspondiente al log

UFC x 10° 100 g'1 suelo seco con el objeto de una mejor apreciacion.

Nota: se tomd N = 3 para calcular la desviacion estandar de la PBMARA en cada suelo. El niumero total
de muestras tomadas fue cinco, pero debido a limitaciones de material para el analisis se tomaron dos

grupos de dos muestras como una sola, dando el total de tres repeticiones.
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Figura 4. Desviacidon estandar de la densidad bacteriana mineralizadora de aceite

residual automotriz en el suelo bioestimulado con solucidn mineral.
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Figura 5. Desviacion estandar de la densidad bacteriana mineralizadora de aceite

residual automotriz en el suelo bioestimulado con lombricomposta.
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Figura 6. Desviacion estandar de la densidad bacteriana mineralizadora de aceite

residual automotriz en el suelo bioestimulado con abono verde.
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Figura 7. Desviacion estandar de la densidad bacteriana mineralizadora de aceite

residual automotriz en el suelo empleado como control relativo.
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Figura 8. Desviacion estandar de la densidad bacteriana mineralizadora de aceite

residual automotriz en el suelo empleado como control absoluto.
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De los tres tipos de BS aplicados al suelo contaminado con ARA, la LC indujo
una mayor PBMARA, cuyo crecimiento fue exponencial. Mediante una regresion lineal
(Figura 9) se encontré que la tasa de crecimiento de estas poblaciones fue de 0.026

UFCx10° g™ suelo seco.
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Figura 9. Tasa de crecimiento de la poblacion bacteriana
mineralizadora de aceite residual automotriz en el suelo bioestimulado

con lombricomposta.
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4.2.2 Producciéon de CO»,

El CO; fue el producto del metabolismo microbiano derivado del consumo de los
HC alifaticos del ARA durante la BR del suelo, su liberacién se usé como una medida
de la actividad oxidante de HC (Garcia-lzquierdo et al., 2003). La comparacion de los

datos obtenidos se muestra en la Figura 10.
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BS = bioestimulacién, SM = soluciéon mineral, LC = lombricomposta, AV = abono verde, CR = control

relativo (suelo + ARA + agua), CA = control absoluto (suelo + agua), ARA = aceite residual automotriz.

Figura 10. Efecto de la biorremediacién via bioestimulacion con una solucién mineral,
lombricomposta y abono verde sobre la produccion de CO; de la poblacion microbiana

mineralizadora de aceite residual automotriz en un suelo agricola.

Se muestra el efecto de la BR via BS en el suelo contaminado con ARA con la
SM, la LC y el AV sobre la microbiota oxidante de HC (Figura 10), que activo la
generacion de CO; en el suelo bioestimulado con SM hasta un valor maximo de 0.363
mg CO, 100 g™ suelo seco y de 0.33 mg CO, 100 g™ suelo seco en el bioestimulado
con la LC al tercer mes, mientras que en el bioestimulado con el AV fue de 0.352 mg

CO, 100 g'1 suelo seco el primer mes, aunque en el suelo bioestimulado con la LC se

M. en C. en Ingenieria Ambiental 35



Capitulo IV. Resultados y discusion

liber6 mas CO; que en los bioestimulados con SM y AV, esto significa que el
enriquecimiento del suelo con una amplia diversidad de nutrientes esenciales estimul6 a
la microbiota a la M| de los HC alifaticos del ARA, como sefialan Barquin et al. (2010)
que al BS con sales inorganicas suelos contaminados con diésel observaron un
incremento significativo en la liberacion de CO; respecto a los usados como control. En
esta figura se observa que la produccion de CO; incrementd y disminuy6 continuamente
y la amplitud de los picos aumentoé con el tiempo, esto sugiere que la microbiota nativa
del suelo mineralizé los HC alifaticos del ARA en comparacién con el suelo sin
bioestimular (Sanchez-Yanez, 2007); el primer pico indicd la oxidacion de los HC mas
sencillos del ARA, el segundo pico la utilizacion de HC mas complejos y asi
sucesivamente. La generacion de CO; fue funcion directa de la complejidad del
sustrato, por lo que la produccién disminuyo con el tiempo debido al consumo de los HC
del ARA en comparacion con el suelo usado como CR (Alexander, 1977; Song et al.,
1990; Garcia-Hernandez et al., 2007).

En el suelo sin bioestimular utilizado como CR se detecté un valor constante de
0.05 mg CO, 100 g'1 suelo seco porque no hubo oxidacion de HC del ARA por la falta
de nutrientes esenciales que limito la actividad microbiana autoctona. EI CA no genero
CO, y mantuvo un valor de 0.025 mg CO, 100 g™ suelo seco por la ausencia de ARA
(Leal, 2003; Garcia-Hernandez et al., 2007).
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El rango de variacion de cada curva de la Figura 10 se presenta de manera
individual en las Figuras 11 a la 15, y se modifico la escala del eje correspondiente a los

mg CO, 100 g'1 suelo seco con el objeto de una mejor apreciacion.
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Figura 11. Desviacion estandar de la produccion de CO; en el suelo bioestimulado con

solucion mineral (N = 4).
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Figura 12. Desviacion estandar de la produccién de CO; en el suelo bioestimulado con

lombricomposta (N = 4).
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Figura 13. Desviacion estandar de la produccion de CO; en el suelo bioestimulado con

abono verde (N = 4).
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Figura 14. Desviacion estandar de la produccion de CO; en el suelo empleado como

control relativo (N = 4).
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Figura 15. Desviacion estandar de la produccion de CO; en el suelo empleado como

control absoluto (N = 4).
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4.2.3 Grasas y aceites totales

La determinacion de las GyA indicé la concentracion del ARA en el suelo. Los

datos obtenidos de este analisis se muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Efecto de la biorremediacion via bioestimulacién con solucion mineral,
lombricomposta y abono verde sobre la mineralizacion del aceite residual automotriz en

un suelo agricola.

% HC del ARA

% eliminacion ARA
. . ARA remanente
Inicial Final

Suelo + SM 1.71£0.00°  0.75+0.00% 56.14° 43.86°
Suelo + LC 1.71£0.00°  0.64+0.00¢ 62.342 37.66°
Suelo + AV 1.71+0.002 1.47+0.00° 14.04° 85.96°
CR 1.71+0.00®  1.71+0.00? ¢ 100.02

CA 0.15+0.00°  0.15+0.00° - -

SM = soluciéon mineral, LC = lombricomposta, AV = abono verde, CR = control relativo (suelo + ARA +
agua), CA = control absoluto (suelo + agua), ARA = aceite residual automotriz, HC = hidrocarburos,

* Tukey (letras iguales = no existen diferencias significativas, letras diferentes = existen diferencias
significativas).

Respecto a los porcentajes de eliminacién del ARA de acuerdo con el tipo de BS,
se observa que de los tres tipos de enriquecimiento la LC indujo la mayor Ml de los HC
alifaticos del ARA. Al relacionar estos resultados con los que se muestran en la Figura

10 fue evidente que cuando el suelo fue bioestimulado hubo mayor producciéon de CO,
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Capitulo IV. Resultados y discusion

que coincidié con la desaparicion de los HC alifaticos del ARA, lo que contrasta con el
suelo sin bioestimular empleado como CR en donde no hubo liberacion de CO; y el
porcentaje de remocion de HC fue nulo (Alexander, 1977; Leal, 2003; Garcia-
Hernandez et al., 2007).

La LC estimulé mejor a la PBMARA e indujo una mayor Ml de la mezcla de HC
alifaticos del ARA en relacion con el efecto de la SM y el AV por la mayor diversidad de
compuestos organicos e inorganicos de origen animal presentes en ella, que
estimularon mejor a la microbiota, seguida de la SM cuyos componentes solo
inorganicos limitaron la actividad bacteriana en comparacion con la LC, pero fue la
simplicidad de su composiciéon quimica lo que favorecié que los microorganismos la
asimilaran mas facilmente para la produccién de sus componentes celulares en
comparacion con el AV, que aunque fue mas complejo y diverso que la SM también fue
mas dificil de metabolizar por la PBMARA, probablemente porque tenia una gran
cantidad de compuestos complejos que requerian catabolizarse antes de ser
anabolizados, lo que limitd la capacidad de los microorganismos para oxidar los HC del
ARA en CO; (Alexander, 1977; Velasco y Volke, 2003; Rodriguez, 2005; Garcia-
Hernandez et al., 2007). De manera que de entre los tipos de enriquecimiento utilizados
para la BS de la microbiota del suelo impactado con ARA, la LC representé la mejor
opcion y esto se corrobord con el analisis estadistico que establecié una verdadera

diferencia a su favor.

De acuerdo con lo anterior, la eficiencia de la BR fue funcién del tipo de BS que
se aplicé al suelo, y esto no solo dependid de la diversidad de los componentes del
material utilizado para la BS, sino también de su potencial para ser asimilados por los

microorganismos.

La estadistica de los resultados probd que la BR via BS fue adecuada para la
recuperacion del suelo agricola y tanto la LC como la SM fueron eficaces para la

oxidacion de los HC alifaticos del ARA.
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CONCLUSIONES

1. Es posible recuperar un suelo impactado con ARA si se bioestimula con SM, LC
0 AV.

2. El enriquecimiento del suelo con nutrientes esenciales potencia la capacidad
bioquimica de la microbiota nativa de eliminar los HC alifaticos del ARA al

utilizarlos como fuente de carbono y energia.

3. Cuando el suelo no se bioestimula, el desequilibrio nutricional ocasiona que la Ml

del ARA no suceda aunque exista microbiota con potencial para oxidarlo.
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VALIDACION DE OBJETIVOS

Objetivo general:
Analizar la biorremediacion via bioestimulacion de un suelo agricola impactado

con aceite residual automotriz.

Objetivos particulares:

1. Cuantificar la poblacion bacteriana mineralizadora de aceite residual automotriz.
v OBJETIVO CUMPLIDO a través de la técnica de cuenta viable en placa.

2. Medir la actividad microbiana nativa mineralizadora de aceite residual automotriz.
v OBJETIVO CUMPLIDO mediante la técnica de captacion de CO en alcali.

3. Determinar la concentracion de aceite residual automotriz consumido por la

microbiota nativa del suelo.

v' OBJETIVO CUMPLIDO con el método de extraccion Soxhlet.

VALIDACION DE HIPOTESIS
Naturalmente existen microorganismos en el suelo con potencial para oxidar
hidrocarburos alifaticos del aceite residual automotriz, si se les bioestimula con

nutrientes esenciales para lograr la eliminacion de esta mezcla de hidrocarburos.

v HIPOTESIS VALIDADA para los suelos que fueron BS con la SM, laLC y el AV.
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ANEXOS

1. Determinacidon de grasas y aceites totales

Esta determinacion se llevd a cabo por el método de extracciéon de
Soxhlet. Este método no mide una sustancia especifica sino un grupo de
sustancias con las mismas caracteristicas fisicoquimicas (solubilidad) y se basa
en la adsorcion de grasas y aceites en tierra de diatomeas, las cuales son
extraidas en un Soxhlet empleando hexano como disolvente. Una vez terminada
la extraccion se evapora el hexano y se pesa el residuo que ha quedado en el
recipiente, siendo este valor el contenido de grasas y aceites. El procedimiento

es el siguiente:

1) Medir el pH de las muestras el cual debe ser menor de 2, si no tiene este valor
acidificar con acido clorhidrico 1:1 6 acido sulfurico 1:1.

2) Para muestras con un pH menor de 8 unidades es suficiente adicionar 5 mL de
acido clorhidrico 1:1 6 2 mL de &cido sulfarico 1:1.

3) Preparar los matraces de extraccién introduciéndolos a la estufa a una
temperatura entre 103 °C y 105 °C, enfriar en desecador y pesarlos, repetir el
procedimiento hasta obtener el peso constante de cada uno de los matraces.

4) Preparar el material filtrante colocando un papel filtro en el embudo Blchner y
éste en un matraz Kitazato, y agregar 100 mL de la suspension de tierra de
diatomeas-silice sobre el filtro, aplicar vacio y lavar con 100 mL de agua.

5) Transferir el total de la muestra acidificada al embudo Bichner preparado
aplicando vacio hasta que cese el paso de agua. Medir el volumen de la
muestra.

6) Con ayuda de unas pinzas, transferir el material filtrante a un cartucho de
extraccion. Limpiar las paredes internas del embudo y el frasco contenedor de la
muestra, asi como la parte interna de la tapa del frasco con trozos de papel filtro

previamente impregnados de disolvente (hexano), tener cuidado en remover la
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pelicula de grasa y los soélidos impregnados sobre las paredes; colocar los trozos
de papel en el mismo cartucho.

7) Secar el cartucho en una estufa entre 103 °Cy 105 °C por un periodo de 30
min. Transcurrido este tiempo colocar en el equipo Soxhlet.

8) Adicionar el volumen adecuado de hexano al matraz de extraccidn previamente
puesto a peso constante y preparar el equipo Soxhlet. Evitar tocar con las manos
el cartucho y el matraz de extraccion, para ello utilizar pinzas 6 guantes de latex.

9) Colocar el equipo de extraccién sobre la parrilla de calentamiento, controlar la
temperatura del reflujo y extraer a una velocidad de 20 ciclos por hora durante un
periodo de 4 h.

10)Una vez terminada la extraccion, retirar el matraz del equipo Soxhlet y evaporar
el disolvente.

11)El matraz de extraccion libre de disolvente se coloca en el desecador hasta que
alcance la temperatura ambiente.

12)Pesar el matraz de extraccion y determinar la concentracion de grasas y aceites
recuperables. Analizar un blanco de reactivo bajo las mismas condiciones de la

muestra.
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2. Aislamiento y cuantificacién de bacterias mineralizadoras de aceite residual

automotriz

Para esta determinacion se empled una modificacion al método estandar

de CVP, el cual se realiz6 de la siguiente forma:

1) Pesar 1 g de suelo y colocarlo en un tubo de ensaye que contenga 9 mL de
solucién salina (NaCl 0.85%). Lo anterior constituye la dilucién 107

2) Agitar durante 1-2 minutos.

3) Tomar 1 mL de la dilucion anterior y afadir a otro tubo de ensaye con 9 mL de
solucion salina. Esta sera la dilucién 1072

4) Repetir la operacion anterior para obtener las diluciones 107, 10, 10° y 107,

5) Con una micropipeta transferir 5 yL de la dilucion 10* a una caja de Petri con
agar ARA. Realizar esta accién por triplicado.

6) Repetir la operacion anterior para las diluciones 10°y 107,

7) Incubar las cajas a temperatura entre 30 °C y 35 °C y revisarlas a las 8, 12y 24
h.

8) Una vez transcurrido este tiempo, seleccionar aquellas placas en donde
aparezcan entre 30 y 300 colonias. La cifra obtenida del conteo se multiplicara
por la inversa de la dilucion que se trate. Este numero sera equivalente a la
cantidad de inéculo agregado en la placa. Posteriormente realizar el calculo por

mL y reportar como colonias/mL o colonias/g.
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3. Determinacién de las propiedades fisicas y quimicas del suelo

3a) pH. Se determind mediante el método potenciométrico, el cual se basa en la
actividad de los iones hidrogeno presentes en una solucién acuosa de residuos

solidos al 10%. El procedimiento es el siguiente:

1) Calibrar el potencidmetro con las soluciones amortiguadoras de pH=4, pH=7y
pH=11, segun sea el tipo de residuo sdélido por analizar.

2) Pesar 10 g de muestra y transferirlos a un vaso de precipitado de 250 cm®. La

determinacién se realiza por duplicado.

Afadir 90 cm?® de agua destilada.

Mezclar por medio de un agitador durante 10 min.

Dejar reposar la solucion durante 30 min.

Determinar la temperatura de la solucion. Sumergir los electrodos en la

solucion y hacer la medicién de pH.

7) Sacar los electrodos y lavar con agua destilada.

8) Sumergir los electrodos en un vaso de precipitados con agua destilada.

3b) Textura. Para determinar la textura del suelo se empledé el método del
densimetro de Bouyoucos, basado en la ecuacién de Stokes que expresa la
relacion entre el tiempo de sedimentacion y el diametro de las particulas. El

procedimiento se cita a continuacion:

1) Pesar 40 g de suelo y colocarlo en un vaso de 600 mL.

2) Afadir 100 mL de solucién acuosa al 5% de hexametafosfato sédico como
reactivo dispersante y 200 mL de agua destilada, y dejar que se empape
durante un minimo de 10 min.

3) Llevar la suspension al vaso dispersador del agitador usando el chorro de

un frasco lavador con agua destilada para arrastrar toda la muestra.
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4) Agitar durante 5 min, transferir a una probeta y enrasar con agua destilada
hasta los 1000 mL.

5) Colocar la probeta en el banco de sedimentacién y anotar la temperatura
de la suspension cuando se estabilice.

6) Mezclar bien la suspensiéon con un émbolo y sacarlo inclinandolo
ligeramente sobre la superficie de la suspension para dejar caer las gotas
adheridas. Anotar de inmediato el tiempo cero. Si la superficie estuviese
cubierta con espuma, afiadir una gota de alcohol amilico y mezclar de
nuevo en caso de ser necesario.

7) Introducir el densimetro con cuidado en la suspension y después de 30 s a
partir del tiempo cero leer la escala y anotar la lectura. Hacer otra lectura
a los 60 s, ambas lecturas sin sacar el densimetro.

8) Después de realizar las dos lecturas anteriores, sacar el densimetro con
cuidado, enjuagarlo y secarlo con un pano.

9) Volver a introducir el densimetro con cuidado en la suspension unos 10 s
antes de cada medida y hacer lecturas a los 3, 10, 30 y 90 min, y otra

muestra en un tiempo superior a 8 h para determinar la fraccion arcilla.

3c) Concentracion de materia organica. El método usado fue el de Walkey y
Black, que consiste en la oxidacién del carbono organico con dicromato potasico
utilizando el calor de reaccion del acido sulfurico y valorando el exceso con

sulfato de hierro. El procedimiento se muestra a continuacion:

1) Pesar 1 g de tierra fina y colocarlo en un matraz Erlenmeyer de 250 mL.

2) Anadir 10 mL de dicromato potasico 1 N, agitar la mezcla unos minutos y
agregar 20 mL de acido sulfurico concentrado, mezclando el contenido.

3) Dejar en reposo durante 30 min.

4) Anadir 200 mL de agua destilada y agitar unos minutos para evitar el
sobrecalentamiento global.

5) Dejar enfriar.
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6) Anadir 10 mL de H3PO, y agitar.
7) Agregar de cuatro a cinco gotas del indicador ortofenantrolina ferrosa o
ferroina 0.025 M y valorar con sulfato ferroso aménico seis hidrato 0.5 N

(sal de Mohr) hasta que el color cambie de verde a rojo vino.

3d) Capacidad de Intercambio catidénico. Para determinar la capacidad de
intercambio cationico (CIC) del suelo se utilizé el método del acetato de amonio
(AcONH,), cuyo fundamento consiste en el desplazamiento de los cationes del
complejo de cambio, mediante una solucion de una sal con pH regulado,
eliminacién del exceso de sal por lavado con un disolvente exento de electrolitos
y desplazamiento del catién saturante con otra sal, también con pH regulado, y
valoracion de la concentracion del cation desplazado. El procedimiento es el

siguiente:

1) Pesar 4 g de suelo, colocarlo en un tubo de centrifuga y afiadir 33 mL de
acetato sodico.

2) Agitar el tubo tapado durante 5 min en el agitador mecanico.

3) Destapar y centrifugar hasta que el liquido sobrenadante esté claro.
Normalmente esto se consigue en 5 min.

4) Decantar el liquido sobrenadante tan completamente como sea posible, y
repetir la operacion tres veces.

5) Preparar una suspension de 33 mL de etanol al 95% y repetir las mismas
operaciones anteriores. Lavar de esta forma con etanol durante tres
veces, midiendo la conductividad del liquido sobrenadante procedente del
tercer lavado, la cual debe ser inferior a 40 ymhos cm™.

6) Realizar de la misma forma el desplazamiento del sodio absorbido en la
muestra con tres porciones de acetato amonico.

7) Determinar la concentracion de sodio en los extractos obtenidos después
de haber diluido y mezclado en 100 mL de acuerdo con el método para

determinar el sodio por el fotdmetro de llama.
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4. Determinacién de la actividad microbiana nativa: produccién de CO;

La actividad biologica se determin6 mediante la captacion de CO;, en

alcali. El procedimiento es como sigue:

1) Colocar 100 g de suelo en un matraz tipo Bartha de 250 mL, adicionar 3% de
ARA Yy 20 gde AV, de LC 6 SM hasta la CCS.

2) Agregar 5 mL de NaOH 0.1 N en uno de los reservorios del matraz y 1 gota de
fenolftaleina como indicador.

3) Tapar la entrada del matraz y los reservorios con tapones de hule. El tapén para
la boca del matraz debera contar previamente con una trampa para el CO,
atmosférico.

4) Mantener el nivel de humedad y titular con NaOH 0.1 N cada mes, sustituyendo
el NaOH 0.1 N en el reservorio del matraz para la siguiente determinacion de
COa.

5) Realizar los calculos de la cantidad de CO; desprendido por el suelo, expresando

los resultados como mg CO, 100 g™ suelo seco.
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