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Introduccion

En la actualidad, los hidrocarburos son la fuente energética que mueve la ma-
quinaria economica e industrial de nuestro mundo. Por este motivo, la ex-
ploracion de nuevos yacimientos, asi como la refinacion y procesamiento de
hidrocarburos continuara siendo una de las prioridades de las potencias petrole-
ras. Desafortunadamente, un manejo inadecuado de los hidrocarburos y sus de-
rivados después de su extraccion y refinacion, es decir, durante su transporte y
almacenamiento, puede provocar la contaminacion del suelo. Es asi, pues estos
compuestos organicos tienen como caracteristicas quimicas una baja solubilidad,
hidrofobicidad y alta adherencia a las particulas del suelo, que los hace persisten-
tes en esta matrizambiental. Sus efectos adversos se manifiestan en los procesos
intrinsecos del suelo, en la salud de los seres vivos y hasta en los servicios de im-
portancia ambiental y economica.

La caracterizacion y el monitoreo de sitios contaminados, asi como conocer los
efectos negativos, los procesos de movilidad, de dispersion y el metabolismo de
la degradacion del contaminante son algunos de los primeros pasos para desa-
rrollar metodologias especificas que procuren la restauracion de los sitios conta-
minados, sin afectarlos de forma secundaria, y se establezcan lineamientos para
su mantenimiento. Para este fin, también es necesario el aporte de distintas dis-
ciplinas y de la perspectiva de las comunidades tecnicas y cientificas de diversas
latitudes para lograr el objetivo comun de desarrollar una sociedad sostenible y
ambientalmente responsable.

En este libro se compilan diferentes trabajos de investigacion bibliografica y
practica inédita referentes a la contaminacion del suelo por hidrocarburos, tras la
invitacion a especialistas de distintas areas y paises en Latinoamérica para inter-
cambiar conocimiento y experiencias en esta tematica. Sin duda, este intercambio
enriquecera la vision de la problematica y el planteamiento de alternativas para la
mitigacion de la contaminacion con estos compuestos organicos.

Los capitulos que lo conforman se han agrupado en distintas areas especifi-
cas. Se inicia por una perspectiva general de la contaminacion por hidrocarburos
en América Latina y su legislacion; posteriormente, los capitulos se enfocan en
la caracterizacion del suelo y los contaminantes, el estado de la contaminacion
en diferentes sitios mediante monitoreo, transporte, modelado y comportamiento
de hidrocarburos; y, finalmente, encontramos diversos trabajos relacionados con
procesos de remediacion, tanto fisicoquimicos como electroquimicos y biologi-
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cos. En cuanto a la biorremediacion, en diferentes capitulos se profundiza sobre
los procesos metabolicos involucrados en la degradacion biologica del contami-
nante. Estos trabajos fueron desarrollados tanto en el laboratorio como en prue-
bas de campo.

Aunque en diferentes publicaciones se menciona que en menos de 50 anos el
abastecimiento mermara, es un hecho que cada ano de descubren diferentes ya-
cimientos en el mundo, que postergaran el agotamiento de este producto geolo-
gico. Pero, independiente de este periodo, es necesario restaurar el suelo de los
sitios contaminados y disminuir elimpacto producido por su utilizacion. A pesar de
que la contaminacion del suelo por hidrocarburos es minimizada por las grandes
catastrofes de derrames marinos, los pasivos y las emergencias ambientales por
derrames accidentales o provocados son mas frecuentes, mas persistentes y mu-
chas veces ignorados.

Elser humano es el unico ser consciente del dano que genera a su entornoy el
unico que puede permanecer indiferente ante ello. Los suelos, rios, mantos freati-
COoS y mares contaminados por hidrocarburos son marcas en nuestro planeta que
quiza nunca se puedan desvanecer. Por ello, restaurar nuestro entorno y disminuir
nuestra huella es una accion responsable, sostenible y una forma de agradecer al
planeta y perpetuar nuestro entorno.

Alejandro Islas Garcia
Tomas Eduardo Chavez Miyauchi

Coordinadores
Vicerrectoria de Investigacion
Universidad La Salle Mexico



Estado de la contaminacién
de suelos por hidrocarburos
en América Latina y el Caribe

Rosalina Gonzalez Forero®

Resumen

Elestudio de la contaminacion del suelo hoy en dia es una necesidad inne-
gable. Desafortunadamente las naciones tardaron en darse cuenta del pa-
pel fundamental que este recurso cumple en la naturaleza 'y es asi como en
algunos contextos se habla de la hecesidad de su cuidado para evitar la ex-
tincion humana. Debido a lo anterior, se llevo a cabo un estudio, donde se ana-
lizaron las tendencias regionales de la contaminacion del suelo a traves de
una gran encuesta a autoridades nacionales y laboratorios de referencia
en materia de suelos de los paises miembros de la Organizacién de las Na-
ciones Unidas, del Caribe, de Ameérica Central y Sudameérica, por medio de
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultu-
ra (FAO, por sus siglas en ingles). Los resultados mostraron que la agricul
tura, la extraccion y el procesamiento de combustibles fosiles, asi como los
vertederos legales e ilegales son las principales fuentes de contaminacion
del suelo.

Adicionalmente, se observo que, segun el area que ocupan, y sus efec-
tos en relacion con el riesgo para la salud humana y el medioambiente,
las sustancias organicas ocupan el primer lugar de impacto en la salud del
suelo, con los pesticidas y los hidrocarburos como los principales contami-
nantes en la zona. De estos grupos de sustancias, Brasil, Chile, Colombia,
Mexico, Ecuador y Trinidad y Tobago catalogaron a los hidrocarburos pro-
venientes de la extraccion y el procesamiento de combustibles (petroleo y
gas) como la mayor fuente de contaminacion. Los demas paises los identi-
ficaron como causantes de una contaminacion moderada.

También se determind que la contaminacion del suelo es una de las
areas menos estudiadas de la region. Brasil, Colombia y México tienen el
81 % de la produccion en investigacion, que corresponde a 20 articulos de

"Departamento de Ingenierfa Ambiental y Sanitaria, Universidad de La Salle, Bogotd, Colombia. rogonzalez@
unisalle.edu.co
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un total de 25 en 20 anos (una cifra bastante baja). Ademas, se concluyo que
las politicas y los proyectos para combatir el problema de contaminacion
por hidrocarburos son débiles, hay una falta de incentivos para la remedia-
cion, y los gobiernos, en su mayoria, no tienen presupuestos destinados pa-
ra ello.

Palabras clave

Contaminacion de suelos, América Latinay el Caribe, hidrocarburos, organicos.

Introduccién

Lestudio y la accion sobre la contaminacion del suelo son relativamente jove-

nes en elmundo y no en todos los paises de Ameérica Latina se les tiene como
una prioridad. Tanto es asi que apenas el 57 % de estos tienen una normatividad
especifica asociada que evalua, controla o penaliza acciones en contra de la de-
gradacion de este recurso. Lo anterior se suma a que, en la opinion publica, al sue-
lo se le considera como algo sin vida, al qgue no le pasa naday, en algunos casos,
como algo sucio, por lo que no se insta a protegerlo como el agua o el aire. Hay
mucho desconocimiento al respecto y es importante clarificar algunos conceptos
asociados. En este sentido, la FAO (2015) define de esta manera el suelo:

Cuerpo natural que consiste en capas de suelo (horizontes del suelo) com-
puestas de materiales de minerales meteorizados, materia organica, aire y
agua. El suelo es el producto final de la influencia del tiempo y combinado
con el clima, topografia, organismos (flora, faunay ser humano), de materia-
les parentales (rocas y minerales originarios) (p. 1).

Rodriguez-Eugenio et al. (2018) definen, por otra parte, el concepto de contami-
nacion del suelo en los siguientes terminos que es sustancial recordar:

La "contaminacion del suelo” se refiere a la presencia de un producto quimi-
co o sustancia fuera de lugar y/o presente en una concentracion superior a
la normal que tenga efectos adversos sobre cualquier organismo no objeti-
VO (FAO & ITPS, 2015). Aungue la mayoria de los contaminantes tienen orige-
nes antropogenicos, algunos contaminantes pueden ocurrir naturalmente
en los suelos como componentes de minerales y pueden ser toxicos a altas
concentraciones. La contaminacion del suelo a menudo no se puede eva-
luar directamente o percibir visualmente, lo que lo convierte en un peligro
oculto (p. 1.

10
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La definicidn anterior hace énfasis en las sustancias o los productos quimi-
cos fuera de lugar que ponen en riesgo a los seres vivos o al ecosistema en
su pais. Para analizar las tendencias de contaminacion de suelos en la region,
es necesario determinar aquellas actividades que las direccionan. El Espacio
Europeo de Investigacion (ErA, por sus siglas en inglés) indica que hay facto-
res directos e indirectos que ocasionan degradacion a corto, mediano y largo
plazos. Entre otros, los factores antropogénicos son los mas importantes. Los
sectores economicos como la industria, el transporte, la gestion de residuos y
la agricultura ocupan los primeros lugares en la degradacion del suelo (Stolte
et al,, 2016).

Metodologia

Con el fin de determinar el estado de la degradacion de suelos por contamina-
cion y analizar las diferencias entre los diferentes paises miembros de la FAO, se
realizo un estudio denominado Questionnaire. Assessment of the global status and
regional trends of soil pollution study (Evaluacion del estado global de las tenden-
cias regionales de la contaminacion del suelo) (FAO, 2019).! La oficina de la Alian-
za Mundial por el Suelo de la Asamblea de las Naciones Unidas para el Medio
Ambiente, a través de un trabajo participativo en cada una de sus regiones (Afri-
ca, Asia, Europa, América Latina y el Caribe, Pacifico, Oriente Medio y Africa del
Norte, y Norteameérica), generd un instrumento que sirvio para recopilar informa-
cion y comprender el problema en escala global. Dicho instrumento se aplico de
manera voluntaria a las diferentes entidades de los paises miembros relaciona-
das con el suelo, en especial ministerios de ambiente, laboratorios de referencia
nacionales, laboratorios de ensayo y universidades con temas afines. En Ame-
rica Latina y el Caribe, representantes de Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Cuba,
Ecuador, El Salvador, Peru, Panama y Trinidad y Tobago contestaron las pregun-
tas del estudio, en especial, miembros de la academia, formuladores de politicas
publicas y personal técnico de laboratorios. Las preguntas realizadas se apre-
cian en la figura 1y los niveles de respuesta fueron “No presente’, "Fuente me-
nor de contaminacion del suelo’, “Fuente moderada de contaminacion del suelo”
y "Fuente mayor de contaminacion del suelo”. La figura contiene solo las seccio-
nes del documento original que se consideran pertinentes para la tematica del
presente escrito.

! Las traducciones al espafiol son de la autora.
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Figura 1. Preguntas realizadas en el instrumento para determinar el estado global
de la contaminacion del suelo

Direccion de correo electronico

0.1 Informacion general. Nombre/apellido

0.2 Posicion

0.3 Afiliacion

0.4 Pais

0.5 Region

0.6 Grupo de partes interesadas

0.7 ¢Esta de acuerdo en responder a este cuestionario con el mayor detalle posible?

1. Normatividad

1.1 ,Qué niveles administrativos de la institucion publica tienen competencia sobre
la contaminacion del suelo?

1.1.b ;Tiene su pais una ley nacional de contaminacion del suelo?

1.2.b Ley de contaminacion del suelo (o ley relacionada): proporcione el titulo, la fe-
cha de aplicacion y el enlace en linea si esta disponible.

1.3.b ¢Tiene su pais una legislacion sobre proteccion/conservacion del suelo?

1.4.b Legislacion sobre proteccion/conservacion del suelo: proporcione el titulo, la
fecha de aplicacion y el enlace en linea si esta disponible.

1.5.b ¢Tiene su pais alguna otra legislacion que incluya o pueda afectar la prevencion y
el control de la contaminacion del suelo? (Por ejemplo, acto medioambiental, responsa-
bilidad medioambiental, acto de residuos, acto de agua..).

1.6.b ;Ha adoptado y aplicado su pais los convenios internacionales sobre produc-
tos quimicos?

17b ¢La legislacion antes mencionada incluye valores de referencia para diferentes
contaminantes en el medioambiente (cuerpos de agua, alimentos, suelos)?

1.1.c JTiene su pais/region/condado una ley de contaminacion del suelo?

1.2.c Leyes o reglamentos sobre contaminacion del suelo: proporcione los titulos, el
nivel administrativo que los creo, las fechas de aplicacion y los enlaces en linea si es-
tan disponibles.

1.3.c ¢Tiene su pais/region/condado una legislacion sobre proteccion/conserva-
cion del suelo?

1.4.c Legislacion sobre proteccion/conservacion del suelo: proporcione los titulos,
el nivel administrativo que los creo, las fechas de solicitud y los enlaces en linea si es-
tan disponibles

1.5.c ¢Tiene su pais/region/condado alguna otra legislacion que incluya o pue-
da afectar la prevencion y el control de la contaminacion del suelo? (Por ejemplo, acto
medioambiental, responsabilidad medioambiental, acto de residuos, acto de agua..).

(Continua)
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1.6.c Su pais/region/condado ha adoptado e implementado los convenios inter-
nacionales sobre productos quimicos?

1.7.c ¢;La legislacion antes mencionada incluye valores de referencia para diferentes
contaminantes en el medioambiente (cuerpos de agua, alimentos, suelos)?

2. Contaminantes
2.1 ;Qué contaminantes estan incluidos en la legislacion antes mencionada?
2.2 ¢Varian los valores de referencia incluidos en la legislacion antes mencionada?

3. Fuentes de contaminacion del suelo

3.1 ¢Existe una definicion/lista oficial de actividades potencialmente contaminan-
tes en su pais?

3.2 Para cada una de las siguientes actividades, califique su potencial como unaim-
portante actividad contaminante en su pais, de acuerdo con los siguientes niveles de
calificacion: No presente, Fuente menor de contaminacion del suelo, Fuente modera-
da de contaminacion del suelo y Fuente mayor de contaminacion del suelo:

Actividades industriales.

Actividades de mineria y canteras, incluida la acumulacion de desechos, el pro-
cesamiento de minerales y metales, y otras actividades relacionadas con el ciclo
de vida de los minerales y los metales.

Agricultura (uso excesivo de plaguicidas, fertilizantes, aguas residuales no trata-
das para riego, uso de lodos de depuradora como enmiendas).

Produccion ganadera (uso de antibioticos para la prevencion, uso de hormonas
para acelerar el crecimiento).

Extraccion y procesamiento de combustibles fosiles (petroleo y gas).

Uso de combustibles con plomo.

Sitios militares (pruebas de tiro, areas de pruebas de armas).

Areas de guerra (minas terrestres personales, areas bombardeadas).
Infraestructura de transporte y emisiones de transporte.

Vertederos (legales o ilegales) y plantas de tratamiento de desechos.

Plantas nucleares.

Otras actividades.

3.3 Si selecciono “otras actividades” en la pregunta anterior, indique a qué actividad
se refiere y qué importancia tiene como fuente de contaminacion del suelo en su pais.

3.4 ¢Cuales son los principales grupos de contaminantes organicos que causan la
contaminacion del suelo en su pais?

Plaguicidas (aldrin, clordano, poT, dieldrin, endrina, heptacloro, hexacloroben-
ceno, mirex, toxafeno, clordecon, alfa hexaclorociclohexano, beta hexacloroci-
clohexano, lindano, pentaclorobenceno).

(Continua)
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Productos quimicos industriales (hexaclorobenceno, bifenilos policlorados [PcB;
hexabromobifenil, hexabromodifenil eter y heptabromodifenil éter, pentacloro-
benceno, acido perfluorooctanosulfonico, sales, perfluorooctano sulfonil fluoru-
ro de pentabromodifenil eter).
Subproductos (hexaclorobenceno; dibenzo-p-dioxinas policloradas y dibenzofu-
ranos policlorados [PCDD / PCDF], PCB, alfa hexaclorociclohexano, beta hexaclo-
rociclohexano y pentaclorobenceno).
Hidrocarburos.
Compuestos organicos volatiles (cov).
+ Aromaticos monociclicos no halogenados.
- Alifaticos halogenados.
HAP.
PCB.
Dioxinas + furanos.
PFAS.
Ftalatos.
PBDE.
Fenoles y clorofenoles.
Clorobencenos.
Productos farmacéuticos, medicamentos y de cuidado personal.
Plasticos y polimeros sinteticos (AC).
Otro.

Fuente: elaboracion propia a partir de la informacion de FAO (2019).

Debido a la importancia de los hidrocarburos en la region, se hizo un estudio
profundo de su potencial contaminante en los suelos de la zona. Segun el Gobier-
no de México (2020), los hidrocarburos son compuestos organicos formados prin-
cipalmente por hidrogeno y carbono, que se encuentran en estado solido, liquido
y gaseoso, principalmente como productos de la actividad en la industria petro-
quimica. Esta considera desde la extraccion del petroleo hasta su transformacion
y uso en infinidad de productos de uso cotidiano e industrial.

Ademas de lo anterior, se realizo una indagacion acerca de la normatividad
existente sobre la contaminacion del suelo en cada uno de los paises estudiados,
a través de las paginas web oficiales. Por ultimo, se consultaron las publicaciones
cientificas realizadas a través de la base de datos Web of Science, con el fin de
identificar el estado del arte sobre el tema en la region. Los parametros de bus-
queda empleados fueron los siguientes:

- Contaminacion del suelo en Ameérica Latina.

+ Contaminacion de suelos en EUA.

14
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- Remediacion de suelos contaminados por hidrocarburos.
- Remediacion de suelos contaminados por hidrocarburos en Ameérica Latina.

Resultados y andlisis

Como se menciono previamente, solo diez paises de la region respondieron la en-
cuesta: El Salvador y Panama por Centroamerica; Bolivia, Brasil, Chile, Colombia,
Ecuadory Peru por Suramérica; y Cuba y Trinidad y Tobago por el Caribe. Se apre-
cia una baja participacion de Centroamerica y el Caribe; adicionalmente, se obser-
va como paises tan importantes y con alto grado de desarrollo en el tema como
Meéxico tampoco aparecen.

Para realizar el analisis correspondiente, las respuestas de los paises anterior-
mente mencionados se agruparon de acuerdo con los niveles de respuesta in-
dicados en la metodologia y se determind el porcentaje de estos para graficar y
establecer las respuestas con mayor frecuencia.

Actividades mds contaminantes del suelo de América Latina y el Caribe

La figura 2 presenta un diagrama de barras comparativas entre los distintos niveles
de respuesta para cada una de las actividades indicadas como potenciales fuen-
tes de contaminacion del suelo.

- Fuente mayor de contaminacion del suelo. Para este nivel de respuesta, el
estudio concluyo que las actividades mas contaminantes del suelo en la re-
gion son la agricultura, asi como la extraccion y el procesamiento de com-
bustibles fosiles (petroleo y gas) en un 70 %y un 50 %, respectivamente. Los
vertederos (legales o ilegales) y las plantas de tratamiento de desechos si-
guieron como una fuente importante de contaminacion del suelo con un
40 %,

- Fuente moderada de contaminacion del suelo. En este nivel, se encontraron
la construccion de infraestructura como vias, puentes y similares; y las emi-
siones del transporte con un 70 %, asi como botaderos (legales o ilegales) y
plantas de tratamiento de residuos con 60 %. Las actividades industriales y de
extraccion, el procesamiento de minerales y metales, ademas de otras acti-
vidades relacionadas con el ciclo de vida de minerales y metales, se clasifi-
caron en un 50 %.

+ Fuente menor de contaminacion del suelo. Como una fuente menor de con-
taminacion del suelo se encontraron los sitios militares (pruebas de tiro,
areas de pruebas de armas) y uso de combustibles con plomo.

- No presencia de contaminacion del suelo. Para el nivel de contaminacion no
presente en la region se incluyen las plantas nucleares y las zonas de guerra,
ya que estas no se presentan como en otras regiones del planeta.
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Figura 2. Actividades mas contaminantes del suelo en América Latina y el Caribe
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Fuente: elaboracion propia a partir de la informacion de FAO (2019)

Estos hallazgos se encuentran en consonancia con Pla Sentis (2006), quien en
el X Congreso Ecuatoriano de la Ciencia del Suelo indico que la degradacion del
suelo en América Latina se encontraba asociada principalmente a la intensifica-
cion agricola, la cual estaba aumentando, y que la combinacion de multiples ac-
tividades incrementaba el proceso de degradacion. La FAC (2015), en la Asamblea
General de las Naciones Unidas, a traves de la Oficina Regional para América La-
tina y el Caribe, senald que las principales causas de degradacion incluian la ero-
sion hidrica, la intensa aplicacion de agroguimicos y la extraccion de combustibles
fosiles. Todo lo anterior concuerda con los hallazgos de la figura 2.

Principales contaminantes del suelo en la regién

Para establecer los principales contaminantes del suelo, se realizo la figura 3,
que presenta un diagrama de barras comparativas entre los distintos niveles de
respuesta para cada una de las sustancias quimicas indicadas como potenciales
contaminantes del suelo.

+ Fuente mayor de contaminacion del suelo. Este nivel de respuesta indica
que los plaguicidas y los hidrocarburos son los mas importantes, con 40 vy
30 %, respectivamente; estan seguidos de productos farmaceuticos y de cui-
dado personal, asi como plasticos y polimeros sintéticos.

+ Fuente moderada de contaminacion del suelo. Como contaminantes mode-
rados del suelo, los paises senalaron los productos quimicos industriales y
farmaceuticos en un 4 %, mientras que los medicamentos y los productos de
cuidado personal fueron senalados un 40 %.
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- Fuente menor de contaminacion del suelo. En esta categoria se destacan di-
versos productos quimicos, tales como compuestos alifaticos halogenados,
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH, por sus siglas en inglés), com-
puestos organicos volatiles y bifenilos policlorados (PcB, en inglés).

No presencia de contaminacion del suelo. Se aprecian en esta categoria
subproductos quimicos de procesos industriales, copolimeros de perfluo-
roalcoxi (PFA), ftalatos y plasticos, y polimeros sinteticos.

Figura 3. Principales contaminantes del suelo en América Latina y el Caribe
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Fuente: elaboracion propia a partir de la informacion de la FAO (2019)

Los resultados anteriores concuerdan con lo observado en la figura 2, donde
las actividades mas contaminantes del suelo en la region son la agricultura, asi co-
mo la extraccion y transporte de hidrocarburos.

Hidrocarburos como fuente de contaminacion del suelo
en América Latina y el Caribe

Al observar los resultados obtenidos, se aprecia que los hidrocarburos ocupan el
segundo lugar de importancia entre los principales contaminantes del suelo en la
region. Lo anterior se debe al hecho de que la zona se caracteriza por poseer im-
portantes reservas comprobadas de petroleo y es asi como Index Mundi (2020),
en su mapa de informacion, lo evidencia. En la tabla 1 se aprecian estos datos para
los principales paises. Lo anteriormente dicho es soporte adicional de lo presen-
tado en la figura 2, ya que en estos paises se fortalecen la extraccion, el transpor-
tey, en algunos casos, el procesamiento del crudo, lo que genera situaciones de
impacto por contaminacion al suelo.

Tabla 1. Reservas de petréleo comprobadas en el mundo

Pais Reservas comprobadas (millones de barriles)
México 6630
Colombia 1664
Ecuador 8272
Brasil 12629
Argentina 2161

Fuente: Index Mundi (2020).
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Debido a lo anterior, y muy particularmente en la region, la extraccion vy el
transporte de petroleo y sus derivados han ocasionado que ciertos fenomenos
con impacto en el suelo crezcan y sean un dolor de cabeza para los gobiernos. Es
asi como México, Venezuela, Brasil, Colombia y Ecuador, entre otros, sufren del
hurto de petroleo y del contrabando de la gasolina. Los hidrocarburos se extraen
mediante valvulas improvisadas y sin control, lo que termina en derrames no re-
gulados vy piscinas que se forman por largos periodos; asi el recurso se deterio-
ray alcanza otros recursos como el hidrico superficial y el subterraneo. La figura 4
muestra el impacto generado por accion del hidrocarburo.

Figura 4. Impacto generado por accion ilegal del hurto de hidrocarburos

Sumado al hurto, en algunos paises de la region, hay grupos que, al margen
de la ley y como modo de presion al Estado para obtener alguna dadiva, vuelan
oleoductos y ocasionan impactos tremendos a los ecosistemas, particularmente al
recurso suelo, uno de los mas afectados. Solamente en Colombia, en 2019, se pre-
sentaron 23 atentados, segun Semana (2019), con peérdidas inimaginables. La figura
5 da cuenta de la magnitud de la contaminacion del suelo cuando se presentan es-
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tos hechos. También es importante mencionar que una situacion similar se presenta
en casos de accidente en los diferentes paises que transportan el crudo.

Figura 5. Imagenes de la contaminacion del suelo por hidrocarburos,
ocasionada por voladuras y accidentes de la actividad ilicita

Estas situaciones han llevado a los gobiernos a generar normas que controlen
el delito. Es asi como, por ejemplo, México tuvo que promulgar la Ley Federal para
Preveniry Sancionar los Delitos Cometidos en Materia de Hidrocarburos; por otra par-
te, Colombia modifico su Codigo Penal para incluir como delito el apoderamiento
de hidrocarburos, sus derivados, biocombustibles o mezclas que los contengan.
Sin embargo, cabe destacar que, aunque en materia penal ha habido grandes
avances, en materia ambiental han sido muy pocos los esfuerzos. Es de desta-
car que no se espera que estas afectaciones menguen, ya que las demandas de
hidrocarburos contindan su tendencia creciente y es asi como un reporte de la In-
ternational Association of Oil & Gas Producers (0GP, 2018) indico que en América
Central y América del Sur la demanda ha crecido cuatro veces desde 1970, al pa-
sar de 2000 millones de barriles por dia (MBPD) a cerca de 8 000 en 2016.

Las estaciones de servicio o expendios de gasolina para automotores, los ta-
lleres de mecanicay los cambios de aceite automotor al por menor son otra fuen-
te de contaminacion del suelo, cuyos danos aun no son cuantificables. Muchas
veces se trata de locales pequenos, sin las medidas adecuadas de proteccion al
suelo y sin un control por parte de las autoridades ambientales. El problema mas
grande es el numero de este tipo de establecimientos, que supera la posibilidad
de control. Si esto se auna a la falta de normatividad al respecto en varios pai-
ses de la zona, termina fortaleciendose la contaminacion del suelo. Los impactos
se generan por derrames incontrolados, limpieza de piezas con solventes vy dis-
posicion en el suelo. Al respecto, el argentino Santiago Berisso titula muy bien su
articulo; "Ojos que no ven, suelo que pasa factura: el pasivo ambiental en las esta-
ciones de servicio" En élindica que estos lugares presentan filtraciones al suelo y
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destaca un caso de estudio, en el que se encontro una filtracion de hidrocarburos
con un nivel de toxicidad diez veces mayor al normal (Berisso, 2020).

Normatividad asociada a contaminacién del suelo
por hidrocarburos en América Latina

Dentro del estudio realizado por la FAO (2019), se indago tambien por la normativi-
dad existente sobre la contaminacion del suelo. Se encontro que existen diferentes
tipos de politicas ambientales en ellos, generalmente de tipo nacional por orden
presidencial o de los ministerios de medioambiente y recursos naturales. Dichas
politicas se componen de leyes ambientales de proteccion nacionales, estrate-
gias ambientales nacionales y planes maestros de manejo de recursos naturales,
muestreo e incluso regulacion del control fitosanitario. Solo en unos pocos paises
de la region existen regulaciones especificas sobre la contaminacion del suelo y
mas aun en materia de hidrocarburos.

En relacidon con lo anterior, México cuenta muy puntualmente con la norma
NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, de la Secretaria del Medio Ambiente y Recur-
sos Naturales (Semarnat), que indica sus limites mas altos permisibles de hidro-
carburos en suelos vy los lineamientos para el muestreo en la caracterizacion y
delimitaciones para la remediacion. Costa Rica cuenta con la Ley 7779 de Uso,
Manejo y Conservacion de Suelos y el Decreto 37.757/S, que s un reglamen-
to sobre valores guia en suelos para la descontaminacion de sitios afectados por
emergencias ambientales y derrames. Panama tiene el Decreto Ejecutivo No. 2
de 2009, con el cual se establece la Norma Ambiental de Calidad de Suelos pa-
ra diversos usos. Brasil cuenta con la Resolucion 420/2009, que presenta criterios
y valores para guiar la calidad del suelo y detectar la presencia de productos qui-
micos. Peru tiene el Decreto Supremo N°011-2017-MINAM del Ministerio de Am-
biente, en el que se aprueban estandares de calidad ambiental (EcA) para el suelo;
ademas, Ecuador y Chile tienen algunas regulaciones especificas sobre conta-
minacion del suelo. Este ultimo cuenta con un listado concreto de actividades
potencialmente contaminantes en suelos y una guia de manejo de suelos con po-
sible presencia de contaminantes; se enumeran 104 actividades y se detallan las
acciones para la identificacion, confirmacion y el control de sitios contaminados
(Ministerio del Medio Ambiente, 2012). Como puede observarse, especificamente
en materia de hidrocarburos, México esta a la vanguardia en la region.

Investigacién y remediacion de suelos contaminados
por hidrocarburos en América Latina

El ultimo aspecto analizado fue la investigacion y la remediacion de suelos conta-
minados por hidrocarburos en Ameérica Latina. En este sentido se destaca que, al revi-
sar la base de datos Web of Science, se insertaron como parametros de busqueda:
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- Contaminacion del suelo en América Latina

- Contaminacion de suelos en EUA

- Remediacion de suelos contaminados por hidrocarburos

- Remediacion de suelos contaminados por hidrocarburos en América Latina

Los resultados se observan graficamente en la figura 4, donde en el periodo
de 1985 a la fecha apenas se han registrado 25 resultados para estudios en Ame-
rica Latina; en comparacion con investigaciones similares en Estados Unidos, esto
representa tan solo el 5 % de la produccion de ese pais. Es importante mencionar
que esta base de datos es muy consultada y prestigiosa en el ambito cientifico,
por lo que un numero tan bajo indica un descuido por parte de la comunidad cien-
tifica, en la region, en torno al fomento de publicaciones de este tipo. No se des-
carta, sin embargo, que no haya muchas mas investigaciones; el asunto es que
no se visibilizan internacionalmente. Apenas figuran seis paises en los 20 anos de
produccion; tres de ellos solo lo hacen con una publicacion. EL que mas publica-
ciones tiene es Brasil, con seis.

Por otro lado, al utilizar motores de busqueda se percibe que hay estudios con
reportes oficiales en la mayoria de paises, dirigidos por la autoridad ambiental gu-
bernamental y que aparecen, por tanto, como reportes técnicos y no como es-
tudios cientificos. México se desataca por este tipo de producciones. Lo anterior
muestra que deben fortalecerse las alianzas gobierno-academia en este tema en
particular para que la informacion circule y se conozca facilmente.

También se destaca que, al buscar el tema de remediacion de suelos conta-
minados por hidrocarburos, aparecen 4 130 investigaciones. En ellas se describen
técnicas como manejo de tierras, biorremediacion, fitorremediacion, oxidacion
quimica y metodos termicos. Al buscar ‘remediacion de suelos contaminados por
hidrocarburos en América Latina” no aparece ningun resultado; asimismo, como
se ha mencionado inicialmente, en la region hay muy pocas investigaciones y la
mayoria corresponde a informes técnicos oficiales o documentos no catalogados
como publicaciones cientificas indexadas. En este orden de ideas, Schmidt (s.f)
indica que la contaminacion de suelos en América Latina por hidrocarburos se
genera debido a que muchos paises de la region son productores de petroleo, y
a que su remediacion y la prevencion de la contaminacion, hasta hace poco tiem-
PO, se empezo a tomar en serio, debido a los altos costos que esta genera. El autor
indica que la biorremediacion se ha utilizado exitosamente en Ecuador, donde,
en un caso de estudio, se han llegado a recuperar totalmente 140 000 toneladas
de suelo en 30 dias. Asimismo, Alba (2011) e Islas-Garcia et al. (2016) han indicado
que la efectividad de este tipo de técnicas se encuentra en el orden del 40 al Qo0 %.
Ademas de lo anterior, se observa, segun las respuestas del estudio de la FAO
(2019), que hay poco incentivo estatal para investigaciones asociadas, y que la in-
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vestigacion en general se encuentra dispersa y focalizada principalmente en las
universidades.

Figura 4. Analisis estadistico de investigaciones relacionadas en Web of Science para
contaminacion de suelos en Ameérica Latina

Parametro de busqueda: contaminacion del suelo en América Latina

2021 2020 2019 2018 2016 2015 2013 2012 2011 2009

25 resultados en 20 anos.

Parametro de busqueda: contaminacion del suelo en América Latina

Solo 6 paises de la region registran publicaciones; Brasil, con apenas
6 publicaciones en 20 anos, es el numero uno.

22



Estado de la contaminacion de suelos por hidrocarburos en América Latinay el Caribe m

Parametro de busqueda: contaminacion de suelos EuA

50
45
40
35 4
30 4
25
20 +
15 4
10 4
5-

D D D D . D . D . . . T D T . 0.
0, 0, S0, 0, 0, “0O4 "0, 0, "0, Y0, 0, "0, “0O, S0, "0, G
O e S I e R

500 resultados en 22 anos.
Parametro de busqueda: remediacion de suelos contaminados por hidrocarburos

4001

350
3004
250 4
200 -
150
100 4

504

D 2
[eN e
<

D D D D D D D
O, ~0O, ~0, ~0, ~0, ~0, O,
o e e s % B

D D . B 0. . D .. D 0. .
0, 0, “0, "0, "0, "0, 0, “0,°0, "0, "0, 0, O
© % 0 B RR R

4130 resultados en 22 anos.

Parametro de busqueda: remediacion de suelos contaminados por hidrocarburos
en América Latina

Ningun resultado

Nota: los resultados proceden de una busqueda en Web of Science (2021).

Conclusion

La investigacion realizada concluye que América Latina tiene un problema de sue-
los contaminados por hidrocarburos, debido, principalmente, a la extraccion y el
transporte de petroleo, ya que la zona es catalogada como reserva mundial de este
material. Dicha actividad de extraccion y transporte de petroleo se ve afectada por
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otras como el hurto, los accidentes y las voladuras que han generado procesos de
degradacion del suelo. Ademas, otras actividades econdémicas asociadas, llevadas
a cabo en estaciones de servicio, talleres mecanicos y similares, contribuyen a que
dicha contaminacion aumente debido a la masificacion de los establecimientos y
al poco control estatal sobre ellos. Se aprecia también que la normatividad en los
paises acerca deltema es generaly practicamente México es el unico pais que tie-
ne una norma especifica para suelos contaminados por hidrocarburos. Algunos
paises cuentan con normas para suelos contaminados en generaly otros no tienen
ningun tipo de norma asociada. Por ultimo, se observa que hay muy poca investiga-
Cion en torno al tema, y que muy pocos paises, entre los que se destaca Brasil,
publican en bases de datos tipo Web of Science. Sobresale la biorremediacion
como técnica en la zona para remediar suelos contaminados, pero hace falta mucha
investigacion e incentivos para profundizar en este conocimiento.
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Resumen

Abordar la contaminacion de suelos por hidrocarburos, desde una perspec-
tiva combinada entre la biotecnologia y la biogeoquimica, es una alternativa
oportuna para fundamentar y mejorar los procesos de remediacion. Un gru-
po multidisciplinario de la Universidad Autonoma Metropolitana-Iztapalapa ha
dedicado su trabajo de investigacion de los ultimos 20 anos al estudio de las
caracteristicas clave por considerar para la remediacion de un sitio contami-
nado por hidrocarburos. Sus principales aportaciones se centran en el mejora-
miento continuo de las estrategias de caracterizacion de sitios contaminados,
especialmente los pasivos ambientales, que han complementado con técni-
cas adicionales a las establecidas por la legislacion ambiental en México. Lo
anterior es resultado de la necesidad de conocer acerca del destino ambien-
tal de los hidrocarburos que contaminan suelos de diferentes tipos. Entre las
técnicas antes mencionadas destacan la cuantificacion de microorganismos
hidrocarbonoclastas, la determinacion de la textura y composicion del suelo,
asi como la modelacion del transporte de los contaminantes.
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El diseno de una estrategia integral de caracterizacion es clave para la se-
leccion de tratamientos de remediacion adecuados para cada sitio y para
cada tipo de contaminante. Con este proposito, es importante la evaluacion
biogeoquimica del suelo, asi como del impacto y destino ambiental de los
contaminantes. Mientras el alcance del efecto ambiental se centra en el
grado de modificacion de un suelo y su entorno, el destino ambiental refle-
ja los resultados que pueden esperarse de un trabajo de remediacion, con
base en las caracteristicas de los contaminantes y del suelo. Ambas consi-
deraciones permiten proponer tanto el destino como el uso que podra te-
ner el suelo remediado. En este capitulo, se presenta el estado del arte de
la normatividad mexicana en materia de suelos contaminados, y se hace
una descripcion de analisis complementarios a la caracterizacion que no
estan considerados en la legislacion vigente. Ademas, se propone una es-
trategia integral de caracterizacion basada en las experiencias del grupo
de investigacion y en el estudio de diversos sitios contaminados; en ella se
aplican tecnicas que complementan a las establecidas por la legislacion
mexicana vigente y se lleva a cabo una prospectiva de la remediacion de
suelos.

Palabras clave

Caracterizacion de suelo, interacciones suelo-hidrocarburo, sitios contami-
nados, biogeoquimica, legislacion ambiental, estrategias de remediacion.

Estado del arte de la legislacion mexicana referente
a suelos contaminados con hidrocarburos

|_a historia del continente americano esta completamente ligada a la explota-
cion de yacimientos de petroleo que, si bien, es la principal fuente de rique-
za para los paises, también es el origen de la degradacion ambiental ocasionada
por la contaminacion de suelos con hidrocarburos. En cuanto al marco normativo
que regula esta problematica, México ha evolucionado lentamente. En 1971, por
primera vez, se tomaron en cuenta aspectos ambientales en la legislacion federal
con la promulgacion de la Ley Federal para Prevenir y Controlar la Contaminacion
(LFPcC), haciendo referencia especifica a descargas de contaminantes en suelos.
En 1982 se realizaron reformas a la Constitucion Politica de los Estados Unidos
Mexicanos para sentar las bases de una politica de proteccion ambiental median-
te la promulgacion de la Ley Federal de Proteccion al Ambiente (LFPA). A finales
de los anos 80, se publico la Ley General de Equilibrio Ecologico y la Proteccion
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al Ambiente (LGEEPA), la cual establecia que los responsables de realizar obras o
actividades que afectaran el medioambiente estaban obligados a minimizary re-
parar los danos ocasionados mediante las acciones necesarias para reestablecer
las condiciones de los sitios contaminados.

La LGEEPA dio paso a la reforma de la Constitucion Politica de los Estados Uni-
dos Mexicanos en 1999, con la adicion al articulo 4.°, en el que se declara:

Toda persona tiene derecho a un medioambiente sano para su desarrollo y
bienestar. El Estado garantizara el respeto a este derecho. Eldano y deterio-
ro ambiental generara responsabilidad para quien lo provoque en terminos
de lo dispuesto por la ley.

La promulgacion de este articulo tuvo dos consecuencias importantes: (i) la fir-
ma del Convenio de Estocolmo en 2001, con la que México se unio a la comunidad
internacional en un esfuerzo por proteger la salud humana y el medioambiente
frente a los contaminantes organicos persistentes (Cop); y (i) la publicacion de la
Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos (LGPGIR) y de su
reglamento, en 2004 y 2006, respectivamente, donde se fundamentaron las ba-
ses para la gestion de sitios contaminados. En estos documentos se especifican
las obligaciones de los responsables y los propietarios de sitios sobre la contami-
nacion y la categorizacion de estos, asi como su remediacion, y la coordinacion
con otras dependencias.

Practicamente de manera paralela con el Convenio de Estocolmo, surgié en 2002
la NOM-EM-138-ECOL-2002, Norma Oficial Mexicana de Emergencia, que Esta-
blece los Limites Maximos Permisibles de Contaminacion en Suelos Afectados por
Hidrocarburos, la Caracterizacion del Sitio y Procedimientos para la Restauracion.
Dicha norma tuvo como marco la LGEEPA Yy su reglamento en materia de residuos
peligrosos. En 2005, la norma dejo de ser de emergencia, para dar paso a la NOM-
138-SEMARNAT/SS-2003, cuya denominacion cambio a “Limites Maximos Permi-
sibles de Hidrocarburos en Suelo y las Especificaciones para su Caracterizacion y
Remediacion”. Es importante destacar que en esta horma los métodos analiticos
para la determinacion de hidrocarburos en el suelo ya se incluyeron en un anexo.

Actualmente, las normas vigentes son la NOM-021-SEMARNAT-2000, que es-
tablece las especificaciones de fertilidad, salinidad y clasificacion de suelos, y la
NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, Limites Maximos Permisibles de Hidrocarburos
en Suelos y Lineamientos para el Muestreo en la Caracterizacion y Especificacio-
nes para la Remediacion, que remite a cinco normas mexicanas para la extraccion
y determinacion de los distintos tipos de hidrocarburos, asi como para la clasifi-
cacion de suelos:!

! Dichas normas son las siguientes: NMX-AA-134-SCFI-2006. Suelos — Hidrocarburos fraccién pesada por ex-
traccién y gravimetrfa — Método de prueba; NMX-AA-141-SCFI-2007. Suelos — Benceno, tolueno, etilbenceno y xi-
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El 11 de agosto de 2014, en el Diario Oficial de la Federacion, se publico la Ley
de la Agencia Nacional de Seguridad Industrial y de Proteccion al Medio Ambiente
del Sector Hidrocarburos. Es una ley de orden publico y de interés general aplica-
ble tanto en todo el territorio nacional como en zonas en las que la nacion gjerce
soberania o jurisdiccion, y tiene como objetivo crear la Agencia Nacional de Segu-
ridad Industrial y de Proteccion al Medio Ambiente del Sector Hidrocarburos, co-
Mo un organo administrativo desconcentrado de la Secretaria de Medio Ambiente
y Recursos Naturales (Semarnat), con autonomia técnica y de gestion.

Finalmente, el documento mas reciente referente a legislacion mexicana en
el tema de suelos vy tratamientos de remediacion es de la Agencia de Seguri-
dad, Energia y Ambiente (ASEA), que regula y supervisa la seguridad industrial,
seguridad operativa y proteccion al ambiente respecto de las actividades del
sector hidrocarburos. La ASEA nacid el 2 de marzo de 2015 y tiene como finali-
dad la proteccion de las personas, del medioambiente y de las instalaciones del
sector hidrocarburos por medio de la regulacion y la supervision de i) la seguri-
dad industrial y la seguridad operativa; ii) las actividades de desmantelamiento y
abandono de instalaciones, v iii) el control integral de los residuos y las emisiones
contaminantes.

Considerando lo arriba descrito, en la siguiente seccidn se presentan dos de-
nominaciones importantes en lo que respecta a suelos contaminados con hidro-
carburos, asi como la caracterizacion que recomienda la legislacion ambiental en
Mexico.

La importancia de una caracterizacién confiable
y apegada a la normatividad vigente

Para realizar la caracterizacion de un sitio, antes que nada, debe considerarse si
se trata de una emergencia ambiental o de un pasivo ambiental. La diferencia ra-
dica en el tiempo que transcurre entre el suceso que provoca la contaminacion
y la atencion del problema. Asi, una emergencia es un derrame subito accidental
en la que si se llevan a cabo medidas de atencion inmediata (atencién a la emer-
gencia ambiental); mientras que un pasivo ambiental puede ser un derrame subito
accidental, o bien un derrame, fuga o mal manejo de materiales y residuos peli-
grosos a lo largo del tiempo, ninguno de los cuales ha recibido medidas de aten-

lenos (BTEX) por cromatografia de gases con detectores de espectrometria de masas y fotoionizacién - Método de
prueba; NMX-AA-105-SCFI-2008. Suelos - Hidrocarburos fraccién ligera por cromatografia de gases con detectores
de ionizacién de flama o espectrometria de masas; NMX-AA-145-SCFI-2008. Suelos — Hidrocarburos fraccién me-
dia por cromatografia de gases con detector de ionizacién de flama - Método de prueba; y NMX-AA-146-SCFI-2008.
Suelos - Hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP) por cromatografia de gases/espectrometria de masas (cg/em)
o cromatografia de liquidos de alta resolucién con detectores de fluorescencia y ultravioleta visible (UV-VIS) - Mé-
todo de prueba.
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cion inmediata. A partir de estas denominaciones, a continuacion, se presentan los
procedimientos recomendados para una adecuada caracterizacion del sitio, de-
pendiendo del tipo de situacion.

Con base en los articulos 135.° y 138.° del Reglamento de la LGPGIR se realiza la
planeacion del estudio de caracterizacion, seguida de la planeacion del muestreo
segun el area contaminada y el contaminante. Con este documento se gjecuta el
muestreo y se envian las muestras para analisis quimicos a un laboratorio acredi-
tado en normas mexicanas de procedimiento (NMx). Con la recopilacion de todos
los datos se realiza el informe final de la caracterizacion que contiene los elemen-
tos representados en la figura 1.

Con base en los articulos 136.°, 138.° y 139.° del Reglamento de la LGPGIR, se
realizan las mismas actividades que para el caso de las emergencias ambienta-
les; asi mismo incluye seis aspectos adicionales (figura 1). Estos aspectos tienen
por objeto tomar en cuenta el historial del sitio y sus implicaciones en las caracte-
risticas del suelo. Al contar con los antecedentes mencionados, la propuesta de
remediacion intenta ser mas certera y enfocada en las condiciones reales del sitio.

En algunos casos, debido al tipo de contaminante, su alta concentracion, su
tiempo de residencia en el sitio, asi como a las caracteristicas fisicoquimicas del
suelo y del sitio, no es posible cumplir con los limites permisibles establecidos en
la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, por lo que es necesario llevar a cabo la eva-
luacion de riesgo ambiental (ERA), segun Lo dictan los articulos 136.°, 140.°, 141.° y
142.° del Reglamento de la LGPGIR (figura 1).

Como se muestra, la legislacion mexicana ha evolucionado; sin embargo, aun
quedan aspectos por considerar que pueden cambiar radicalmente los resulta-
dos esperados en un tratamiento de remediacion. Es aqui donde la experiencia
del grupo de investigacion de la Universidad Autonoma Metropolitana-lztapa-
lapa, dedicado al estudio de sitios contaminados, inicio sus aportaciones para
un mejor diagnostico de la contaminacion y un plan de remediacion que con-
sidera el destino ambiental de los contaminantes después del tratamiento de
remediacion.

Caracterizacion complementaria no considerada
en la legislacion vigente

En el articulo 138.° del Reglamento de la LGPGIR, se establece que los estudios de
caracterizacion de un sitio contaminado deben contener, entre otros, “los resul-
tados de las determinaciones analiticas de los contaminantes en las muestras de
suelos y, en su caso, los de los analisis y pruebas quimicas, asi como los de las
pruebas fisicas, bioldgicas y mecanicas practicadas a las mismas’. Sin embargo,

30



Caracterizacion integral de suelos contaminados con hidrocarburos m

Figura 1. Descripcion de las actividades involucradas en la caracterizacion de un sitio en funcion
de su origen y tiempo de la contaminacion

Emergencia ambiental Pasivo ambiental

Derrame accidental, fuga o mal manejo
de materiales y residuos peligrosos a lo
largo del tiempo, sin medidas de atencion
inmediatas

Arts. 136.° 138.° y 139.° del
Reglamento de la LGPGIR

Derrame subito atendido inmediatamente

Arts. 135.°y 138.° del Reglamento de la LGPGIR

1. Planeacion del muestreo 1. Antecedentes
2. Muestreo 2. Descripcion de la metodologia de campo
3. Envio de muestras a un laboratorio y de laboratorio
certificado 3. Descripcion de las condiciones
4. Informe final geologicas, geohidrologicas e
a) Ubicacion, descripcion y uso actual del hidrologicas obtenidas en el muestreo
sitio contaminado. Planos 4. Descripcion de las condiciones
b) Tipo de contaminante, cantidad + climaticas y fisicas que afecten el
aproximada de derrame comportamiento de los contaminantes
c) Area y volumen del suelo dafado 5. Determinacion de la distribucion y el
d) Plan de muestreo comportamiento de los contaminantes
e) Resultados fisicoquimicos, mecanicos en elsuelo, el subsuelo y en los acuiferos
y biologicos con base en los resultados obtenidos
f) Memoria fotografica 6. Propuesta de remediacion
g) Propuesta de remediacion
En algunos casos, debido a
- altas concentraciones y tipo de contaminantes,
- caracteristicas fisicoquimicas del suelo,
- tiempo de residencia del contaminante en el sitio y las caracteristicas del sitio.

No es posible cumplir con los limites permisibles de la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, por lo
que es necesario llevar a cabo la evaluacion de riesgo ambiental (ERA).

+

ESTUDIOS DE EVALUACION DE RIESGO AMBIENTAL
Definen si la contaminacion existente en un sitio representa un riesgo tanto para el
medioambiente como para la salud humana

1. Definicion del problema

2. Determinacion de contaminantes criticos

3. Determinacion de exposicion y dispersion de los contaminantes
4. Determinacion de la movilidad de los contaminantes

5. Puntos de exposicion

6. Rutas y vias de exposicion, presentes y futuras, completas e incompletas
7. Categoria de las rutas

8. Componentes del ecosistema

9. Toxicidad y exposicion de los contaminantes

10. Evaluacion de la informacion para la determinacion del riesgo
11. Representacion grafica

12. Propuesta de remediacion
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ademas de la cuantificacion de hidrocarburos, no se especifica qué otros analisis
deben incluirse en la caracterizacion. Asi, con el fin de proponer alternativas ade-
cuadas para cada sitio particular, se fueron incorporando nuevos estudios para la
caracterizacion de sitios contaminados que, hasta ese momento, no se incluian en
la legislacion ambiental. Es asi como complementar el diagndstico con estudios
adicionales permite proponer metodos de remediacion adecuados para cada sitio,
considerando el comportamiento de los hidrocarburos en el tiempo. Es decir, existe
una serie de propiedades intrinsecas e interrelacionadas entre si que puede iden-
tificarse al estudiar el comportamiento biofisicoquimico de los hidrocarburos en
un suelo, ademas de su transporte a traves de diferentes interfases, el cual da ori-
gen a los cambios dinamicos de concentracion. A continuacion, se presenta una
breve descripcion de algunos de los estudios complementarios recomendados
para la caracterizacion integral de un sitio contaminado.

Levantamiento topografico

Estos estudios son Utiles para evaluar las caracteristicas fisicas y geograficas del
terreno, asi como sus variacionesy alteraciones, y para delimitar la extension de las
areas afectadas. Adicionalmente, permiten demarcar escurrimientos, puntos de
concentracion de derrames, colindancia con embalses, lagunas y vasos artificiales.
Entre los resultados generados, se obtienen las dimensiones y caracteristicas tri-
dimensionales de la zona afectada, a traves de mediciones de distancia, direccion
y elevacion por el metodo de radiacion topografica. Estas mediciones son utiles
para estimar el area-volumen de la zona danada y otros parametros para la prepa-
racion de mapas y diagramas; estos incluyen instalaciones involucradas, senala-
mientos, accesos, colindancias, elevaciones y desniveles, puntos de referencia,
pozos de muestreo y plumas contaminantes.

Caracterizacion geofisica

Es otro elemento importante para considerar, sobre todo antes de la perforacion
de pozos de muestreo. Con este procedimiento puede detectarse la presencia de
hidrocarburos e instalaciones subterraneas como ductos, tuberias, drenaje, tendi-
do eléctrico y cuerpos de agua. Para este estudio, comunmente se usa el metodo
geofisico-eléctrico mediante dos técnicas complementarias: (1) radar de penetra-
cion terrestre (RPT) y (2) tomografia de resistividad electrica (TRE). ELmétodo de rRPT
consiste en la emision de pulsos electromagneéticos de baja frecuencia (10 MHz-
2.5 GHz) que se realiza hacia el subsuelo a partir de ondas de radar, las cuales se
pueden propagar a través de medios poco conductivos y son reflejadas hacia la
superficie por discontinuidades en el material. Dichas ondas son detectadas por
una antena receptora y, dependiendo del tiempo y de la intensidad, pueden de-
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terminarse las caracteristicas del terreno. El resultado es una imagen del subsuelo
en alta resolucion que permite tanto identificar elementos singulares como carac-
terizar el entorno. A partir de este método pueden determinarse con claridad la
profundidad, la estratigrafia del suelo y de la roca, la presencia de fracturas y ca-
vidades, asi como el nivel de mantos freaticos y la ubicacion de servicios enterra-
dos. Por otro lado, la TRE consiste en determinar la resistividad del suelo al aplicar
una corriente eléectrica (Castro et al, 2003). Los hidrocarburos son naturalmente
resistentes a dicha corriente, por lo que, si el suelo se encuentra impregnado con
estos contaminantes se crearan contrastes de resistividad, lo cual permite detec-
tar las zonas limpias de aquellas que estan afectadas (Sauck, 2000). La resistivi-
dad es sensible a diferentes factores del derrame, entre los mas importantes, a su
antiguiedad (Castro et al., 2003).

La presencia de contaminantes, particularmente hidrocarburos, altera la resisti-
vidad eléctricay se produce un contraste de resistividades entre las zonas limpias
y las contaminadas (Sauck, 2000). Esta diferencia depende, entre otros factores,
de la antigledad del derrame. Por ello, lo anterior es el resultado de la pérdida de
compuestos volatiles con el tiempo. Permanecen los mas dificiles de biodegra-
dar debido a su estabilidad. Los suelos recientemente contaminados presentan
valores altos de resistividad, al contrario de los sitios contaminados por largos pe-
riodos (Atekwana et al,, 2000). A partir de los resultados de ambas tecnicas geofi-
sicas, se puede detectar la presencia de hidrocarburos en el suelo, por lo que
puede determinarse su ubicacion, edad y la extension de la pluma de contamina-
cion. Estas tecnicas son aplicables en la mayoria de las situaciones, debido a que
brindan gran cantidad de informacion, son méetodos no invasivos y permiten su
caracterizacion en tiempo real.

Determinacién de compuestos orgdnicos volatiles (cov)

La determinacion de cov es una medida util, dado que muchos compuestos del
petroleo y sus derivados son altamente volatiles y no permanecen mucho tiempo
en el suelo. Este andlisis permite detectar, de forma indirecta, la presencia de hi-
drocarburos en el subsuelo. El analisis puede realizarse en campo mediante de-
tectores de fotoionizacion (PID, por sus siglas en ingles) portatiles. Los pID detectan
un amplio intervalo de concentraciones de cov tan pequenas como 0.1 ppm, de
hidrocarburos clorados, aromaticos (benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos) v Li-
neales (saturados e insaturados), ademas de cetonas, aldehidos, aminas, amidas,
compuestos azufrados, alcoholes y algunos compuestos inorganicos. La presen-
cia de cov en el subsuelo se analiza en profundidades de 0.15 a 1.0 m, tomando
lecturas directas en los pozos perforados (gasometria); estos resultados respaldan
la ubicacion de dichos pozos para la toma de muestras durante la caracterizacion.
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Simulacién del transporte
de contaminantes en el suelo

Durante el desarrollo de méetodos y técnicas para realizar caracterizaciones mas
completas, se han utilizado paquetes computacionales como Bioplume lIl, que
resuelve en 2D las ecuaciones de transporte en un medio saturado. Aunque este
programa ha proporcionado resultados precisos en tiempo y espacio, no es una
opcion que se ajuste a la fisica de un suelo contaminado (considerado como un
sistema multifasico, no saturado). Una opcion versatil es el uso de programas ba-
sados en paquetes multifisicos, por ejemplo, Ansys Fluent o Comsol Multiphysics,
dos paquetes que resuelven modelos tridimensionales capaces de importar los
datos topograficos desde algun sistema de informacion geografica (GIs, por sus
siglas en inglés) para tener un elemento de volumen aproximado a la realidad,
con el que se resuelvan las ecuaciones de variacion. La mayor ventaja de usar es-
tos paquetes multifisicos son los meétodos de solucion de ecuaciones diferencia-
les parciales. Estos resuelven por el metodo de elemento finito y dejan abierto el
acceso al usuario para que disgregue los modelos y aplique funciones espacio-
temporales para cada variable involucrada en los fendmenos por modelar; tal es
el caso de las propiedades geologicas y geohidrologicas. Por otro lado, las con-
diciones de frontera pueden establecerse relacionando fenomenos multifisicos
(transporte, sorcidon y degradacion de contaminantes, con cualquier tipo de cine-
tica basada en los mecanismos de degradacion); asi, aumentan los alcances y la
precision del modelado. Todo lo anterior se ancla a un modelo hidrodinamico ba-
sado en un medio poroso no saturado, por ejemplo, el modelo de Richards (1931).

Los fenomenos que se consideran para predecir el movimiento de los conta-
minantes en el subsuelo a lo largo del tiempo incluyen el transporte convectivo, la
dispersion hidrodinamica, la dilucion de fluidos, ademas de la adveccion, disper-
sion y sorcion en zonas saturadas y no saturadas. A pesar de que en la solucion de
los modelos se idealizan las condiciones de operacion, las predicciones son su-
ficientemente valiosas y precisas para apoyar la toma de decisiones en cuanto a
una propuesta de remediacion.

Por tanto, la integracion de los métodos anteriores, junto con la determinacion
de las propiedades del suelo (descritas a través de datos experimentales) —que
incluyen propiedades fisicoquimicas, microbiologicas y mineralogicas especificas
(Burt, 2011)— permiten predecir el comportamiento de los contaminantes en un si-
tio. Es decir, esta serie de estudios, en conjunto, deben ser una pauta para replan-
tear algunas estrategias relacionadas con el andlisis de los hidrocarburos y con las
propuestas de remediacion de los sitios contaminados.
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Caracterizacion ambiental y biogeoquimica como base
para proponer un tratamiento de remediacién de sitios
contaminados con hidrocarburos

¢Es conveniente aplicar un tratamiento de remediacion?, ;que tratamiento de re-
mediacion es mas recomendable?, ;quée estrategia es la mas adecuada?, ;coOmo
definir los objetivos de remediacion? Estas son algunas de las preguntas que sur-
gen cuando se quiere remediar un sitio contaminado con hidrocarburos. En este
sentido, y como se menciono, los estudios de caracterizacion y las predicciones
acerca de la distribucion de los hidrocarburos contaminantes brindan informacion
general sobre la situacion del sitio. Adicionalmente, complementar la caracteriza-
cion con informacion sobre el estado actual y futuro de los contaminantes en el
suelo representa un paso adelante, si se considera que los procesos biogeoqui-
micos ambientales son los que determinan su destino. Esta descripcion del esta-
do de los contaminantes se denomina destino ambiental, y conocerlo facilitaria la
toma de decisiones a corto y largo plazo.

Los estudios vigentes de caracterizacion (Flores et al., 2006) ofrecen informa-
cion cuantitativa sobre el suelo contaminado y sobre los contaminantes presentes
en el sitio. Utilizar estos datos facilitaria inferir el destino ambiental de los hidrocar-
buros, ya que este depende de las caracteristicas biogeoquimicas del sitio y de su
historial de contaminacion. Una primera aproximacion para incluir el destino am-
biental de hidrocarburos en suelos seria considerarlos como biodisponibles o se-
cuestrados. Los hidrocarburos biodisponibles forman interacciones débiles con el
suelo, lo que facilita su contacto con receptores biologicos, y ocasiona efectos to-
xicos y su aprovechamiento como fuente de energia (Reid et al., 2000). De mane-
ra contraria, los hidrocarburos secuestrados forman interacciones fuertes con los
componentes del suelo que dependen de los mismos parametros, lo que ocasio-
na que sean inaccesibles para los organismos y que no puedan extraerse (Pan et
al,, 2008; Schaffer et al., 2018).

Con base en lo anterior, se propone como una herramienta de caracterizacion
el uso de una estrategia integral que incluya la determinacion del destino ambien-
tal para facilitar la toma de decisiones sobre estrategias de remediacion en sitios
contaminados con hidrocarburos.

Estrategia integral de caracterizacién

La estrategia integral de caracterizacion incluye una matriz de decisiones con cri-
terios ponderados y un diagrama de decision que, en conjunto, permiten generar
un diagnostico de contaminacion mas solido y un mejor plan de remediacion. El
disenoy el uso de ambas herramientas se describen a continuacion.
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Matriz de decisiones

La matriz pretende servir como una herramienta predictiva que facilitara la selec-
cion de un tratamiento de remediacion, dependiendo del destino ambiental de
los contaminantes. Algunos de los criterios seleccionados para integrar la matriz
de decisiones provienen de los estudios de caracterizacion, sugeridos en la legis-
lacion vigente, entre los cuales se encuentran el contenido total de materia orga-
nica y la clase textural del suelo, asi como el grado de intemperizacion del sitio.
Ademas, se propone hacer uso de criterios mas especificos, como el tipo de arci-
llas y el grado de humificacion del suelo, que no estan integrados en las técnicas
de caracterizacion tradicionales, pero que aportan informacion importante sobre
el destino de los contaminantes.

l. Criterios

El conjunto de los criterios ponderados que integran esta propuesta funciona co-
Mo una herramienta predictiva para el destino ambiental de los contaminantes.
Mediante ella, se puede inferir qué tan biodisponibles o secuestrados se encon-
traran durante los estudios previos a la propuesta de remediacion de un sitio con-
taminado. A continuacion, se detalla la influencia de cada uno de los criterios
seleccionados para conformar la matriz de decision sobre el destino ambiental de
los contaminantes.

a) Materia orgdnica

Los contaminantes organicos de baja polaridad como los hidrocarburos presen-
tan gran afinidad por la materia organica del suelo. Dicha afinidad estad media-
da, principalmente, tanto por mecanismos de particion —en los que la materia
organica actua como un ‘solvente” donde los hidrocarburos se “disuelven’— co-
mo por mecanismos de adsorcion —en los que los hidrocarburos forman unio-
nes fuertes con la superficie de la materia organica adentro o afuera de los poros
del suelo— (Ehlers y Loibner, 2006). El impacto de estos mecanismos sobre el
destino ambiental de los hidrocarburos depende del contenido total de carbo-
no organico en el suelo y de su naturaleza. Los suelos con altos contenidos de
materia organica forman ambientes hidrofobicos que funcionan como sumide-
ros de hidrocarburos; a su vez, la composicion de la materia organica controla la
magnitud de las interacciones que se desarrollan en estos sumideros (Ukalska-
Jaruga y Smreczak, 2020). La materia organica se compone de una mezcla muy
variada de macromoléculas y compuestos en distintos estados de descomposi-
cion que dan lugar a las sustancias humicas (acidos fulvicos, humicos y huminas)
(Huang et al., 2003). Estas sustancias humicas estan formadas, principalmente, de
cadenas alifaticas y anillos aromaticos, que difieren en peso molecular, grado de
polimerizacion y cantidad de grupos funcionales, lo que les proporciona caracte-
risticas reactivas individuales (Keiluweit y Kleber, 2009).
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De acuerdo con lo anterior, la materia organica del suelo funciona como un ad-
sorbente que modifica el destino ambiental de los hidrocarburos al controlar su
biodisponibilidad y secuestro por medio de mecanismos dependientes de la can-
tidad total de materia organicay sus caracteristicas quimicas.

b) Textura

La clase textural de un suelo depende de las particulas que lo componen. De ma-
nera general, los suelos estan compuestos por particulas muy pequenas (< 2 um),
con las propiedades coloidales de las arcillas, y por particulas de arena con tamanos
relativamente mayores (> 50 um). De acuerdo con su textura, los suelos presentan
propiedades fisicas y quimicas independientes, entre las que destacan la permea-
bilidad, la capacidad de intercambio cationico y el area superficial. Las arcillas son
las particulas solidas que ejercen mayor influencia sobre estas propiedades, ya que
algunas de ellas tienen una arquitectura laminar, y debido a que, cuando se mojan,
presentan una superficie con exceso de carga eléectrica (Berkowitz et al,, 2014). El ex-
ceso de carga superficial de las arcillas himedas favorece la formacion de uniones
con los hidrocarburos mediante fuerzas de Van der Waals. Por otra parte, la estruc-
tura laminar de las arcillas favorece la conformacion de una estructura en red don-
de eltransporte difusivo de los hidrocarburos se modifica (Schoonheydty Johnston,
2018). Estas caracteristicas quimicas hacen de las arcillas materiales altamente re-
activos y dinamicos, con la capacidad de intercambiar materiales organicos e inor-
ganicos en su ambiente (McAllister y Semple, 2010). Algunas arcillas, como el grupo
de las esmectitas, tienen la capacidad de expandir sus espacios interlaminares de-
pendiendo de las condiciones ambientales, lo que les permite almacenar una gran
cantidad de sustancias con diferentes caracteristicas quimicas (Lambert, 2018).

De acuerdo con lo anterior, la clase textural tiene gran influencia en el destino
ambiental de hidrocarburos en suelos. Las arcillas son los materiales minerales
que controlan la biodisponibilidad y el secuestro de estos contaminantes en sue-
los, ya que incrementan el area superficial e interactlan superficialmente con los
hidrocarburos. La influencia de las arcillas es consecuencia de su contenido total,
sus propiedades fisicoquimicas y sus propiedades estructurales.

¢) Tipo de contaminante

Los hidrocarburos son un grupo muy variado de moléculas formadas por atomos
de carbono e hidrogeno. Una manera para clasificarlos es por medio de los ato-
mos de carbono que los conforman. Los hidrocarburos totales del petroleo (HTP)
tienen una fraccion pesada (C28 a C40), una fraccion media (C10 a C28) y una frac-
cion ligera (Cs a C10). Ademas, dentro de los hidrocarburos del petroleo, podemos
encontrar cov e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), ya sea como compo-
nentes o productos (ver tabla 1).
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Cuando ocurre un evento de contaminacion, los hidrocarburos invaden el ai-
re, elaguay el suelo, por lo que su dispersion esta ligada a las caracteristicas qui-
micas del contaminante y la magnitud del evento de contaminacion. Una vez en
el medioambiente, algunos cov se volatilizan, mientras que los compuestos con
pesos moleculares mayores forman una fase liquida no acuosa que se mueve a
traves del suelo por gravedad y capilaridad, hasta alcanzar el agua subterranea.

Tabla 1. Ejemplos de hidrocarburos de acuerdo con su clasificacion

Fraccion pesada | Fraccion media HAP Fraccion ligera cov
Mezclas Gasoleo Naftaleno Gas avion Benceno
Petroleo crudo Diesel Fenantreno Gas solvente Tolueno
Combustoleo Turbosina Pireno Gasolinas Etilbenceno
Petrolatos Queroseno Benzo(b)fluoranteno Gas nafta Xileno
Aceites Creosota Benzo(g,h.hperileno

Entonces, la dispersion de los hidrocarburos en el medioambiente y su destino
ambiental estan intimamente ligados con sus caracteristicas quimicas. Mientras
que los hidrocarburos volatiles tienden a liberarse en forma de vapores, los con-
taminantes mas pesados formaran interacciones de distintas magnitudes con los
componentes del suelo, que se veran reflejadas en distintos niveles de secues-
tro y biodisponibilidad.

d) Intemperizacion

La intemperizacion es un proceso dependiente del tiempo, en el que gradual-
mente se modifican las interacciones entre un suelo y los contaminantes a los que
esté expuesto. Este proceso es inevitable, comienza desde los primeros momen-
tos del evento de contaminacion y puede extenderse en el tiempo mientras el si-
tio contaminado no sea atendido (Hatzinger y Alexander, 1995). La consecuencia
mas importante de la intemperizacion es la modificacion del destino ambiental de
los hidrocarburos por la disminucion de su biodisponibilidad y un incremento en
su secuestro (Alexander, 2000). La magnitud del secuestro tiene una dependen-
cia sinérgica entre el tiempo de contacto; las caracteristicas del suelo; las caracte-
risticas y la concentracion inicial de los contaminantes; asi como las condiciones y
los eventos ambientales.
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1. Ponderacién

Considerando las relaciones sinergicas entre los criterios cuantitativos y cualitati-
VoS previamente descritos, se presenta una matriz de decision con criterios pon-
derados para inferir sobre el destino ambiental de los hidrocarburos en un suelo
contaminado.

La matriz de decision esta conformada por un grupo de siete criterios, a cada
uno de los cuales se asocio un intervalo de referencia (tabla 2). Este intervalo se
dividio en niveles de acuerdo con clasificaciones establecidas en normas oficia-
les mexicanas o en la literatura. A cada nivel de referencia se le asigno un valor de
ponderacion entre 1y 10: con 1 se indica una menor influencia sobre la retencion
de hidrocarburos en suelos, mientras que 10 es la ponderacion que indica una
mayor influencia sobre la retencion de hidrocarburos en suelos.

Una vez que se lleva a cabo la caracterizacion de un sitio contaminado, la
informacion obtenida se utilizara para asignar una calificacion al suelo. Dicha
calificacion correspondera a la suma de los puntos obtenidos para cada criterio,
dependiendo del nivel en el que se encuentren dentro de los intervalos de refe-
rencia y la ponderacion de cada uno. La calificacion representa el destino ambiental
de los hidrocarburos: calificaciones menores o iguales a 35 representan escena-
rios donde los hidrocarburos podrian encontrarse biodisponibles; calificaciones
mayores a 35 representan escenarios donde los hidrocarburos podrian encon-
trarse secuestrados.

Aunque en esta propuesta no se contempla la cuantificacion ni la extraccion de
hidrocarburos secuestrados, se considera conveniente incluirlos en la normatividad.

Tabla 2. Matriz de decision con criterios ponderados para definir la capacidad de secuestro
de hidrocarburos de un suelo contaminado

Referencia Criterio 7D 'cle Ponderacion Calificacion
referencia
0-15 1
NOM-021- Contenido de 16-
RECNAT-2000. Mo (%) 035 5
> 36 10
DellAbate et al. Grado de <1 1 La calificacion
(1998); Ohno et al. humificacion ] 5 representa la sumatoria
(2007); Putra et al. (HA/FA) de las ponderaciones
(2016). >1 10 asignadas con base
<20 % de en los resultados
arcillas 1 cuantitativos de la
5 caracterizacion.
UsDA(OT7: Umeh | | 20730 . 5
etal (2018). arcillas
> 35/, de 10
arcillas

(Continua)
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Lambert (2018); No J
Schoonheydty . ‘ expandible
Johnston (2018); Tipo de arcilla .
Reid et al. (2000). Expandible 10
<15 1
NOM-021-
RECNAT-2000. CIC (cmol+)/kg) 15 - 25 5
>2 10
° La calificacion
Emergencia representa la sumatoria
‘ 1 ;
ambiental de las ponderaciones
Regla[‘;‘;g[s dela Intemperizacion : asignadas con base
: Pa$IVO 10 en los resultados
ambiental cuantitativos de la
BTEX 1 caracterizacion.
Fraccion
ligera HTP 3
NOM-138- AP
SEMARNAT/SSAL- | Contaminante /
2012. Fraccion
media HTP 5
Fraccion
10
pesada HTP

La justificacion para incluir a los hidrocarburos secuestrados es que, aun en la
actualidad, no se sabe con certeza si estos hidrocarburos estan atrapados irrever-
siblemente en el suelo o si, dependiendo de las condiciones que los rodean, pue-
den ser liberados al ambiente. En este sentido, la matriz de decisiones propuesta
funciona como una herramienta para estimar la capacidad de un suelo para se-
cuestrar hidrocarburos.

Diagrama de decisiones

A partir de la matriz de decisiones descrita en la tabla 2, se puede inferir sobre la
capacidad de un suelo para modificar el destino ambiental de hidrocarburos. Es-
ta informacion puede integrarse en un diagrama de decisiones que permita defi-
nir planes de accion sobre sitios contaminados considerando el destino ambiental
de los contaminantes (figura 2).

La estrategia integral de caracterizacion contempla los conceptos de biodis-
ponibilidad y secuestro como una primera aproximacion del destino ambiental, lo
que fortalece el diagnostico de contaminacion y favorece la propuesta de mejo-
res planes de remediacion.

Los planes de remediacion constituyen un conjunto de medidas que tienen
como fin eliminar o disminuir la cantidad de los contaminantes hasta un nivel se-
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guro para la salud y el ambiente, asi como prevenir su dispersion. La seleccion del
tratamiento de remediacion que se aplique depende del tipo de contaminante,
del tipo y uso de suelo, asi como de su localizacion y la aplicabilidad de los tra-
tamientos adentro y afuera del sitio. Aunada a estas clasificaciones, se propone
anexar una mas con base en el destino ambiental de los hidrocarburos: biodispo-
nibles, secuestrados o ambos.

Al utilizar la estrategia integral de caracterizacion, la propuesta de tratamien-
to de remediacion que se aplique en un sitio contaminado dependera del destino
ambiental de los hidrocarburos.

Figura 2. Diagrama de decisiones para definir un plan de remediacion considerando
el destino ambiental de los hidrocarburos en un suelo

Caracterizacion o e e e e R
del sitio 1 He: Hidrocarburos . !

l I [Hcl: Concentracion de hidrocarburos 1

I LMP: Limites maximos permisibles 1

Investigaciones
historicas

[HC] > LmP

Si
No Si
Suelo con HC Suelo con HC
secuestrados biodisponibles y
Liberar secuestrados
el sitio
= Suelo con HC
secuestrados —
Contencion, propuestay
l ejecucion de remediacion 2Se elegiran
Evaluacion de niveles de
remediacion?

riesgo ambiental

J, S/ ) LMP

No Existe
riesgo? Evaluacion de
No riesgo ambiental

[* 1
Propuesta para recuperar Determinar niveles
el sitio o uso de suelo remediacion especificos
con restricciones l

Contencion, propuestay ||
ejecucion de remediacion

I

41



= Contaminacion de suelos por hidrocarburos en America Latina

Ejemplo del uso de la estrategia integral de caracterizacion

Para ejemplificar el uso de la estrategia integral de caracterizacion, se describi-
ran tres casos de contaminacion en distintos lugares de México. Estos sitios con-
taminados tienen diferentes caracteristicas (tabla 3) que permitiran a la persona
lectora conocer y analizar situaciones contrastantes donde las caracteristicas del
sitio influyen de manera distinta sobre el destino ambiental de los contaminantes.

Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas y tipo de contaminante de tres sitios
contaminados con hidrocarburos

Clase textural

(49.8 % de arcillas)

(10 % de arcillas)

Caracteristica Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3
Contenido de Mo (%) 121 0.87 2.69
Grado de humificacion
1.65 0.02 0.8
(HA/FA)
Arcilloso Franco arenoso Franco arcilloso

(34.8 % de arcillas)

Tipo de arcilla Montmorillonita Caolinita Iita
CIC (cmol(+)/kg) 20.8 137 24.6
L Evento de Evento de Sitio intemperizado
Historial de . P . . ) -
S contaminacion contaminacion con contaminacion
contaminacion . )
reciente reciente y recurrente recurrente
Contaminante Turbosina Gasolina Combustoleo

Para contextualizar, ademas de las caracteristicas cuantitativas de los sitios, se
presenta una breve descripcion cualitativa sobre su uso e historial de contaminacion.

Sitio 1. Se localiza en la llanura del Golfo de México, en el limite entre los es-
tados de Veracruz y Tabasco. El lugar se encuentra rodeado de vegetacion y esta
destinado para pastoreo. Es un area verde que se encuentra al costado de un ca-
mino, donde pasan ductos de manera transversal, siguiendo las lineas de tendido
eléctrico. La caracterizacion del sitio se llevo a cabo debido a una toma clandes-
tina. Esta provoco una fuga de hidrocarburo que contamino un area aproximada
de 300 m?, lo que provocod concentraciones de contaminantes arriba de los limi-
tes maximos permisibles (LMP).

Sitio 2. Se localiza en la Sierra de la Costa de Jalisco y Colima. En la zona se
practica agricultura estacional y crianza de ganado caprino. El lugar tiene bajo po-
tencial forestal y la vegetacion se destina a consumo domeéstico. El sitio tiene un
historial de contaminacion recurrente generado por la fractura de un ducto. En
distintas ocasiones, algunas empresas privadas caracterizaron y remediaron el si-
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tio, con lo que se consiguio llegar a concentraciones de hidrocarburos por debajo
de los LMP; desafortunadamente, se siguieron presentando eventos de contami-
nacion. En la ultima caracterizacion, se estimo que el area afectada era de 640 m?,
con concentraciones de HTP por encima de los LMP.

Sitio 3. Se localiza en la llanura del Golfo México, en los limites de los estados
de Veracruz y Tabasco. El lugar se encuentra rodeado de vegetacion nativa. En esta
zona se realizan actividades de pastoreo. El sitio presenta un historial recurrente
de contaminacion debido a tomas clandestinas que han ocasionado derrames,
con lo que se afectd un area total de 475 m2 Pese a estos eventos, las concentra-
ciones de hidrocarburos se encuentran por debajo de los LMP.

Tomando en cuenta los datos de los sitios contaminados (tabla 3) y las pon-
deraciones asignadas, dependiendo de los intervalos de referencia (tabla 2), se
construyo la matriz de decisiones para conocer el destino ambiental de los hidro-
carburos (tabla 4).

Tabla 4. Matriz de decision con criterios ponderados para los tres sitios contaminados

Calificaciones
Criterio
Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3
Contenido de MO (%) 1 1 5
Grado de humificacion

10 1 1

(HA/FA)
Clase textural 10 1 5
Tipo de arcilla 10 1 1
CIC (cmol(+)/kg) 10 1 5
Intemperizacion 1 1 10
Contaminante 5 3 10
Destino ambiental 47 9 37

De acuerdo con la tabla 4, se infiere que el sitio 1 tiene un alto potencial para
secuestrar hidrocarburos, debido a su alto contenido de arcillas expandibles y su
alto grado de humificacion, aunque se trate de un evento de contaminacion re-
ciente. El sitio 2 tendria un bajo potencial para secuestrar hidrocarburos, ya que el
suelo tiene poca materia organica, bajo grado de humificacion y bajo contenido
de arcillas no expandibles, por lo que la mayoria de estos se encontraran biodis-
ponibles. Finalmente, puede inferirse que, en el sitio 3, aunque las arcillas del sue-
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lo no son expansivas ni la materia organica esta humificada, lo mas probable es
que los hidrocarburos presentes se encuentren secuestrados en vista de que se
trata de un suelo intemperizado con HTP.

Asi, la matriz de decisiones permite inferir el destino ambiental de los hidrocar-
buros; sin embargo, para definir qué decisiones se tomaran respecto al sitio con-
taminado, es necesario considerar la concentracion de los contaminantes. Este
parametro se incluye en el analisis cuando se utiliza el diagrama de decisiones.

De acuerdo con lo anterior, al cuantificar los hidrocarburos en el suelo, se po-
dran encontrar dos escenarios: el primero, donde la concentracion supera los LMp
establecidos en la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012; y el segundo, donde la con-
centracion esta por debajo de estos LMP. Es importante considerar que en ambos
casos los hidrocarburos pueden encontrarse secuestrados o biodisponibles, lo
que llevaria a planes de remediacion diferentes.

A continuacion, se analizaran los casos de contaminacion en los tres sitios para
ejemplificar la toma de decisiones usando el diagrama de decisiones.

De acuerdo con el resultado de la matriz de decisiones para el sitio 1 (califi-
cacion > 35), este tiene un alto potencial para secuestrar hidrocarburos. La con-
centracion de hidrocarburos en este sitio se encuentra por encima de los LMP,
lo que sugiere que el suelo se encuentra saturado y existe una alta probabilidad de
que se encuentren hidrocarburos biodisponibles. La identificacion de esta condi-
cion se logra cuando se conjuntan la informacion del historial de contaminacion y
la matriz de decisiones. Bajo estas condiciones, es necesario tomar acciones so-
bre el sitio, y el primer paso seria definir los niveles de remediacion mediante una
evaluacion de riesgo ambiental, o bien la definicion de uso de suelo con base en
los LMP. Sin importar cual sea la decision, ambos casos llevan a la propuesta y
gjecucion de un plan de remediacion. Después de que el plan se haya gjecuta-
do, y que se hayan eliminado los hidrocarburos biodisponibles, lo mas probable
es que el sitio contenga hidrocarburos secuestrados, lo que podria representar un
riesgo ambiental o modificar las caracteristicas fisicoquimicas del suelo (por gjem-
plo, la disminucion de fertilidad). En este caso, lo mas recomendable seria restrin-
gir su uso o implementar una estrategia de recuperacion.

En el caso del sitio 2 (tabla 4), la concentracion de hidrocarburos supera los
LMP. Ademas, la calificacion obtenida de la matriz es menor a 35, lo que indica que
el suelo tiene poca capacidad de secuestroy, por tanto, los hidrocarburos podrian
encontrarse biodisponibles. Ante este escenario, se esperaria alta movilidad vy li-
xiviacion de los contaminantes. Los tratamientos de remediaciéon mas utilizados
para este tipo de escenarios son los bioldgicos, y la seleccion de un tratamien-
to especifico dependera, ademas de las caracteristicas particulares del sitio y los
contaminantes, de las propiedades microbiologicas. Una vez ejecutado el plan de
remediacion, lo mas probable es que se alcancen niveles por debajo de los LMP
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con pocos o nulos hidrocarburos secuestrados y, por tanto, se sugiere que el sitio
sea liberado sin restricciones de uso.

Al analizar los datos del sitio 3 (tabla 4), se observa que corresponde a un si-
tio intemperizado capaz de secuestrar hidrocarburos (calificacion de matriz de
decisiones > 35). En este caso, seria conveniente realizar una evaluacion de ries-
go ambiental y complementar la caracterizacion con analisis microbiologicos pa-
ra conocer el estado de “salud” del suelo. Finalmente, lo mas recomendable seria
restringir el uso del suelo o implementar una estrategia de remediacion.

Complementar las técnicas de caracterizacion vigentes con el concepto de
destino ambiental permite obtener una evaluacion del sitio contaminado mas so-
lida, que contempla no solo los hidrocarburos biodisponibles, sino tambiéen los
secuestrados. El reconocimiento del secuestro y de la biodisponibilidad como
destinos ambientales dependientes de las condiciones, de las caracteristicas y
del historial de los sitios contaminados permite identificar diferentes escenarios
para mejorar las propuestas de remediacion, taly como se ha mostrado en los tres
casos de estudio analizados y evaluados, mediante la matriz y el diagrama de de-
cisiones descritos en este capitulo. Para que la evaluacion integral propuesta pue-
da ser aplicada, debe llevarse a cabo un proceso para que sea considerada en la
legislacion, ya que su uso llevaria a conclusiones diferentes respecto al tratamien-
to de remediacion mas adecuado.

Perspectivas de la caracterizacién de suelos contaminados con
hidrocarburos y su futuro en la investigacion multidisciplinaria

Estudiar el suelo contaminado con hidrocarburos como un complejo hidrocarburo-
materia organica-materia mineral es un reto. Como ya se comento en este ca-
pitulo, los hidrocarburos tienen diversas posibilidades de interaccionar con los
componentes propios de un suelo y su destino ambiental puede indicar fenome-
nos de adsorcion fisica, quimica o biologica, dejandolos menos disponibles para
ser extraidos o removidos (Reichenberg y Mayer, 2006; Ortega-Calvo et al., 2015).
En la figura 3 se presentan las posibles interacciones en una matriz de suelo real.
De tal forma que, para encontrar el tratamiento de remediacion mas adecuado, lo
mas probable es que haya que combinar diversos procesos y, de esta manera, di-
lucidar la secuencia mas conveniente.

La fraccion biodisponible de hidrocarburos en un suelo contaminado es el re-
sultado de diversos fenomenos fisicoquimicos, que incluyen cambios en la hidro-
patia superficial de las particulas solidas —que modifican la permeabilidad por
la formacion de fases inmiscibles— y cambios asociados al grado de humifica-
cion de la materia organica del suelo —que maodifican la absorcion de nutrientes—
(Harms et al., 2010). Los fenomenos mencionados estan asociados con la tension

45



= Contaminacion de suelos por hidrocarburos en America Latina

interfacial entre las distintas fases (solida, acuosa, organica hidrofobicay gas). Si la
tension interfacial es abatida, entonces la disponibilidad y biodisponibilidad de los
contaminantes podrian aumentar (Bordoloi y Konwar, 2009).

Figura 3. Posibles interacciones entre particulas de suelo, materia organica,
contaminantes y microorganismos remediadores
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Una manera de caracterizar un suelo contaminado, haciendo énfasis en las
propiedades y fenomenos superficiales, es mediante el uso de técnicas espec-
troscopicas (Raman y uv-Vis); asimismo, mediante técnicas de fisisorcion de N, e
intrusion de Hg, es posible realizar una caracterizacion de la textura y la porosidad
de las particulas de suelo. Por otro lado, un analisis del estado eléctrico (electro-
capilaridad y potencial zeta) del suelo permitira determinar su reactividad y capa-
cidad de sorcidn de compuestos organicos de distinta naturaleza quimica (Qin et
al,, 2015). Los parametros propuestos para evaluar y las técnicas utilizadas, asi co-
mo la informacion obtenida a partir de cada una de estas técnicas se muestran
en la tabla 5.

Tabla 5. Resumen de técnicas para la caracterizacion de un suelo natural

Parametro Técnica Informacion obtenida

Extraccion de la materia organica unida a
Fracuonlamlen/to.de la Método de Schnitzer los mlherales y las argllas del'sgelo, parg su

materia organica posterior fraccionamiento en acidos fulvicos
y humicos.

(Continua)
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Caracterizacion de las fracciones humicas
y fulvicas de la materia organica del suelo
posterior a su extraccion.
Establecimiento de la aromaticidad-
FTIR, uv-VIS alifaticidad de las sustancias que conforman
la materia organica del suelo.
Comportamiento de absorcion de los
contaminantes organicos en las fracciones
de la materia organica del suelo.

Estructura de la materia
organica

Determinacion de las fases cristalinas del
Mineralogia DRX suelo, correspondientes a los minerales que
lo forman.

Determinacion de los minerales que
conforman el suelo.
Grupos funcionales Determinacion de grupos funcionales en la
; XPS . !
superficiales superficie de las particulas del suelo para
la prediccion de posibles sitios de union de
los contaminantes organicos.

Determinacion de excesos de carga
superficial y posibles interacciones
Potencial Z electrostaticas que dominan los fendmenos
adsortivos de la interfase suelo/
contaminante/solucion de suelo.

Arreglo de cargas
superficiales y afinidad
con moléculas de agua
de particulas de suelo

Area superficial intra e Fisisorcion de N, e Cuantificacion del area superficial del suelo y
interparticular intrusion de Hg distribucion de tamanos de poro.

Con la informacion obtenida de las técnicas de caracterizacion, es posible
disenar modelos experimentales para realizar isotermas de adsorcion de com-
puestos organicos e inferir sobre la fraccion secuestrada y biodisponible. Con lo
anterior, pueden realizarse bioensayos para determinar las cantidades biodispo-
nibles, ademas de concluir sobre la toxicidad y fertilidad de un suelo contamina-
do o un suelo remediado (Chen et al, 2019).

Conclusiones

La contaminacion de suelos por hidrocarburos es una realidad que requiere
atencion, tanto por parte de las autoridades ambientales —para dictar normas y
establecer criterios de cuantificacion— como por los grupos de cientificos multi-
disciplinarios dedicados a estudiar sistemas ambientales. Entender la interrela-
cion de los contaminantes y de un medio fluido en contacto con el suelo permite
predecir el destino ambiental y entender los procesos que contaminan. Con la
experiencia adquirida en trabajos de diagnostico de contaminacion de suelos con
hidrocarburos, se propone una estrategia integral de caracterizacion, cuyo cora-
zon es la matriz y el diagrama de decision que conducen a recomendar un trata-
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miento de remediacion mejor fundamentado. Para que esta estrategia pueda ser
aplicada, debe llevarse a cabo un proceso para su consideracion en la legislacion,
ya que su uso llevaria a conclusiones diferentes en términos de tratamientos de
remediacion mas adecuados. Considerar el destino ambiental de los hidrocarbu-
ros en un suelo como parametro de decision contribuye a cumplir con el derecho
constitucional de las personas a un ambiente sano. Asimismo, el futuro de la in-
vestigacion ambiental debe contemplar la integracion de equipos multidisciplina-
rios y sus herramientas de analisis con el fin de superar la certidumbre para revertir
los danos causados por la contaminacion de suelos con hidrocarburos.
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Resumen

En la ultima déecada, Méexico se ha enfrentado a grandes cambios en mate-
ria ambiental. Uno de ellos es la actualizacion de los reglamentos para lle-
var a cabo diagnosticos ambientales en sitios petroleros, especialmente,
mediante herramientas adecuadas que permitan estimar impactos preexis-
tentes y acumulativos. En este tema, las lineas base ambientales son linea-
mientos obligatorios que deben cumplir las empresas para que las nuevas
instalaciones petroleras o reactivadas despues de la reforma energetica
puedan entrar en operaciones. Uno de los problemas encontrados en ellas
es que algunas se basan en normativas de la Secretaria del Medio Ambien-
te y Recursos Naturales (Semarnat), las cuales han reportado algunas incer-
tidumbres en temas edafologicos y en las determinaciones analiticas. Con el
fin de demostrar la importancia de inclusion de estos temas en los actuales
reglamentos, en el presente trabajo se evaluaron, a corto y mediano plazos,
los cambios en las propiedades de tres suelos contaminados experimen-
talmente con petroleo crudo. Entre los resultados, se observo que algunas
propiedades como pH, arcillas, materia organica y capacidad de campo son
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afectadas y no se recuperaron durante el periodo evaluado. También se en-
contro que estos danos podrian relacionarse con los cambios en las frac-
ciones de hidrocarburos; ademas, se observo que el porcentaje de afectacion
y la persistencia de estos efectos podrian estar en funcion de las propie-
dades edafologicas, las cuales no estan consideradas en la actual norma-
tividad mexicana.

Palabras clave

Petroleo, edafologia, fertilidad, intemperizacion, legislacion.

Introduccién

|_a industria petrolera es uno de los principales pilares de la economia mexica-
na, pero también es una de las mayores fuentes de contaminacion. En mate-
ria ambiental, este fenomeno resulta ser importante, ya que este pais cuenta con
gran variedad de ecosistemas, zonas agricolas y recursos hidricos, los cuales han
sido afectados durante decadas por derrames de hidrocarburos. En algunas areas
contaminadas, una de las principales problematicas es la dificultad de establecer
claramente los efectos que estos compuestos tienen sobre los suelos, especial-
mente, porque se ha observado que el nivel de impacto podria depender de las
propiedades edafologicas e hidrometereologicas, que son muy diversas en todo
el pais (Johnston et al., 2019).

Debido a que las caracteristicas de los suelos estan relacionadas con el de-
sarrollo de las plantas y la bioacumulacion de contaminantes, es necesario im-
plementar acciones para recuperar las propiedades que lleven a garantizar la
produccion de alimentos vy la reduccion de riesgos a la salud. Particularmente, es
necesario evaluar los impactos acumulativos en sitios considerados como pasivos
ambientales (Hernandez Ibarzabal, 2017, Checa-Artasu y Hernandez, 2018). Debi-
do a la variedad de factores asociados a este tipo de derrames, diversos estudios
destacan la importancia de incluir un mayor numero de perspectivas en los diag-
nosticos de impacto ambiental, ya que, si bien la mayoria de las areas afectadas
han sido restauradas y se les ha devuelto su vocacion de uso, en la mayoria de los
trabajos se les ha dado poco valor a factores regionales (Eklund et al., 2019; Fer-
guson et al., 2020).

Por ejemplo, en varias zonas petroleras existen huertos familiares (principal-
mente de plantas endémicas y siembra por temporal) que son fuente de ingre-
so y alimentacion para la poblacion que habita estos sitios. Los estudios apuntan
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a que esta actividad, combinada con otros factores socioecondmicos, religiosos,
ideologicos y climatologicos, representa una identidad cultural. En algunas de es-
tas regiones, se ha observado que los constantes derrames de contaminantes
han provocado que los suelos de estos sitios pierdan afinidad hacia este tipo de
plantios. Aunque las causas son muchas, la mayoria de los estudios ha encontra-
do una relacion entre la reduccion en el potencial hidrico, la baja disponibilidad de
nutrientes en los suelos y el bajo desarrollo de las plantas (Hernandez-Valencia et
al., 2017, Perez et al,, 2019).

Respecto a este tema, existen estudios que mencionan que los efectos a largo
plazo sobre la baja produccion de este tipo de hortalizas podrian afectar el desa-
rrollo economico localy el acceso a la alimentacion, en especial de aquellos que
representan una identidad cultural y que contribuyen en la preservacion de otras
especies endemicas. Ademas, algunos reportes senalan que existen otros efec-
tos pocos estudiados, tales como la migracion y la aceleracion de la transicion de-
mografica, en los que los grupos vulnerables son los mas afectados, pero, sobre
todo, que esta podria ser una de las principales causas de las conductas antiso-
ciales como el robo de combustible (Mendoza e Ize, 2017, Ordaz-Celedon y Mar-
tinez-Mendoza, 2020; Peschard et al., 2021).

La evaluacion de sitios contaminados por hidrocarburos en México no es un te-
ma nuevo, pero la mayoria de la informacion que se ha generado esta enfocada
en derrames de hidrocarburos. Son escasos los estudios sobre otros contaminan-
tes destacados del sector, tales como las aguas de produccion petrolera (aguas
congenitas) y fosas de residuos o de confinamiento (Gomez-Mellado et al., 2020;
Méndez-Moreno et al, 2021). Ademas, el nivel de complejidad de las evaluaciones
en estos sitios aumenta si las zonas no han operado en varios anos, ya que por tal
circunstancia se desconoce el numero exacto de los derrames y los impactos que
estos han causado, principalmente, porque los componentes estan en funcion de
la fuente de generacion y de las condiciones ambientales a las que han estado
expuestos (Chen et al., 2019).

En materia legal, hasta hace algunos anos la Semarnat era la encargada de
regular las actividades, las medidas de prevencion y el saneamiento de los sitios
contaminados por derrames de hidrocarburos, pero despues de la reforma ener-
getica (Re) del 2013, entraron en vigor los reglamentos de la Agencia de Seguri-
dad, Energia y Ambiente (Asea) (Vietor y Sheldahl-Thomason, 2017). Cabe senalar
que, aunque este organismo retomo algunas normativas de la Semarnat, agre-
go algunos indicadores importantes tales como la declaracion de danos preexis-
tentes, especialmente en sitios que ya contaban con infraestructura o actividades
industriales; este instrumento legal lleva por nombre linea base ambiental (LBA)
(Mendoza e Ize, 2017, Brooks et al,, 2020).
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La evaluacion de danos preexistentes desde perspectivas multidisciplinares es
un tema que ha cobrado vital importancia en México, sobre todo porque sus poli-
ticas publicas estan enfocadas en la prevencion de la contaminacion, los servicios
de salud, elacceso a la alimentacion, el cambio climético, la soberania energética
y el desarrollo sustentable. En consecuencia, algunas zonas altamente contami-
nadas han sido clasificadas como regiones de emergencia ambiental (REA). Aun-
que no se han encontrado estudios que relacionen las LBA con las REA, resulta
interesante que en ambas se estipulan riesgos para la salud y el medioambien-
te, que son resultado de la combinacion de diversas actividades antropogénicas.
Por tal motivo, las LBA podrian servir como fuente de informacion para las decla-
ratorias de sitios que representen una REA; asimismo, para determinar los danos
preexistentes en sitios donde se desarrollaran nuevos proyectos petroleros, prin-
cipalmente, porque los planes de desarrollo estan enfocados en los sectores
primario, de servicios y energetico; en algunas zonas del pais, estas actividades
se combinan (Semarnat, 2019; Barcena Hinojal, 2020).

En este contexto, un aspecto relacionado con las LBA son los impactos en
suelos derivados de las actividades petroleras. Para evaluarlos, se emplean los
metodos referidos en la NOM-138-SEMARNAT-SSA1-2012. Algunos reportes men-
cionan que este instrumento legal necesita actualizarse (Méndez-Moreno et al,
2021). Por ejemplo, en México, los suelos son muy variables. Su composicion esta
delimitada por la geologia, la hidrografia, y el clima de un sitio es especifico; como
resultado, sus propiedades suelen también ser muy variables en toda la geogra-
fia del pais (Palma-Lopez et al., 2017).

Algunos estudios mencionan que propiedades de los suelos como el tipoy la
cantidad de arcillas; la materia organica (que depende del ecosistema); la cantidad
de iones intercambiables y el pH podrian delimitar el comportamiento de los con-
taminantes (Rodriguez Cuervo, 2019; Alvarez-Coronel et al,, 2020). También existen
estudios que mencionan que, si los suelos entran en contacto con los hidrocar-
buros, a la larga presentan cambios en su composicion, pero ya que son muy
variables las propiedades edafologicas y las condiciones ambientales a las que
son expuestos, los efectos pueden ser diferentes entre un sitio y otro (Morales-
Bautista et al., 2016).

Otro punto importante es que el solvente citado en esta norma no es compatible
con las fracciones residuales presentes en derrames anejos. Al no ser cuantifica-
dos, se anaden incertidumbres a los diagnodsticos de impacto ambiental (Mora-
les-Bautista et al, 2020). Ademas, la norma solo cita las fracciones en funcion
del petréleo crudo (ligera, mediana y pesada). No obstante, Lu (2016) y Guzman-
Osorio et al. (2021) identificaron estas fracciones mediante técnicas espectrofoto-
metricas y observaron que la absortividad a lo largo de todo el espectro puede
variar conforme a la abundancia relativa de las especies presentes, relacionadas
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con la densidad del petroleo y las familias de hidrocarburos o fracciones de sa-
turados, aromaticos, resinas y asfaltenos (sara). Otros trabajos que han evaluado
los efectos de los hidrocarburos mencionan que las fracciones SARA brindan infor-
macion sobre los mecanismos de degradacion y disposicion de contaminantes, y
los relacionan con los organismos y propiedades de los suelos, pero estas fraccio-
nes tampoco son requeridas por el reglamento mencionado (Stout y Wang, 2016;
Kuppusamy et al, 2020).

En este contexto, Gomez-Mellado et al. (2020) y Dominguez-Rodriguez et al.
(2020) observaron que la disposicion y la biotransformacion del contaminante
son muy variables a traves del tiempo de anejamiento. Mencionan que, por estas
razones, algunos efectos son permanentes y otros no. Ademas, observaron que
durante este tiempo algunos contaminantes pueden estar disponibles y otros no.
Rodriguez Cuervo (2019) y Alvarez-Coronel et al. (2021) encontraron que estas va-
riaciones pueden limitar algunas funciones de los suelos, ya que la capacidad de
campo (% cc), el contenido de arcillas (% R) y la capacidad de intercambio catio-
nico (cic) disminuian conforme aumentaba la cantidad residual del hidrocarburo.
Mclntosh et al. (2017) y Kiani et al. (2021) también observaron estas reducciones y
senalan que pueden estar relacionadas con el bajo desarrollo de algunos cultivos
en suelos con concentraciones de hidrocarburos relativamente bajas.

Aunque se ha advertido sobre los posibles efectos de los hidrocarburos resi-
duales, siguen siendo escasos los estudios que hablen sobre los cambios que es-
tos presentan durante cierto periodo en el que estan sometidos a la intemperie.
De manera general, se sabe que los hidrocarburos se degradan alintemperizarse,
pero se ha observado que las tasas de degradacion y los productos resultantes
pueden variar. Cabe destacar que algunos de estos productos han sido conside-
rados como de gran preocupacion, ya que pueden presentar toxicidad y bioacu-
mulacion (Megharaj y Naidu, 2017; Rodriguez Cuervo, 2019).

Por gjemplo, Bidja et al. (2019) reportan que la combinacion de factores bio-
geoquimicos favorece la degradacion de hidrocarburos, pero existen variaciones
en los porcentajes de fracciones de hidrocarburos segun la especie vegetal pre-
sente y el tipo de suelo. Gautam et al. (2020) demostraron que estas fracciones
son el resultado de las interacciones entre los hidrocarburos y los suelos. Tambien
destacan que existe una gran diversidad de mecanismos de absorcion-desor-
cion y que posiblemente estos pueden definir su disposicion y los efectos de es-
tas fracciones de hidrocarburos.

Lu (2016) y Marin-Garcia et al. (2016) delimitaron los efectos negativos sobre al-
gunos suelos segun las fracciones sARA de diversos petroleos crudos y encontra-
ron que la fraccion compuesta por resinas + asfaltenos causaba efectos sobre el
potencial hidrico de los suelos. Adams et al. (2008) y Morales-Bautista et al. (2016)
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anaden que estas fracciones también favorecen el aumento de las densidades,
la reduccion de la porosidad y la capacidad de intercambio cationico de suelos
aluviales; en todos los casos, los efectos fueron medibles en el desarrollo o su-
pervivencia de las plantas. No obstante, Islam Khan et al. (2018) y Hook (2020) ob-
servaron que, con estas consideraciones, también puede existir bioacumulacion
de la fraccion aromatica y de algunos metales pesados, especialmente en espe-
Cies tolerantes.

Por otra parte, una zona petrolera inmersa en derrames muy frecuentes es la
aledana al Golfo de México. Histéricamente, en estas regiones, se ha suscitado la
contaminacion de agua y suelos, cuyos impactos en los sectores agropecuario y
social son muy diversos (Rabelo et al,, 2021; Pérez et al, 2019). Recientemente, es-
ta region ha recobrado importancia por el descubrimiento de nuevos pozos pe-
troleros y la reactivacion de otros; también por la reingenieria y la construccion de
petroquimicas.

No obstante, en estos sitios paralelamente se estan desarrollando otros pro-
yectos agroecologicos vy turisticos, tales como Sembrando Vida, la recuperacion
del puerto de Dos Bocas y algunas estaciones del Tren Maya. Por estas razones,
existe la necesidad de crear informacion que contribuya a la evaluacion de derra-
mes anejos sometidos a las condiciones ambientales de esta zona, de tal modo
que, por un lado, contribuyan en realizar LBA adecuadas y, por otro lado, existan
bases para las declaratorias de REA en estas regiones.

Por lo anterior, en el presente trabajo se evallan los cambios de las propieda-
des edafoldgicas y las fracciones de hidrocarburos presentes en tres suelos de la
region tabasquena que fueron contaminados experimentalmente con petroleo
crudo. Asimismo, fueron sometidos a intemperizado a largo plazo. Es importante
senalar que las zonas evaluadas estan inmersas en sitios donde se desarrollan
actividades petroleras y agricolas, y pertenecen a zonas rurales de alta margi-
nacion que poseen huertos familiares (Mendoza-Carranza et al., 2016; Rabelo
et al,, 2021).

Materiales y métodos

Se estudiaron tres zonas del estado de Tabasco. La primera fue Huimanguillo; la
segunda, Cunduacan, y la tercera, Paraiso. En cada una se realizd un muestreo di-
rigido donde se tomaron tres estratos geologicos, desde el primer horizonte has-
ta el manto freatico. Posteriormente, las muestras se homogenizaron sobre una
membrana plastica y se realizo un cuarteo para construir una muestra compues-
ta de aproximadamente 20 kg. Esta se resguardo en bolsas negras (Palma-Lopez
et al, 2017). Asimismo, se muestreo petroleo crudo por condensacion en el pozo
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petrolero Iride 128; la muestra se dejo atenuando por 2 h y luego se resguardo en
un recipiente ambar de 4.5 L (Morales-Bautista et al., 2016).

En el laboratorio, las muestras de suelos se secaron a 60°C por 48 h en una
estufa eléectrica. Posteriormente, se les retiraron raices y rocas mayores. Lue-
go fueron molidas (con un molino de mano) y tamizadas (con una malla #10). A
cada muestra obtenida, se le realizo la determinacion de parametros fisicos y
quimicos mediante los métodos especificados en la NOM-021-RECNAT-2000:
pH, conductividad eléctrica (ce), densidad aparente y real (DA y DR), porosidad
(% Po), capacidad de campo (% cc), contenido de materia organica (% Mo) y tex-
turas (arenas [% Al, limo [% Ll y arcilla [% R]); a estas muestras se les nombro sue-
los testigo.

Por otro lado, el petroleo crudo se homogenizd mediante agitacion meca-
nica durante 30 minutos. Posteriormente se transfirio a un embudo de separa-
cion donde se dejo reposar por 24 h para separar las fases. Pasado este tiempo,
se recupero la fase organica por decantacion; a esta se le determind °API por el
metodo del densimetro ASTMD287 con las modificaciones de Morales-Bautista
et al. (2013). Posteriormente, se tomo una alicuota de 5 gy, mediante una extrac-
cion por selectividad de solventes (columna de silica empacada), se determinaron
las fracciones saturadas (% S), aromaticas (% Ar), resinas (% Re) y asfaltenos (% As) o
fracciones sARA, segun lo especificado por Marin-Garcia et al. (2016).

Cada suelo testigo (3 kg) fue contaminado experimentalmente con el petroleo
crudo (60 g de hidrocarburo por cada kg de suelo o 60 000 mg de hc/kg suelo).
Luego, las muestras se homogenizaron con una batidora eléctrica. Se realizd un
cuarteo para tomar una muestra compuesta de 1 kg (n = 3) de cada suelo. A estas
muestras se les nombro contaminados frescos e, igual que a las testigos, se les
determinaron parametros fisicos y quimicos especificados en la NOM-021-REC-
NAT-2000.

El resto de la muestra de suelos contaminados frescos se homogenizo en
una charola de acero. Se realizd un cuarteo y se separaron en 2 lotes de 1 kg
por cada suelo (n = 3). Estos se dispusieron en recipientes de plastico y fueron co-
locados al azar en un sitio al aire libre y se dejaron intemperizar de febrero del 2018
a febrero del 2019 (condiciones tropicales, precipitaciones ~60-600 mm y tempe-
raturas -26.6-34.7 °C) (Conagua, 2019). A los 6 meses se realizd un muestreo en el
que se tomo 1 kg de cada suelo; el otro kilogramo se dejo durante 12 meses. A es-
tas muestras se les identificd como “suelos contaminados intemperizados a 6 y
12 meses’, respectivamente; todo o anterior se realizd con el fin de simular derra-
mes anejos. En la tabla 1, se presentan la ubicacion de la toma de muestras y el si-
tio de intemperizacion.
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Tabla 1. Ubicacion de muestras de suelo

UTM 15 Q (X m Este; Y m Norte)

Muestra Observaciones
Punto 1 Punto 2 Punto 3
435044.38; 435085.39; 435302.60; Uso agricola (cana de
1080433.83 108037781 1080729.73 azucary maiz) y de

aprovechamiento forestal
(tecas, cedros, maculis y
23ms.n.m.” profundidad alcanzada: 160 cm caoba), cercano al pozo
Quesqui del Activo Integral
Cinco Presidentes.

Huimanguillo

488651.48; 480206.44; 488748.04: Uso agricola (maiz, platano
Cunduacan 1006430.07 1006932.69 1006844.61 y frijol), aledano a bateria
) de separacion del Activo
11 m s. n. m., profundidad alcanzada: 80 cm Integral Samaria-Luna.
474438.66; 474600.25; 47444476, 7 ms.n.m., uso agricola
2037890458 203780177 2037696.67 y ganadero (cocotal y
Paraiso pastizal), aledano a bateria
7 m s.n.m., profundidad alcanzada: 50 cm Puerto Ceiba del Activo
Integral Bellota-Jujo
493981.66; 1991569.36 Uso industrial, junto a pozos
petroleros Iride 1126, 1128,
Petréleo crudo 2146; y Samaria 1107 y 3129.
gms.n.m. Activo Integral Samaria-
Luna.

Uso residencial. Division
Académica de Ciencias
Basicas de la Universidad
Juarez Autonoma de
Tabasco.

Sitio de 482294.21; 1998516.20
intemperizado mms.n.m

Nota: m s. n. m. = metros sobre el nivel del mar.

Pasado el tiempo de intemperizado (6 y 12 meses), las muestras fueron recu-
peradasy llevadas al laboratorio, donde se secaron a 60 °C por 48 h. Luego se re-
tiraron raices, se molieron y tamizaron. Para tener una comparativa de los cambios
en las propiedades de los suelos, a todas se les determinaron parametros fisicos
y quimicos especificados en la NOM-021-RECNAT-2000.

Ademas, de cada suelo (testigos, contaminados frescos e intemperizados de 6
y 12 meses) se tomo una alicuota de 50 gy se determind el grado de hidrocarbu-
ros totales de petroleo (HTP) mediante una extraccion continua en Soxhlet (70 °C,
diclorometano, 24 h de tratamiento y gravimetria) segun las especificaciones de la
NOM-138-SEMARNAT-SSA1-2012 y las recomendaciones de Morales-Bautista et
al. (2020). Asimismo, a los extractos obtenidos del Soxhlet se les determind °AP!
y fracciones SARA por los mismos méetodos aplicados al petroleo crudo (Morales-
Bautista et al,, 2013; Marin-Garcia et al., 2016).
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Todas las pruebas se realizaron por triplicado. Con el fin de comparar dife-
rencias, se realizaron pruebas de ANOVA y Tukey (nivel de significancia de 0.05y
contraste de medias segun la diferencia honestamente significativa o HsD) em-
pleando el programa R-Project 4.0.5 (Ludecke et al, 2020).

Resultados y discusiones

En la parte a de la figura 1 se presentan los °API del petroleo crudo muestreado en
el pozo Iride y el diésel empleado en el método indirecto para calcular °API; asi-
mismo, en la parte b de la figura 1, se exhiben los °API de las muestras segun el
tiempo de intemperizacion.

Figura 1. °API de petroleo crudo y de extracto de hidrocarburos
presentes en suelos contaminados
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Nota: pc es petroleo crudo. D denota derrame. F, 16 e 12 denotan el tiempo de intemperizado (0, 6 y 12 meses). H, P
y Cu refieren a Huimanguillo, Paraiso y Cunduacan, respectivamente

Algunos estudios como el de Guzman-Osorio et al. (2021) han relacionado los
impactos de los hidrocarburos sobre los suelos a partir de los °API de estos, ya
que lo relacionan con las fracciones SARA. En este sentido, en la figura 1a, se ob-
serva que el petroleo crudo tiene ~17.18 °API (ordenada al origen), cifra calculada
por el meétodo de dilucion (en diesel anejado ~37.88 °API) extrapolando las masas
al 100 %. Segun la escala AP, este seria un crudo pesado (Morales-Bautista et al.,
2013). En términos de impactos ambientales, Adams et al. (2015) reportan que es-
te tipo de petroleo afecta el desarrollo de las plantas debido al bajo potencial hi-
drico en los suelos, pero Marin-Garcia et al. (2016) mencionan que esto depende
de la concentracion del hidrocarburo y el tipo de suelo.
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Asimismo, en la figura 1b se observa que los °API de los extractos de HTP pa-
ra muestras de derrame fresco DFH, DFP y DFCu, asi como del pc, no presen-
tan diferencias entre si (0.25 > HSD), por lo que planteamos la hipotesis de que
el hidrocarburo no cambia su densidad en un derrame fresco y el tipo de suelo
podria no influir. No obstante, al comparar los derrames después de 6 meses,
todas las muestras presentan diferencias significativas entre si (0.25 < HSD); ade-
mas, en el caso de las muestras de 12 meses, no se observaron diferencias en-
tre Dl12H y DI12P (0.25 > HSD; ~3 °API), pero ambas muestras son diferentes al
Dl12Cu (~8 °API).

En este sentido, Adams et al. (2008) y Morales-Bautista et al. (2016) mencio-
nan que los efectos de los hidrocarburos sobre los diversos tipos de suelos po-
drian estar en funcion de los °API. Estos autores mencionan que mientras mas
pesado sea el hidrocarburo, mayores seran sus efectos de repelencia al agua,
lo que se relaciona con baja capacidad de campo y altas densidades; esta ultima
también fue reportada por Dominguez-Rodriguez et al. (2020) en sitios restaura-
dos y con muy bajas concentraciones de hidrocarburos. Aunque estos resul-
tados son preliminares, debido a que en el presente trabajo se contaminaron
suelos con el mismo hidrocarburo y fueron intemperizados bajo las mismas con-
diciones ambientales, las variaciones de los °API permiten establecer la hipo-
tesis de que el hidrocarburo se degrada de manera diferente dependiendo del
tipo de suelo.

En este sentido Hook (2020) y Alvarez-Coronel et al. (2021) relacionan degra-
dacion o transformacion con las texturas del suelo. Los mas arcillosos disponen
menos degradacion, lo que coincide con el presente estudio y algunos repor-
tes locales, ya que los suelos de Cunduacan también fueron estudiados por Gu-
tierrez y Zavala (2002) y Gomez-Mellado et al. (2020), quienes encontraron que
suelos como el vertisoly el gleysol (arcillosos) tienden a almacenar con mayor fa-
cilidad los hidrocarburos, en comparacion con suelos de textura gruesa (Paraiso,
reportado por Palma-Lopez et al, 2017). Tomando en cuenta estas observacio-
nes, estos efectos estarian mayormente marcados en las muestras a 12 meses de
Huimanguillo y Paraiso, comparadas con las de Cunduacan, que posen una ma-
yor densidad que las anteriores; no obstante, a 6 meses, los efectos podrian ser
mayormente visibles en el extracto de Huimanguillo, ya que las muestras de Pa-
raiso y Cunduacan poseen densidades APl mayores.

Por otro lado, en la parte a de la figura 2 se expresan las fracciones sARA de los
extractos de las muestras de HTP. Del mismo modo, en la parte b de la figura 2 se
expresan los resultados de los HTP presentes en las muestras de suelos contami-
nados e intemperizadas a 6 y 12 meses.
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Figura 2. Contenido de hidrocarburos en suelos contaminados
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Nota: D denota derrame. F, 16 e 112 denotan el tiempo de intemperizado (0, 6 y 12 meses). H, Py Cu refieren a Huiman-
guillo, Paraiso y Cunduacan, respectivamente.

Como se aprecia en la figura 2a, las fracciones SARA de los hidrocarburos son
similares para las muestras de derrame fresco (% As HSD < 098, % R HSD < 3.99,
% ArHSD < 2.82y % S HSD < 4.04), pero son diferentes entre si para los intempe-
rizados a 6y 12 meses (% As HSD > 098, % R HSD > 3.99, % Ar HSD > 282y % S
HSD > 4.04).

Marin-Garcia et al. (2016) y Lu et al. (2018) atribuyen estas diferencias a los °API
de las muestras, ya que observaron que mientras mas pesado sea el hidrocarburo
(figura 1b), tendra menores fracciones ligeras y mayores fracciones pesadas; tam-
bién se puede apreciar que este comportamiento evidente es el mismo en los tres
suelos, ya que se observa una tendencia decreciente del % S conforme avanza el
tiempo de intemperizado, lo que hace evidente la degradacion de estas fraccio-
nes. Por el contrario, se observa un aumento de las fracciones % As+Re conforme
aumenta el tiempo de intemperizado. Ambas fracciones son parte de la fraccion
residual de degradacion o transformacion del hidrocarburo y son relacionadas por
Adams et al. (2008) y Morales-Bautista et al. (2016) con posibles efectos sobre el
desarrollo de las plantas debido a la repelencia al agua; es decir, conforme se in-
temperiza el hidrocarburo, las fracciones residuales podrian ocasionar efectos en
la capacidad hidrica de los suelos.

No obstante, aunque segun estos resultados el suelo mayormente afectado
seria Cunduacan (arcilloso), algunos trabajos como los de Marin-Garcia et al. (2016)
y Gomez-Mellado et al. (2020) mencionan que las condiciones de inundacion a
las que son expuestos permiten que parte del agua sea retenida en los poros
macroscopicos debido al nivel freatico elevado. Pérez-Hernandez et al. (2017)
observaron que estas condiciones podrian favorecer que algun tipo de planta se
desarrolle en el largo plazo.

Es importante destacar que no existe una tendencia para % Ar para los suelos
de Cunduacany Huimanguillo, ya que a 6 meses las concentraciones son mayores
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que en fresco (lo que hace evidente una transformacion). Mcintosh et al. (2017) y
Alvarez-Coronel et al. (2020) asocian este comportamiento con el contenido en ar-
cillas con los organismos presentes en la materia organicay con los posibles cam-
bios a los que los suelos son sometidos durante todo el ano (inundacion y estiaje).
Los reportes de Palma-Lopez et al. (2017) podrian demostrar esta hipotesis, ya que
segun su estudio ambos suelos poseen mayor % R con respecto de los suelos
de Paraiso, que suelen tener mayor % A. Diversos estudios han destacado sobre
la importancia de evaluar la fraccion % Ar, ya que estan relacionadas con efectos
toxicos mediante su posible biomagnificacion en sembradios, por lo que es im-
portante identificar el tipo de compuestos aromaticos presentes en las muestras,
en este sentido (Islam Khan et al,, 2018; Bidja et al., 2019).

Segun lo observado en la figura 2b, no existen diferencias significativas entre
DFHy DFP (775 > HSD), pero ambas muestras son diferentes en DFCu (775 < HSD).
Si se considera que estas muestras representan las extracciones en derrames
frescos, las muestras DFH y DFP (~g8 %) presentan mayores extracciones que
DFCu (~97 %). Morales-Bautista et al. (2020) y Kuppusamy et al. (2020) atribuyen
este comportamiento al contenido de arcilla en el suelo, lo cual coincide con
los reportes locales de Gutierrez y Zavala (2002) y de Palma-Lopez et al. (2017).

Los suelos de Cunduacan son aluviales y con alto contenido de arcillas que
pueden retener hidrocarburos. Sin embargo, este comportamiento no se man-
tiene al intemperizar la muestra, ya que al comparar las muestras DI12P y DI12Cu
no se observaron diferencias significativas entre ellas (775 > HSD). Destaca que la
cantidad de hidrocarburo encontrada en las muestras podria variar en funcion del
tipo de suelo y el tiempo de intemperizado, lo cual coincide con lo expuesto por
Pons-Jiménez et al. (2011).

Por otro lado, en la tabla 2, se ilustran los resultados de las propiedades fisicas
y quimicas de los suelos testigos y contaminados.

Tabla 2. Propiedades de suelos testigos y contaminados

Muestra pH CE(dS/m) |[DA(g/cmd) | % Po % CC % MO % A % R

™ 561+ 0.10 | 0.012 + 0.0002 | 1.09 + 0.022 |38 + 056 | 66 + 1.32 | 1.15 t0.023 | 50+ 1|34 t 0.68

DFH |6.01+013| 0166 +0.003 | 141+ 0.023 | 40 067 | 37+ 074|113+ 0.022|98+1| 2+ 0.01

DIBH | 6.21t012| 0166 +0.002 |145+0.029 | 41t 081 |24+ 048| 05+001 |99+t1| 1+0.02

Dli2H | 643+ 011 | 0141+0.001 |144+0.028 | 41+0.79|21+0.42 |03+0.006|99+1| 1+0.02

HSD 0.29 0.006 0.16 106 201 0.042 2.81 0.83
TP 717+ 014 | 211+ 0.042 114 +0.021 | 21+ 041 |18+ 036 | 101+ 001 | 85+1 5+1
DFP |683+016| 237+0043 |165+0033[20+021|11+0.22 1£002 |98+1 0
DIBP |685+011| 236+0033 |167+0011|21+037|11+012 |03+0001|99+1 0
(Continua)
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Dl12P | 6.88 +t013 | 241+ 0.034 171+ 0013 |19+ 023 | 8+0.16 | 0.1+ 0.001 | 99 #1 0
HSD 0.33 0.105 0.076 0.996 0.61 0.0356 4.6 N/A

TCu |750+015| 0.013+0.002 | 101+0.022 |40+ 04547004 | 312+0.61 | 34+1| 511

DFCu [6.79+012| 0123 +0.001 |123+0.016 |[38+056|46+011| 315+048 [68¢+2 9+l

DI6Cu | 711+ 011 | 0124 +0.001 |133+0.026 |38+076(44+0.88| 25+012 |66+1| 15+1

Dli2Cu | 701+ 010 | 0.023 +0.003 | 1.32+0.011 | 37 + 0.51 |44 + 0.46 2+011 62+2| 15*1

HSD 0.34 0.005 0.06 187 159 013 21 138

Nota: TH refiere a los suelos testigos de Huimanguillo; TP, a los suelos testigos de Paraiso; y TCu a los suelos testi-
gos de Cunduacan.

Enlatabla 2, se aprecia que, después de contaminar los suelos, algunos de los
parametros presentan cambios. Tales cambios son permanentes, ya que despues
de un periodo de intemperizado no presentan diferencias con respecto de su va-
lor almomento de haberse contaminado (diferencias de medias < HSD calculadas
para cada parametro). No obstante, los parametros afectados varian segun el tipo
de suelo, por ejemplo, se observan mayores reducciones de % MO, % R, % CC Yy DA
en el suelo de Paraiso con respecto de los otros dos suelos, pero entre las mues-
tras de Huimanguillo y Cunduacan los porcentajes de afectacion varian; este ulti-
mo es el que menores variaciones presenta en estas propiedades. Los resultados
anteriores coinciden con los reportes de Chen et al. (2019) y Dominguez-Rodri-
guez et al. (2020), quienes mencionan que, en téerminos del nivel de impacto, este
varia dependiendo del tipo de suelo, pero algunas de las propiedades no se recu-
peran, por lo que posiblemente se afecten sus funciones principales.

Por ejemplo, el pH en todas las muestras contaminadas es menor y diferen-
te con respecto de sus testigos (diferencias de medias > HSD calculado). Este
mismo comportamiento se observa para % Ay % R, en este caso, las muestras
contaminadas no son diferentes entre si, pero todas ellas son diferentes a su tes-
tigo (diferencias de medias > HSD calculado). Sin embargo, en terminos de clasi-
ficacion del suelo, solo la muestra de Cunduacan paso de ligeramente alcalino a
neutro, en cambio las muestras de Paraiso y de Huimanguillo conservaron su cla-
sificacion en neutro y moderadamente acido, respectivamente. Algunos reportes
mencionan que el cambio en el pH se debe a que se agregan fracciones de hidro-
carburos con este caracter, pero al irse degradando, este pardmetro puede variar
(Partovinia y Rasekh, 2018; Johnston et al,, 2019).

Algunas propiedades del suelo, como el pH, resultan vitales para el desarro-
llo de las plantas. El pH regula la disposicion de nutrientes, lo cual podria delimi-
tar el desarrollo de algunas especies; no obstante, algunos reportes mencionan
que este comportamiento también puede estar en funcion de la materia organi-
ca, la capacidad de campo y las arcillas en el suelo, asi como del potencial hidrico.
Ademas, se ha observado que la materia organica provee los nutrientes vy las ar-

64



Variaciones de los hidrocarburos presentes en suelos contaminados m

cillas con cationes y microporos que permiten la retencion de agua reflejadas en
% ccC (Adams et al., 2015).

Por ejemplo, Perez-Hernandez et al. (2017) observaron que las especies dismi-
nuyen su crecimiento significativamente a medida que aumentaba la concentra-
cion, pero la supervivencia de las plantas no se vio afectada. Ademas, Hernandez
Rodriguez et al. (2019) encontraron que solo se inhibia el crecimiento de algunas
variedades y de otras no. Ambos trabajos plantean que el contaminante inhibe la
actividad biologica como consecuencia de los cambios en las propiedades de los
suelos y relacionaron esta afectacion con las variaciones de pH, bajo contenido de
% MO, % Ry % cc, parametros que resultan ser importantes para los organismos
endémicos, ya que algunos son poco tolerantes a estos cambios (Hernandez-Va-
lencia et al., 2017; Péerez et al., 2019).

Es importarte mencionar que algunos trabajos han resaltado la importancia
de la mineralogia de los suelos y de las condiciones a las que estos son expues-
tos. Por un lado, se ha observado que, cuando el hidrocarburo se deposita sobre
el suelo, forma aglomerados (Xu et al., 2020). En toda una cuenca hidrologica, los
cambios suelen depender de varios factores (Shin et al., 2019), pero algunos repor-
tes de sedimentos han observado un incremento de % A en suelo con presencia
de hidrocarburos residuales (Wang et al., 2013; Brooks et al., 2020). Otros estudios
como los de Alvarez-Coronel et al. (2020) y Salimnezhad et al. (2021) mencionan
que el tipo de arcilla podria también influir en la disposicion y las transformacio-
nes de hidrocarburos. En este contexto, Palma-Lopez et al. (2017) senala que los
suelos de Cunduacan poseen mayormente arcillas expandibles con asociaciones
de vertisoles y gleysoles que son expuestos a saturados; en cambio, el suelo de
Huimanguillo no, ya que es de una zona alta, con algunas pendientes no prolon-
gadas, por lo que los primeros pudieran tener menores afectaciones con respec-
to de los segundos (Méndez-Moreno et al., 2021).

Otros parametros importantes son DA, % Poy % cc, que disminuyen en parale-
lo con el tiempo de intemperizado. En términos de porcentajes, el suelo de Parai-
so es el mas afectado, ya que bA aumenta mas del 40 % y posee alto porcentaje
de % A, por lo que podria existir compactacion (Adams et al., 2015). Ademas, aun-
que la porosidad no se ve del todo afectada, algunos estudios mencionan que la
reduccion del contenido en % R, % MO y % cC pueden relacionarse con micropo-
rosidad (Morales-Bautista et al., 2016). A lo anterior, habria que sumar que los al-
tos porcentajes de % As aumentan la repelencia al agua (Marin-Garcia et al,, 2016).
Por ser estas propiedades importantes, el suelo de Cunduacan es el menos afec-
tado, ya que posee menores reducciones en todos ellos; no obstante, las figuras
1y 2 muestran que existe una fraccion residual que no es extraida del suelo y que
existen muchas variaciones en la fraccion de aromaticos, por lo que en estos sue-
los existe el riesgo de biomagnificacion (Ololade et al., 2021).
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Conclusiones

Se concluye que los hidrocarburos pueden variar sus propiedades cuando son
sometidos a la intemperie, pero dependen del tiempo de intemperizado y del
tipo de suelo. También se encontro que los efectos de los hidrocarburos sobre
las propiedades de los suelos son diferentes, ya que algunos tienden a almace-
narlos y otros no. Este fenomeno permite que la degradacion de las diversas frac-
ciones tambien sea diferente. En consecuencia, algunos presentan mayores
fracciones residuales que otros, por lo que pueden tener mayores problemas de
repelencia y de establecimiento de las plantas.

Debido a que el tipo de suelo aun no es considerado dentro de las evaluacio-
nes de LBA, es importante que se agregue a los reglamentos. Ademas, algunas
propiedades de los suelos, tales como MO, CIC y CC, presentan efectos permanen-
tes, por lo que hay que establecer estudios a largo plazo de como estos cambios
pueden influir en el desarrollo de plantas endémicas que representan un valor
cultural, con el fin de determinar los efectos socioambientales y sus estrategias
de prevencion.

Se concluye que las fracciones SARA estan relacionadas con los efectos so-
bre los suelos. Es necesario que se evalle la tendencia de degradacion antes de
establecer estrategias de remediacion, principalmente porque las fracciones
saturadas disminuyen y aumentan las fracciones pesadas, pero esto depende
del tipo de suelo. Ademas, no existe una tendencia de aumento o disminucion
de fracciones aromaticas, por lo que hay que evaluar estas fracciones en termi-
nos de disponibilidad para determinar el tipo de plantio por inducir y asi evitar
biomagnificacion.
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Resumen

Las fosas petroleras son depositos de hidrocarburos, cortes de perforacion,
agua y otros desechos de la actividad petrolera. En Venezuela, constituyen
pasivos ambientales, particularmente, en ecosistemas de sabanas, donde
se desarrolla la mayor parte de la explotacion petrolera. El impacto de la
contaminacion del suelo producida por las fosas ha sido poco estudiado,
pero es necesario abordarlo para disenar estrategias de rehabilitacion de
suelos afectados. El proposito de este trabajo fue evaluar el efecto de la
contaminacion de suelos adyacentes a fosas petroleras sobre las carac-
teristicas fisicoquimicas del suelo, la vegetacion y la comunidad microbia-
na cultivable (bacterias y hongos), asi como su capacidad para ser utilizada
en tecnologias de remediacion para el saneamiento de estas areas afec-
tadas. Para ello, se recolectaron muestras de vegetacion y suelo superfi-
cial en los bordes de cuatro fosas petroleras, con evidencias visibles de
contaminacion con hidrocarburos, y en areas adyacentes no contaminadas.
Se determinaron la riqueza floristica, las caracteristicas fisicoquimicas del
suelo vy la actividad microbiana a través de la cuantificacion, el aislamien-
to y la caracterizacion bioquimica de bacterias y hongos. Tambien se de-
termino la capacidad de cepas aisladas de las zonas contaminadas para
degradar hidrocarburos y producir biosurfactantes. Los resultados mostra-
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ron mayor concentracion de aceites y grasas en las areas contaminadas, asi
como una disminucion significativa tanto de la densidad de microorganis-
mos como de la riqueza floristica en presencia del hidrocarburo. Los perfiles
fisiologicos sugieren cambios en la estructura funcional de las comunida-
des microbianas en las zonas contaminadas, asociados a una alta frecuen-
cia de microorganismos con capacidad hidrocarburoclastica y produccion
de biosurfactantes. Las plantas que se establecen en las areas contami-
nadas junto con los microorganismos asociados tienen potencial para de-
gradar hidrocarburos a traves de la produccion de biosurfactantes, lo cual
revela la importancia de plantas y microorganismos tolerantes en la rehabi-
litacion de areas degradadas por la contaminacion de hidrocarburos.

Palabras clave

Contaminacion del suelo, fosas petroleras, comunidades microbianas, de-
gradacion de hidrocarburos, Venezuela.

Introducciéon

|_os hidrocarburos de petroleo son mezclas complejas de compuestos orga-
nicos, tales como alcanos, cicloalcanos e hidrocarburos aromaticos, asocia-
dos con elementos como el nitrogeno, el azufre, el oxigeno y numerosos cationes
(Ozyurek y Bilkay, 2020). Constituyen la materia primay la fuente de energia mas
importante de la industria; sin embargo, durante la perforacion de pozos, la pro-
duccion, el transporte vy la refinacion del petroleo se generan grandes cantidades
de desechos contaminantes que representan un alto riesgo operacional, ambien-
taly humano.

En el pasado, los desechos generados durante la perforacion y la produc-
cion de petroleo y gas eran dispuestos en fosas ubicadas cerca del sitio del pozo
(U. S. Department of the Interior, Minerals Management Service, 1996). Por tanto,
las fosas podian contener una variedad de desechos, como lodos de perfora-
cion, aguas de produccion y material impregnado con hidrocarburos. En Ve-
nezuela, esta practica también solia ser comun, y para 2005 se contabilizaron
alrededor de 12 mil fosas que llegaron a representar el mayor pasivo ambien-
tal de la industria petrolera venezolana (PDVSA, 2015). Esta situacion llevo a un
cambio en las practicas de disposicion de desechos petroleros y se promovio el
inicio de labores de saneamiento de fosas, principalmente con el uso de me-
todos biologicos por ser mas economicos y con menor impacto sobre el suelo
(Infante et al., 2010).
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Un aspecto relevante de la construccion de fosas petroleras es que la ma-
yoria de estas carecen de revestimiento, el cual es obligatorio de acuerdo con
la normativa ambiental vigente en Venezuela (Decreto num. 2635. Normas pa-
ra el control de la recuperacion de materiales peligrosos y el manejo de los
desechos peligrosos). Sin embargo, la mayoria de estas fosas fueron construi-
das antes de la promulgacion de esta normativa, por lo que aun en desuso, mu-
chas de las fosas existentes en la actualidad representan un riesgo ambiental, ya
que son fuentes de contaminacion difusa de suelos y aguas. Los hidrocarburos
contienen elementos quimicos que resultan toxicos para todos los seres vivos.
Particularmente en el suelo, son capaces de obstaculizar la actividad enzimatica
(Alrumman et al., 2015); en el caso de las plantas, afecta procesos como la ger-
minacion de semillas y el brote de meristemos, la elongacion radicular y la foto-
sintesis (Sangeetha y Thangadurai, 2014; Hernandez-Valencia et al, 2017a). Los
hidrocarburos también afectan los microorganismos del suelo, que representan
parte importante del ecosistema y son clave en los procesos biogeoquimicos
(Zamora et al,, 2017).

Desde el punto de vista microbiano, la contaminacion por hidrocarburos en el
suelo induce la selectividad de especies, lo que disminuye la diversidad de mi-
croorganismos, ya que el estrés que genera la presencia de los hidrocarburos per-
mite que algunos microorganismos desarrollen y utilicen respuestas enzimaticas
y fisiologicas especializadas (Atlas, 1991 Zamora et al., 2012). Esta es la base sobre
la que se han desarrollado las tecnologias de biorremediacion, que permiten dis-
minuir la concentracion de hidrocarburos en el suelo hasta cumplir determinados
criterios de limpieza (Lopez e Infante, 2021).

Con base en lo antes expuesto, este trabajo tuvo como objetivo determinar
el impacto de la contaminacion con hidrocarburos de suelos adyacentes a fosas
petroleras sobre las caracteristicas fisicoquimicas del suelo, la vegetaciony la es-
tructura funcional de la comunidad microbiana cultivable (bacterias y hongos). De
igual modo, este trabajo se propuso determinar la capacidad de tal comunidad
microbiana para ser utilizada en tecnologias de remediacion para el saneamiento
de estas areas impactadas.

Metodologia

Area de estudio

El area de estudio seleccionada se encuentra ubicada al sur del estado Anzoa-
tegui, distrito San Tomé, en las areas operacionales Dacion (municipio Pedro Ma-
ria Freites) y Socororo (municipio Francisco de Miranda) (figura 1), dentro de la faja
petrolifera del Orinoco. Geologicamente, el area de estudio esta emplazada en la
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mesa de Guanipa, formacion mesa de los llanos orientales de Venezuela (Copla-
narh, 1974), con suelos altamente meteorizados y poco fértiles (Casanova, 2005),
donde la vegetacion predominante es de sabanas, con elementos arboreos dis-
persos. El area presenta un clima tropical luvioso de sabana con dos estaciones:
entre noviembre y abril, la temporada de sequia; y entre mayo y septiembre, el
periodo de lluvia. La precipitacion anual es de 1000-2000 mm vy la temperatura
media anual oscila entre 26 y 28 °C.

Se escogio esta area para el estudio debido a que en los llanos orientales de
Venezuela se encuentra un gran numero de fosas petroleras, pues la faja petro-
lifera del Orinoco es el principal yacimiento petrolero del pais. Se seleccionaron
cuatro fosas: tres ubicadas en el Area Operacional Dacion y una en el Area Opera-
cional Socororo (figura 1), identificadas tal como indica la tabla 1.

Figura 1. Ubicacion geografica de las areas de estudio
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Fuente: modificado de Pimentel (2006).

Tabla 1. Caracteristicas generales de las fosas evaluadas

Fosa Dimension Tipo de crudo Tlempo. S:le Ubicacion
operacion
LG276 70X 43 M Mﬁjfnﬂg/ 30 anos 8°5573" N 63°480.4" W
DEFO2 85x 75 m Mﬁjfn”(f/ 10afos | 8°5616.5 N 63°53547 W
DED3 Q0 X75m M??"a”O/ 50 anos 8°5516.7° N 63°49'47" W
liviano
ES402 Bxom Liviano Desconocido | 8°46'42" N 64°3525.4" \W

76



Efecto de la contaminacion producida por fosas petroleras sobre la riqueza floristica m

Muestreo

El diseno muestral consistio en demarcar tres transectas, desde el borde de la fo-
sa hacia el exterior no afectado. En cada transecta, se delimitaron dos parcelas de
10 X 5 m, una justo al borde de la fosa, donde habia evidencia visual de contami-
nacion con hidrocarburo (C) y la otra en la zona no contaminada (NC), con sepa-
racion variable entre las parcelas, segun las caracteristicas particulares de cada
fosa. En general, se delimitaron seis parcelas de 50 m? en cada fosa, para un to-
tal de 24 parcelas en las cuatro fosas seleccionadas. En cada parcela, se colecta-
ron muestras botanicas de las plantas mas abundantes y se tomaron muestras de
suelo (0-10 cm de profundidad) con lo que se conformaron tres muestras com-
puestas por parcela.

Identificacion de plantas

El material botanico fue procesado e identificado, y los duplicados se enviaron al
Herbario del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (iviC),

Caracterizacion del suelo

La caracterizacion de suelo del area de estudio se realizd previamente a traves
de la metodologia establecida por Anderson e Ingram (1982) y el detalle puede
encontrarse en Hernandez-Valencia et al. (2017b). Los parametros evaluados son
textura, conductividad, pH, fosforo disponible (Pdisp), nitrogeno total (% N), calcio
(Ca), magnesio (Mg), sodio (Na), potasio (K) y aluminio (AD. Ademas, para determi-
nar el contenido de hidrocarburos, se siguio el metodo EPA 3540 utilizando diclo-
rometano para la extraccion (U. S. EPA, 1996).

Caracterizacion microbioldgica

Se tomaron 5 g de cada muestra de suelo y se agregaron en matraces con 25 mL
de una solucién al 0.85 % de NaCl, luego se agitaron durante 8 h. De cada matraz
se tomo una alicuota de 1 mL, se realizaron diluciones seriadas y se sembraron
por triplicado en placas de Petri con agar plate count para bacterias y agar Sabou-
raud para hongos. Luego del tiempo de incubacion, se cuantificaron las unidades
formadoras de colonia (UFC) por gramo de suelo, y se aislaron todos los diferen-
tes morfotipos.

El perfil fisioldgico se caracterizd mediante pruebas bioquimicas en las cua-
les cada cepa se enfrento con diversos sustratos y fuentes de carbono de inte-
rés que indican una potencial degradacion de polimeros organicos complejos.
Para determinar la capacidad de utilizar celulosas y hemicelulosas se utiliza-
ron agar celulosa y agar pectina, y para la capacidad de degradar polisacaridos
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estructurales complejos se empled agar lignina (Parkinson et al, 1971). La acti-
vidad lipolitica en las cepas aisladas se determino con agar Tween, medio ela-
borado a base de Tween 80 en el que se detecta la produccion de lipasas para
degradacion de compuestos organicos grasos (Vanavil et al,, 2013). La capaci-
dad para producir ureasas y proteasas se determind con el medio urea y gela-
tina (McFaddin, 2004). Para la capacidad de utilizar hidrocarburos como unica
fuente de carbono (capacidad hidrocarburoclastica), se empled medio minimo
mineral suplementado con hidrocarburo al 1 % (Prakash e Irfan, 2011). El por-
centaje de uso de sustrato se determind como “frecuencia de utilizacion”, el
cual corresponde al numero de respuestas positivas con respecto al total de
cepas aisladas.

Produccion de biosurfactantes

Se seleccionaron aquellas cepas bacterianas que presentaron actividad lipoliti-
ca e hidrocarburoclastica, y se realizaron pruebas adicionales con el fin de deter-
minar su capacidad de producir biosurfactantes o bioemulsificantes: a) prueba de
actividad hemolitica en agar sangre suplementado con sangre desfibrilada de co-
nejo a razon de 50g/L (Anandaraj y Thivakaran, 2010) y b) deteccion de compues-
tos tensoactivos de naturaleza ionica en agar azul, agar de medio minimo salino
suplementado con glucosa al 2 %, 0.005 g/L de azul de metileno v, respectiva-
mente, 0.5 g/L de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) para surfactantes
anionicos o 0.5 g/L dodecilsulfato sodico (sbs) para surfactantes cationicos (Sa-
ranya et al., 2015).

Andlisis de datos

Se realizo un analisis multivariante permutacional de varianza de una via (per-
manova, por sus siglas en inglées; Anderson et al., 2008) para senalar diferencias
estadisticamente significativas de las variables fisicoquimicas del suelo y micro-
biologicas, entre sitios contaminados y no contaminados adyacentes a las fosas
petroleras. Cada prueba se realizo utilizando 999 permutaciones bajo la suma
de cuadrados (SS) de tipo lll, y un modelo reducido para generar un estadistico
F permutado y un valor de p. Para el analisis, se uso el software Primer 6 y Per-
manova+ version 6.1.16. Ademas se realizo un analisis de componentes princi-
pales basado en una matriz de correlacion de las frecuencias de utilizacion de
sustratos, con el fin de determinar cambios en los patrones fisiologicos de las
comunidades microbianas en los sitios contaminados y no contaminados en ca-
da fosa estudiada; para ello se uso el software Canoco 4.5 (Braak y Smilauer,
2002).
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Resultados

Andlisis de suelos y vegetacion

En la tabla 2, pueden apreciarse los parametros evaluados de los suelos estudia-
dos. Todos ellos refieren una baja disponibilidad de compuestos. La fosa ES402
cuenta con la menor cantidad de calcio y magnesio intercambiable, lo que oca-
siona que el suelo sea mas acido que los demas. La fosa DED3 presenta el con-
tenido mas alto en aceites y grasas, seguida de las fosas LG276 y DEFO2. El suelo
adyacente a la fosa ES402 cuenta con la menor cantidad de aceites y grasas.

Tabla 2. Caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos contaminados (c) y no contaminados (NC)
adyacentes a las fosas

Fosa
Caracteristica LG276 DEFO2 DED3 ES402
NC c NC c NC c NC c

pH 53 53 56 52 57 57 4.4 4.4
N total (%) 0.02 0.04 0.03 0.03 0.04 0.02 0.04 0.07

P disponible (ppm) 4.2 3.9 3.8 31 35 2.7 49 47
Calcio (cmol kg?)” 141 143 193 2.01 2.00 197 0.38 057
Magnesio (cmolkg™" | 143 139 1.80 115 126 1.29 018 0.09
Potasio (cmol kg™ 0.09 011 0.06 0.09 0.09 011 0.08 0.05
Sodio (cmol kg?)” 0.04 0.06 0.04 0.04 0.04 0.03 0.08 0.10
Aluminio (cmol kg™ | 0.06 0.04 0.08 0.02 0.05 0.03 0.05 0.04
Aceites y grasas (%) 0.15 6.63 0.14 6.06 0.04 8.62 0.03 153

Nota: los valores (") corresponden a la fraccion intercambiable de estos elementos. Se presenta la media aritme-
tica (n = 3). Modificado de Hernandez-Valencia et al. (2017b).
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Se determinaron diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) al
comparar las variables fisicoguimicas de los suelos contaminados y no contami-
nados en las fosas petroleras estudiadas (tabla 3). Estas mostraron que los suelos
de los bordes de las fosas (contaminados) presentan condiciones fisicoquimicas
diferentes a los suelos no contaminados adyacentes a estas.

Tabla 3. Analisis permanova de variables fisicoquimicas del suelo

Variable gL sc PseudoF P oerm % cV
Condicion del suelo
€. NO) 2 304.32 5.8641 0.002 36.48
Residual 29 752.49 63.52
Total 31 1056.8

Nota: g. L equivale a grados de libertad; sc, a suma de cuadrados; PseudoF, a estadistico F-permutado; P__ . a P-va-
lue permutado; % cv, a coeficiente de variacion; NC, a suelo no contaminado; y ¢, a suelo contaminado

La riqueza de especies de plantas es mayor en Los suelos no contaminados de
las fosas LG276 y DEFO2, con 45y 51 especies, respectivamente; mientras que la
riqueza de especies en las fosas DED3 y ES402 fue de 34 y 18 especies, respec-
tivamente. Esta riqueza disminuye en los suelos contaminados a 13 especies en
las fosas LG276 y DEFO2; a 15 especies en DED3; y 6 especies en ES402 (figura 2).

Figura 2. Riqueza de plantas en zonas contaminadas y no contaminadas
asociadas a fosas petroleras
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Nota: NC equivale a suelo no contaminado y ¢, a suelo contaminado.
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En las areas contaminadas se identificaron un total de 40 especies de plantas,
distribuidas en 18 familias y 33 géneros. De ellas, 31 especies se encuentran pre-
sentes solamente en una de las fosas. La especie Hyptis suaveolens se encontro
en las cuatro fosas, mientras que Aristida setifolia, Cyperus aggregatus y Calotropis
procera se localizaron en tres de ellas; y Chromolaena odorata, Passiflora foetida,
Pavonia cancellata, Borreria repens y Waltheria indica, en dos. Esta primera obser-
vacion es un indicativo de una composicion floristica muy diversa entre las cuatro
fosas, inclusive entre las tres que se encuentran adyacentes entre si.

Actividad microbiana

Se determino la abundancia microbiana cultivable en suelos contaminados y no
contaminados por hidrocarburos para evaluar si dicha abundancia cambia signi-
ficativamente de una condicion a otra. Los resultados indicados en la tabla 4
muestran que la presencia del contaminante disminuyo la abundancia de bacte-
rias en tres o cuatro ordenes de magnitud respecto a la abundancia determinada
en las zonas no contaminadas. De igual manera, la abundancia fungica fue menor en
las areas contaminadas respecto de la zona no contaminada.

Tabla 4. Densidad bacteriana en las muestras de suelo (UFc/g suelo)

Bacterias Hongos
NC (x 10%) C (x 10°) NC (x 10°) C (x109)
LG276 62.3 8 52 79
DEFO2 240 239 343 10
DED3 4 379 35 84
ES402 48 15 2.44 7

Nota: se presenta la media aritmeética (n = 3).

El perfil fisiologico de la comunidad microbiana se caracterizo al usar pruebas
bioguimicas vinculadas a la descomposicion de materia organica y degradacion
de hidrocarburos. Se observaron similitudes en la respuesta en los suelos de las
fosas estudiadas (tabla 5). Al comparar los perfiles bioquimicos de las comunida-
des microbianas de suelos contaminados y no contaminados (tabla 6), se encon-
tro que hay diferencias significativas en los patrones de uso de sustratos en ambas
condiciones (Pperm< 0.05).
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Tabla 5. Frecuencia de uso de sustratos de la comunidad microbiana (bacterias y hongos)
de la zona contaminada y no contaminada

Prueba bioquimica
Urea Proteasas Pectina Celulosa Lignina Lipasas HC
FOSA
NC C NC c NC c NC @ NC C NC C NC c
G276 | 0.01 | 012 | 069 | 065|086 | 075 | 093 | 092 | 0092 | 079 | 082 | 071 | 045 | 0.82
DEFO2 | 0.06 | 017 | 065 | 082 | 086 | 085 | 092 | 0.90 | 0.90 | 0.84 | 0.77 | 051 | 050 | 0.81
DED3 | 0.02 | 021 | 087 | 065|092 | 088 | 096|093 | 094 | 0.87 | 066 | 0.76 | 048 | 0.66
ES402 | 021 | 007 | 058 | 044 | 0.90 | 0.65 | 049 | 045 | 0.70 | 0.68 | 0.47 | 058 | 048 | 0.79
Nota: se presenta la media aritmética (n - 3).
Tabla 6. Analisis permanova de variables microbiologicas del suelo
Variable g.L sc PseudoF perm % cv
Condicion del suelo
(€. NC) 1 465.08 4.166 0.004 20.87
Residual 22 2460.9 7913
Total 23 20926.9
Nota: g. L. equivale a grados de libertad; sc, a suma de cuadrados; PseudoF, a estadistico F-permutado; P a P-va-

perm’

lue permutado; % cv, a coeficiente de variacion; NC, a suelo no contaminado; y ¢, a suelo contaminado

Dichas diferencias se muestran en la figura 3, donde el analisis realizado de
componentes principales, que explica el 81.7 % de la varianza de los datos, indica
que la estructura funcional de las comunidades microbianas asociadas a las fosas
LG276, DEFO2 y DED3, ubicadas en el campo Dacion, fue similar; mientras que el
perfil fisiologico de las comunidades microbianas de los suelos asociados a la fo-
sa ES402, ubicada en Campo Socororo, fue diferente,

La figura 3 también muestra que los perfiles fisiologicos de las comunidades
microbianas asociadas a los suelos no contaminados fueron diferentes a los sue-
los contaminados. Se observa que estas diferencias estan correlacionadas princi-
palmente a la frecuencia de degradacion de celulosa, a la produccion de ureasas
y a la degradacion de hidrocarburo, respuestas que fueron mas frecuentes en
suelos contaminados.
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Figura 3. Analisis de componentes principales de los perfiles fisiologicos de
las comunidades microbianas (bacterias y hongos) aislados de suelos contaminados
y no contaminados adyacentes a fosas petroleras
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Degradacion de hidrocarburos y producciéon de surfactantes

Aquellas bacterias aisladas de suelos contaminados de cada fosa, que presen-
taron actividad lipolitica y capacidad hidrocarburoclastica, se sometieron a prue-
bas de seleccion de potencial produccion de biosurfactantes. Los resultados se
muestran en la figura 4. Se observa que la mayor frecuencia de bacterias con po-
tencial de produccion de biosurfactantes se encuentra en los suelos asociados a
las fosas ES402 y LG276.

Se determind un elevado porcentaje de cepas con capacidad hemolitica (agar
sangre) en las fosas ES402 (82 %), LG276 (83 %), DED3 (79 %)y DEFO2 (37 %). La res-
puesta disminuye con las pruebas confirmatorias para deteccion de biosurfactan-
tes por su naturaleza ionica, pues se encontrd que el 67 % de bacterias aisladas
del suelo de la fosa ES402 producen surfactantes anionicos (prueba de CTAB) y un
31 % de estas bacterias produce biosurfactantes catidnicos (prueba de sps). De
igual manera, el 22 % de las bacterias aisladas de la fosa LG276 produce biosurfac-
tantes anionicos y otro 22 % produce surfactantes cationicos; el 28 % de bacterias
de la fosa DED3 produce biosurfactantes anionicos y 13 % produce biosurfactan-
tes cationicos; mientras que de la fosa DEFO2 no se detectd produccion de sur-
factantes ionicos.
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Figura 4. Frecuencia de bacterias con potencial de produccion
de biosurfactantes aisladas de suelos de fosas petroleras
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Discusion

La contaminacion por hidrocarburos causa severos danos ecologicos en el suelo.
Es por ello por lo que la remediacion de los sitios contaminados es materia priori-
taria de investigacion en la actualidad. Los suelos estudiados cuentan con las ca-
racteristicas propias de suelos bien drenados de las sabanas (Lopez-Hernandez
y Hernandez-Valencia, 2008), los cuales se caracterizan por contar con una baja
concentracion de nutrientes y acidez moderada. Se evidenciaron cambios signifi-
cativos de las condiciones edaficas por la contaminacion con hidrocarburos (tabla
3). Este cambio se atribuye a la concentracion de aceites y grasas en el suelo con-
taminado, pues los hidrocarburos interfieren con el intercambio de cationes (Osuiji
y Opiah, 2007; Zamora et al,, 2012).

El suelo contaminado adyacente a la fosa DED3 presenta la mayor concentra-
cion de aceites y grasas (8.62 %), seguido por el suelo adyacente a las fosas LG276
(6.63 %) y DEFO2 (6.06 %) v, finalmente, esta la fosa ES402 (1.53 %). La concentra-
cion de aceites y grasas es de 10 a 40 veces mayor que en los suelos no contami-
nados (0.20 %); sin embargo, dichos aceites y grasas corresponden principalmente
a hidrocarburos de petroleo (Infante y Morales, 2012), ya que, aunque la técnica
utilizada no discrimina entre fuentes minerales y biologicas, es bien sabido que
estos suelos cuentan con muy baja cantidad de materia organica, por lo que las
unicas fuentes de aceites y grasas son externas.
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Cabe mencionar que todas las muestras de suelos estudiados presentan una
concentracion de aceites y grasas mayor a la permisible de acuerdo con el De-
creto num. 2635, el cual establece que el porcentaje maximo de este tipo de con-
taminantes en suelo es de 3 % para desechos confinados y 1 % para desechos
esparcidos. En este caso, todos los suelos sobrepasan el limite para desechos es-
parcidos y tres de ellos (DED3, DEFO2 y LG276) sobrepasan el limite de desechos
confinados.

Con respecto a la vegetacion, los resultados mostraron que la riqueza de es-
pecies en las zonas contaminadas es menor que en las zonas Nno contaminadas.
Esto indica que la presencia del contaminante afecta el establecimiento de algu-
nas especies de plantas, una consecuencia que ha sido reportada ampliamente
en la literatura (Dos Santos y Maranho, 2018). Un aspecto importante de mencio-
nar, es que la composicion floristica entre las fosas DED3, DEFO2 y LG276 es muy
diferente entre si, tomando en cuenta que se encuentran geograficamente cer-
ca una de la otra. La variedad de especies depende principalmente de los efec-
tos ocasionados por la contaminacion y la intervencion humana, esto se evidencia
ya que predominan especies vegetales propias de sitios intervenidos. Por tanto, la
diferencia floristica entre las fosas depende de su antiguedad, de la caracteristica
de los desechos, asi como de la homogeneidad de la contaminacion alrededor de
la fosa y la frecuencia con la cual se conforman los depositos de residuos en el si-
tio. En total, se encontraron 27 especies caracteristicas de sitios intervenidos, en-
tre las cuales destacan Calotropis procera, Calotropis gigantea, Ricinus communis
y Andropogom gayanus (Duno de Stefano et al,, 2006; Hernandez Valencia et al,,
2017b), las cuales han sido introducidas ampliamente en el pais.

La presencia de vegetacion en las areas contaminadas con hidrocarburos re-
presenta una ventaja en la aplicacion de tecnologias biologicas para la rehabi-
litacion de estas areas, pues la tolerancia de las plantas al contaminante y a la
microbiota asociada podria facilitar la fitodegradacion del hidrocarburo (Wisz-
niewska et al., 2016), ademas de procurar un mejor aspecto paisajistico.

Los perfiles fisiologicos de las comunidades microbianas de los suelos estu-
diados tambien mostraron diferencias significativas entre contaminado y no conta-
minado (tabla 6). Estos cambios, de acuerdo con los valores mostrados en la tabla 5,
se relacionan con la frecuencia de microorganismos con capacidad para degra-
dar hidrocarburos. Este resultado demuestra que la presencia del contaminante
induce selectividad de grupos capaces de tolerar la presencia de hidrocarburos
(Ruiz et al., 2021).

Los patrones de uso de sustratos de las comunidades microbianas asocia-
das a los suelos contaminados difieren de los del suelo no contaminado en la
produccion de exoenzimas, como proteasas y ureasas (figura 3). Las enzimas son
consideradas importantes indicadores debido a que catalizan las reacciones me-
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tabolicas en diversos procesos, como la descomposicion. En el caso de los com-
puestos organicos resistentes a la biodegradacion, las deshidrogenasas, ureasas
y lipasas se han utilizado para indicar el proceso de biodegradacion de hidrocar-
buros de petroleo, pues estas enzimas disminuyen su actividad cuando el proce-
so de biodegradacion declina (Wang et al, 2010). Por su parte, el incremento de
la actividad de hidrolisis proteica ocasionado por proteasas puede deberse a su
movilizacion y a la degradacion de microorganismos muertos a causa de la toxici-
dad de los contaminantes. Aunque, de acuerdo con Fonturbel (2004), estas enzi-
mas pueden presentar mayor actividad, ya que son fundamentales en la cinética
de los procesos de degradacion.

Asi, para que los hidrocarburos puedan ser degradados por los microorganis-
mos, deben cumplirse determinadas condiciones; entre ellas, la biodisponibilidad
de las moléculas del hidrocarburo que para el ataque microbiano es crucial (Var-
jani'y Upasani, 2017). La biodisponibilidad de los contaminantes depende de sus
propiedades quimicas, tales como hidrofobicidad y volatilidad, propiedades del
suelo, condiciones ambientales y actividad biologica. La hidrofobicidad y la ba-
ja solubilidad de las moléculas de hidrocarburo hacen que estas sean adsorbidas
mas fuertemente por los componentes del suelo, con lo que disminuye su dispo-
nibilidad para el atague microbiano.

Los biosurfactantes son moleculas anfipaticas que las bacterias producen como
metabolitos secundarios en la fase estacionaria del crecimiento (Yan et al., 2012) y
que facilitan la disolucion o la desorcion, solubilizacion o incluso emulsificacion de
las moléculas de hidrocarburos. Esta estrategia de ataque microbiano al contami-
nante ha sido ampliamente estudiada para facilitar las labores de biorremediacion.

Los resultados de la figura 4 indican que un elevado porcentaje de bacterias
aisladas de las zonas contaminadas, y que presentaron capacidad de utilizar el hi-
drocarburo como fuente de carbono y energia, tiene potencial de producir bio-
surfactantes. Se utilizo la prueba de agar sangre segun fuentes bibliograficas que
senalan como la ruptura de las células de sangre (lisis hemolitica) podria deberse
a la presencia de moléculas activas de biosurfactantes (Cameotra y Makkar, 1098;
Satpute et al,, 2008). Se encontrd que las mayores respuestas positivas se obtu-
vieron de las fosas ES402, LG276 y DED3. Las pruebas de agar azul (CTAB, SDS)
son las denominadas pruebas de comportamiento especifico, que se basan en las
observaciones en medios de cultivo y el comportamiento de los biosurfactantes
sobre estos, lo que facilita la deteccion de microorganismos productores de bio-
surfactantes (Mnif y Ghribi, 2015). Estas pruebas confirmaron que las bacterias de
la fosa DEFO2 no presentaron la capacidad de producir biosurfactactantes con
carga ionica; estos son del mayor interes en la biorremediacion por ser los mas efi-
cientes (Shukla y Tyagi, 2006).
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Al comparar los resultados de las pruebas de CTAB y sDs de las tres fosas
con respuesta positiva a las pruebas, llama la atencion que en el caso de la fo-
sa ES402, el porcentaje de cepas productoras de biosurfactantes con carga anio-
nica es mucho mayor que el de aquellas que producen biosurfactantes de carga
cationica, mientras que para las fosas LG276 y DED3, la tendencia fue una mayor
frecuencia de produccion de biosurfactantes cationicos respecto de los anioni-
cos (figura 4).

Este resultado pone en evidencia las condiciones distintas en la fosa ES402
respecto a las demas. Esta fosa se encuentra alejada de las demas fosas de es-
tudio. Ademas, las condiciones nutricionales del suelo, la acidez y el tipo de cru-
do de la fosa estudiada es diferente, lo que podria contribuir en las diferencias
encontradas, pues el tipo de surfactante producido depende de factores fisiolo-
gicos determinados por las necesidades de los microorganismos (Walter et al,
2010). Los biosurfactantes con carga ionica son los de mayor interées para la bio-
rremediacion de sitios contaminados con hidrocarburos; destacan por su eficien-
cia para reducir la tension interfacial, la capacidad de dispersion y emulsificacion
(Shukla'y Tyagi, 20006).

Por sus capacidades metabdlicas, los microorganismos autoctonos aislados
de las fosas petroleras tienen potencial para ser utilizados en tecnologias de re-
mediacion de sitios impactados por hidrocarburos. En ese sentido, diversos tra-
bajos experimentales han demostrado que la combinacion de fitorremediacion y
biorremediacion es altamente eficiente. Un ejemplo de ello es el caso de Fatima
et al. (2016), en el que se determino la degradacion de crudo usando Brachiaria
mutica y Leptochloa fusca inoculadas con un consorcio de dos bacterias endofiti-
cas degradadoras de petréleo, Acinetobacter sp. y Pseudomonas aeruginosa. Los
autores reportaron degradacion del 78 % comparado con un 40 % al usar solo fi-
torremediacion. Asimismo, Almansoory et al. (2015) reportan un 93.5 % de degra-
dacion de hidrocarburos totales de petroleo, debido a un proceso combinado de
fitorremediacion con Ludwigia octovalvis inoculada con Serratia marcescens, pro-
ductora de biosurfactantes.

De acuerdo con lo anterior y con los resultados encontrados en este estudio,
la presencia de plantas tolerantes autoctonas, asociadas a una microbiota nativa
con capacidad de degradar hidrocarburos y producir compuestos tensoactivos,
constituye una ventaja para el diseno y la implementacion de tecnologias de bio-
rremediacion altamente eficientes, orientadas a rehabilitar areas impactadas por
la actividad petrolera.

Conclusiones

Los suelos adyacentes a las fosas petroleras presentan condiciones edaficas di-
ferentes a las de aquellos menos impactados. Estas diferencias estan determina-
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das por la concentracion de aceites y grasas en los bordes de las fosas. La riqueza
floristica y la densidad microbiana son menores en las adyacencias de la fosa, lo
cual evidencia el efecto negativo del hidrocarburo sobre el ecosistema suelo. A
pesar de ello, se determind una alta frecuencia de bacterias con capacidad de de-
gradar hidrocarburos y producir biosurfactantes idnicos, por lo que el uso de plan-
tas y microorganismos autoctonos en tecnologias de remediacion podria ser muy
prometedor.

En tal sentido, el uso de plantas y microorganismos autoctonos de las zonas
impactadas por la actividad petrolera representa una ventaja en la aplicacion de
alternativas biotecnologicas para la rehabilitacion de estos suelos contaminados.
A largo plazo, podrian ser aprovechados sustentablemente en actividades agro-
pecuarias o de reforestacion en estos ecosistemas de sabana.
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Actividades enzimadticas como
herramientas para el monitoreo
de la biorremediacidon de suelos
contaminados con hidrocarburos

Victoria Eugenia Vallejo Quintero

Resumen

En la actualidad, la contaminacion de suelos por hidrocarburos (HC) es con-
siderada uno de los problemas ambientales mas importantes a escala
mundial, que representa una grave amenaza para la salud de los organis-
mos vivos, la calidad del suelo y el mantenimiento de los ecosistemas. La
biorremediacion se ha convertido en una tecnologia atractiva, eficiente y
prometedora en comparacion con los metodos fisicoquimicos empleados
en la recuperacion y la remediacion de suelos contaminados con hidrocar-
buros totales de petroleo (HTP) e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HPA).
No obstante, es bien sabido que la efectividad y el éxito de cualquier tec-
nologia de biorremediacion depende considerablemente de la seleccion
y medicion periodica de indicadores durante las etapas de diagnostico y mo-
nitoreo. Por tal motivo, el empleo de parametros bioquimicos del suelo y
particularmente de las actividades enzimaticas (AE) en estudios de biorre-
mediacion ha incrementado considerablemente en los ultimos anos. Las
AE juegan un rol fundamental en el metabolismo microbiano y el funcio-
namiento del suelo, por lo cual, son consideradas como bioindicadores
altamente sensibles que suministran informacion temprana sobre la conta-
minacion edafica y sobre las estrategias de biorremediacion implementa-
das. De la misma forma, se resalta su papel como mediadoras en el ciclaje
de los nutrientes y en las transformaciones de diversos contaminantes pa-
ra integrar informacion sobre el estado vy la actividad de las comunidades
microbianas, asi como las condiciones fisicoquimicas edaficas. El presen-
te capitulo pretende realizar una revision sistematica de la aplicabilidad y la
importancia de las AE como parte de la evaluacion y monitoreo de la biorre-
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mediacion de suelos contaminados con Hc; para ello, se identificaran, por
una parte, las actividades mas utilizadas y sus respuestas ante la contami-
nacion; por otra, se revisaran los metodos que mas se emplean para su de-
terminacion, y se destacaran casos relevantes en el dambito mundial.

Palabras clave

Parametros bioquimicos, biomonitoreo, tecnologias biologicas, suelos con-
taminados, indicadores microbianos.

Introduccién

a contaminacion de suelos por hidrocarburos (HC) debido a derrames de pro-

ductos derivados del petroleo se considera un problema ambiental de alto
impacto a escala global que afecta la salud humana, de plantas y animales, y los
ecosistemas naturales, por ello constituye una de las principales fuentes antropo-
génicas de contaminacion edafica en el mundo (Cai et al., 2020; Okoh et al., 2020;
Quintella et al., 2019). La contaminacion del suelo es un fenomeno de degrada-
cion quimica que provoca un detrimento en la productividad del suelo, y ocasio-
na graves afectaciones en la calidad edafica. La contaminacion puede resultar de
actividades planeadas o involuntarias, ocurre como consecuencia de un almace-
namiento de sustancias toxicas contaminantes en concentraciones que exceden
el poder de amortiguacion natural del suelo, y altera negativamente sus propieda-
des fisicas, quimicas y biologicas (Rodriguez-Eugenio et al,, 2019). Es asi como la re-
cuperacion y saneamiento de los suelos contaminados representa una necesidad
prioritaria a escala global, que a su vez ha conducido a incrementar la investiga-
cion sobre la evaluacion y remediacion de suelos contaminados (Okoh et al., 2020;
Rodriguez-Eugenio et al,, 2019; Vallejo-Quintero et al., 2016).

La contaminacion puede ser atenuada a traves del empleo de tratamientos bio-
loégicos como la biorremediacion, un proceso en que los organismos vivos (plan-
tas, hongos, bacterias, etc) o sus productos se utilizan de forma natural o artificial
para remediar o reducir contaminantes en el medioambiente (Martinez-Sepul-
veda et al, 2019; Quintella et al,, 2019). El proceso de biorremediacion se basa
principalmente en la capacidad de diferentes enzimas o complejos de enzimas
que actuan sobre varios sustratos (Chae et al, 2017; Guauque-Torres y Bustos,
2019). Particularmente, los microorganismos son capaces de degradar o convertir
diversos tipos de contaminantes que son utilizados como fuente de energia'y, de
esta forma, producir mayoritariamente compuestos menos toxicos para reducir
su concentracion en un tiempo razonable si las condiciones ambientales son op-
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timas (Vallejo-Quintero et al, 2016; Dos Santos y Maranho, 2018). Comparada con
otros tratamientos (fisicos, quimicos y termicos), la biorremediacion presenta di-
versas ventajas, tales como ser considerada economicamente viable, ser eficien-
te, requerir menos energia que otros tratamientos y estar catalogada como una
tecnologia ambientalmente amigable (Okoh et al,, 2020). Es asi, como investiga-
ciones previas en el mundo han demostrado el exito de distintas estrategias de
biorremediacion, como la biocaumentacion, la bioestimulacion y la fitoremediacion
para recuperar suelos afectados por derrames de hidrocarburos totales de pe-
troleo (HTP) e hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA) (Chen et al., 2019; Gos-
podarek et al., 2021, Vallejo-Quintero et al., 2016). Los microorganismos nativos se
caracterizan por estar adaptados a las condiciones del sito contaminado y poseer
una amplia diversidad metabodlica que les permite degradar distintos contami-
nantes presentes en el ambiente (Vallejo-Quintero et al., 2016; Wu et al,, 2019). No
obstante, cuando la abundancia, la actividad y la biodiversidad de los microorga-
nismos degradadores es baja, se pueden implementar estrategias como la bioau-
mentacion, que consiste en la adicion de cepas o consorcios de microorganismaos
autoctonos, aldéctonos o, incluso, modificados geneticamente para disminuir o eli-
minar los contaminantes presentes (Wu et al,, 2019). Para el caso de la bioestimu-
lacion, se realiza la adicion de nutrientes, particularmente nitrogeno y fosforo, con
el fin de estimular la actividad metabolica de los microorganismos nativos o au-
toctonos, y acelerar las tasas de degradacion de los contaminantes (Martinez-Se-
pulveda et al.,, 2019).

Cuando se disena e implementa un proceso de biorremediacion, debe demos-
trarse su eficacia a traves del monitoreo de un conjunto de indicadores quimi-
cos, biolégicos y microbiolégicos, evaluados periodicamente (Lee et al, 2020;
Vallejo-Quintero et al., 2016). A su vez, el grado de éxito y efectividad de la biorre-
mediacion depende de una serie de factores medioambientales y propiedades fi-
sicoquimicas que influyen considerablemente en la tasa de degradacion de los
HTP, los cuales generalmente forman parte de ese conjunto de indicadores, ta-
les como la textura del suelo, el pH, el contenido y relacion de nutrientes (C, N
y P), la temperatura, la humedad, la porosidad, la salinidad, la disponibilidad de
aceptores finales de electrones (principalmente oxigeno), y la concentracion y el
tipo de contaminantes (Martinez-Sepulveda et al, 2019). Sin embargo, teniendo
en consideracion que la biorremediacion es un proceso biologico y depende de
los microorganismos edaficos, es indispensable incluir en la fase de monitoreo
indicadores que evaluen la dinamica y respuesta de la diversidad y actividad de
los microorganismos degradadores frente a la estrategia implementada y el con-
taminante presente en el suelo (Cuevas-Diaz et al., 2017; Kaushal et al,, 2018; Lee
et al, 2020). Por ello, una determinacion y una comprension de los parametros
bioquimicos, particularmente de las actividades enzimaticas (AE), asi como de las
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relaciones entre estas y las variables edaficas, han tomado gran fuerza en los ulti-
mos anos (Cai et al.,, 2020; Dos Santos y Maranho, 2018; Paneque et al., 2020).

La medicion de la AE durante la biorremediacion muestra el metabolismo mi-
crobiano, y esto representa el potencial del suelo para apoyar los procesos bio-
quimicos ecosistémicos (Margesin et al, 2007). De la misma forma, la presencia
y actividad de dichas enzimas se considera como un indicador del tipo y nivel de
la contaminacion, asi como de la calidad vy la salud del suelo (Datt y Singh, 2019;
Sharma et al,, 2019). Se ha evidenciado que la respuesta de las AE frente a diver-
sos factores es mas evidente y temprana que en el caso de otras propiedades
del suelo (fisicas, quimicas u otras biologicas), por tanto, se han propuesto por di-
versos autores como indicadores utiles en el monitoreo de la contaminacion con
metales pesados, pesticidas e Hc (Chen et al,, 2019; Margesin et al,, 2007, Maurya
et al, 2020; Shen et al,, 2016).

Estudios previos muestran que la actividad metabolica del suelo se ve con-
siderablemente afectada por la presencia de contaminantes, lo que genera un
aumento, disminucion o incluso inhibicion de las AE (por ejemplo lipasas, laca-
sas, B-glucosidasas, deshidrogenasas, catalasas, entre otras), como respuesta de
la presencia y actividad de poblaciones microbianas degradadoras nativas de-
bido a la contaminacion por Hc (Chen et al., 2019; Ortiz-Maya et al., 2017; Polyak
et al,, 2018). El efecto sobre las AE depende fundamentalmente del tipo vy de la
concentracion del contaminante. Por tanto, responde de acuerdo con su toxicidad
y biodegradabilidad, asi como con el estado fisiologico de los microorganismos
(Gospodarek et al., 2021; Shen et al,, 2016). Es importante resaltar que los efectos
creados por los contaminantes sobre las actividades bioquimicas generan un de-
terioro en la salud, la calidad y, por ello, las funciones del suelo, que a su vez dis-
minuye la productividad y ocasiona efectos irreversibles en el ecosistema (Lee et
al,, 2020).

Teniendo en cuenta lo anterior, en el presente capitulo se realizara una revi-
sidn sistematica acerca de la importancia y la aplicabilidad de las actividades en-
zimaticas como parte de la evaluacion y el monitoreo de la biorremediacion de
suelos contaminados con HC, para lo cual, se identificaran las AE mas utilizadas y
sus respuestas frente a la contaminacion. Ademas, se revisaran las metodologias
mas empleadas para su determinacion, especificando casos destacables a esca-
la mundial, y las nuevas perspectivas en investigacion en el campo.

Generalidades sobre las actividades enzimadticas del suelo

La importancia de la medida de los parametros bioquimicos del suelo ha incremen-
tado considerablemente en los ultimos anos, puesto que intervienen en la mayoria
de los procesos del suelo y son esenciales para que pueda realizar sus funciones
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adecuadamente (Kaushal et al., 2018; Maurya et al., 2020). Por ejemplo, son res-
ponsables de la formacion de moléeculas organicas que participan activamente
en el ciclaje de nutrientes (nitrogeno, fosforo y carbono); asimismo, cumplen un
papel fundamental en procesos como la descomposicion y la mineralizacion de
materia organica, la inmovilizacion de nutrientes, la fijacion de nitrogeno vy la de-
gradacion de contaminantes y xenobicticos. Las actividades biologicas del suelo
son sensibles a diversas condiciones de estrés ambiental, que resulta en cam-
bios en la composicion de especies y la tasa metabdlica de la comunidad mi-
crobiana del suelo (Karigar y Rao, 2011, Martinez-Sepulveda et al, 2019; Quintella
etal, 2019).

Las enzimas catalizan y transforman los contaminantes organicos vy, por tanto,
actuan como potenciales bioindicadores de la remocion de los HC; esto permite
diagnosticary monitorear problematicas de contaminacion, y hacer seguimiento de
procesos de recuperacion y biorremediacion (Chikere et al., 2011; Lee et al., 2020;
Shen et al., 2016). Las AE se relacionan estrechamente con la biologia del suelo,
debido a que su cantidad y actividad depende de una liberacion permanente por
parte de los organismos vivos, ademas se relacionan con funciones ecologicas
como la produccion de biomasa, la remediacion de contaminantes, y el manteni-
miento y la conservacion de ecosistemas (Sharma et al., 2019).

Las enzimas son moléculas de naturaleza proteinica que catalizan reacciones
biogquimicas sin sufrir ninguna alteracion permanente. Estan compuestas de ami-
noacidos unidos por enlaces peptidicos, en cadenas, llamadas polipéptidos (Ka-
rigar y Rao, 2011; Maila y Cloete, 2005). Las enzimas son catalizadores especificos
que intervienen sobre sustratos a los que transforman en productos necesarios
para los ciclos biologicos. Asi determinan en gran medida las transformaciones
quimicas edaficas, y suministran valiosa informacion sobre aspectos claves aso-
ciados con la calidad del recurso suelo (Burns et al., 2013; Karigar y Rao, 2011; Datt
y Singh, 2019). Factores tales como las propiedades fisicas del ambiente, la com-
posicion quimica y el estado fisiolodgico de los microorganismos influye en las AE
(Maila y Cloete, 2005).

Las principales fuentes de las enzimas del suelo son las raices de las plantas,
asi como animales y microorganismos; dichas enzimas se clasifican en intrace-
lulares, que forman parte de la biomasa microbiana; y en extracelulares, aque-
llas secretadas o liberadas al exterior durante el metabolismo y la muerte celular,
aunque, por lo regular, su vida media como enzimas libres es muy corta (Burns et
al., 2013; Maila y Cloete, 2005, Piotrowska-Dtugosz, 2017). Por ultimo, existen las
enzimas inmovilizadas o estabilizadas que corresponden a aquellas que mantie-
nen un nivel constante y estable de AE en el suelo, independiente del crecimien-
to microbiano y de las formas usuales de regulacion de la sintesis y secrecion de
enzimas (Burns et al., 2013). Este tipo de enzimas que ya no estan asociadas con
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células viables puede permanecer unidas u absorbidas a coloides minerales, co-
mo la arcilla, o también a coloides organicos, como las sustancias humicas, que
son altamente resistentes a procesos de desnaturalizacion (Cuevas-Diaz et al,
2017, Datt y Singh, 2019; Gianfreda y Ruggiero, 2006).

Las enzimas encontradas en el suelo corresponden a cuatro clases: hidrolasas,
oxidorreductasas, liasas y transferasas (Burns et al, 2013; Piotrowska-Dtugosz,
2017). No obstante, la mayoria de los trabajos relacionados con la AE en sue-
los se ha centrado en el estudio de las oxidoreductasas por el papel en la oxi-
dacion de la materia organica; estas enzimas juegan un papel fundamental en
la humificacion de diferentes substancias fendlicas que son producidas por la des-
composicion de la lignina en el suelo (Maila y Cloete, 2005). Ademas, detoxifican
xenobioticos, tales como compuestos fenolicos a traves de polimerizacion, copo-
limerizacion con otros substratos o union a sustancias humicas. Por gjemplo, las
reacciones enzimaticas mas relevantes durante la degradacion aerobica de con-
taminantes organicos como los HC aromaticos generalmente abarcan oxidaciones
catalizadas por las oxigenasas y las peroxidasas. Las primeras corresponden a oxi-
doreductasas que oxidan los sustratos adicionando uno (monooxigenasas) o dos
atomos de oxigeno (dioxigenasas) a partir del oxigeno molecular (Carrillo-Cam-
pos, 2019). Las oxigenasas contienen un centro Rieske [2Fe-2S] con hierro (tipo no
hemo) y favorecen la incorporacion de dos atomos de oxigeno en el anillo aroma-
tico para formar areno cis-diol, seguido por una reaccion de dehidrogenacion ca-
talizada por una cis-dihidrodiol dehidrogenasa para obtener catecol o catecol con
sustituyentes, sustratos que facilitan el rompimiento del anillo aromatico por otras
oxigenasas (Carrillo-Campos, 2019; Gibson y Parales, 2000).

Por su parte, las hidrolasas también ejercen una importante funcion en pro-
cesos de descomposicion y formacion de compuestos organicos y en el cicla-
Jje de nutrientes (Burns et al., 2013; Piotrowska-Dtugosz, 2017). En general, ambos
grupos estan involucrados en la degradacion de contaminantes organicos, y son
utiles en etapas de monitoreo durante la implementacion de estrategias de bio-
rremediacion de suelos (tabla 1).

Tabla 1. Tipos de enzimas mas frecuentes (oxidoreductasas e hidrolasas) empleadas
en el estudio de suelos contaminados y su funcion

Clasificacion Nombre Funcion en el suelo/Utilidad Referencia
Participan en la descomposicion Cuevas-Diaz et al.
del peroxido de hidrégeno (H,0,) en (2017); Kaushal et

oxigeno y agua/Indicadoras de la al. (2018); Lin et al.

Oxidoreductasas Catalasas (CAT) degradacion de Hc. Monitoreo de (2009); Polyak et al.

procesos de biorremediacion de (2018); Wolinska
compuestos organicos. et al. (2016).
(Continua)
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Son enzimas que catalizan la
oxidacion de una gran diversidad
de compuestos fenolicos

y aromaticos (p-difenoles)/
Detoxificacion de contaminantes y
biorremediacion de HPA.

Okino-Delgado et al.
(2019);
Strong y Claus (2011).

Peroxidasas (PER)

Catalizan la oxidacion de substratos
organicos e inorganicos, oxidacion
de lignina y otros compuestos
fenolicos/Implicadas en la
detoxificacion de contaminantes y
biorremediacion de Hc y fenoles.

Okino-Delgado
et al. (2019).

Deshidrogenasa
(bH)

Enzima que participa en los

procesos de oxidacion biologica
de compuestos organicos a traves
de deshidrogenacion/Indicadora
potencial de la actividad biologica
del suelo, de la contaminacion
edafica por metales pesados,
pesticidas e Hc. Util en el monitoreo
de procesos de biorremediacion.

Chen et al. (2019);
Gospodarek
et al. (2022);
Maurya et al. (2020);
Paneque et al.
(2020);
Polyak et al. (2018);
Wolinska et al.
(2016).

Hidrolasas

Fosfatasa aciday
alcalina (FAY FAL,
respectivamente)

Las fosfatasas catalizan la

hidrolisis de esteres y anhidridos
del acido ortofosforico (H,Po,),
al participar en la mineralizacion
del fosforo organico del suelo

y de la liberacion del fosforo

inorganico necesario para los
microorganismos y las plantas/
Utiles en el monitoreo de procesos
de biorremediacion, indicadores de
contaminacion con metales
pesados, Hc, fertilizantes y

pesticidas.

Cuevas-Diaz et al.
(2017); Chae et al.
(2017); Gospodarek
et al. (2021); Kosnar
et al. (2019); Maurya

et al. (2020).

B-glucosidasa
(GLUC)

Enzima involucrada en la
sacarificacion de la celulosa,
cataliza la hidrolisis de 3-D-
glucosidos, cuyo producto final es
la glucosa, que representa
una fuente importante de energia
para los microorganismos del
suelo/Detecta perturbaciones
asociadas con la contaminacion
por metales pesados e Hc,
salinidad, cambios drasticos del
pH, contenido de nutrientes,

carbono organico y otras

propiedades edaficas.

Maurya et al. (2020).

Chae et al. (2017);
Lee et al. (2020,
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Hidrolasas

Lipasas (LIP)

Enzimas que actuan sobre el
enlace éster de las moleculas
de triacilglicerol presentes en las
grasas o en los aceites/Utiles en
el monitoreo de contaminantes
organicos y en procesos de
biorremediacion de Hc.

Kumar et al. (2020,
Lin et al. (2009);
Okino-Delgado et al.
(2019);
Margesin et al. (2007);
Shen et al. (2016);
Sharma et al. (2019).

Proteasas (PROT)

Enzimas que actuan en las
reacciones de hidrolisis de
proteinas y péptidos, y de
oligopéptidos de los aminoacidos
de amonio lo que las lleva a
participar en el ciclo del nitrogeno/
Indicadoras de la actividad
microbiana.

Chae et al. (2017);
Okino-Delgado
et al. (2019);
Sharma et al. (2019).

Ureasas (UR)

Catalizan la hidrolisis de urea a
dioxido de carbono y amoniaco/
Indicadoras de la contaminacion

con hidrocarburos, pesticidas,

metales pesados vy fertilizantes
(organicos e inorganicos)/
Utiles en el seguimiento de la
biorremediacion.

Gospodarek et al.
(2021); Polyak et al.
(2018); Shen et al.
(2016).

Arilsulfatasas
(ARIL)

Enzimas que catalizan la hidrolisis
del éster-sulfato de la materia
organica del suelo liberando
azufre, elemento esencial, como
ion sulfato (so,?)/Utiles en
procesos de seguimiento de la
biorremediacion.

Chae et al. (2017);
Kosnar et al. (2019);
Lee et al. (2020).

Actividades enzimdticas empleadas en el monitoreo
de la biorremediacion de suelos contaminados con Hc.
Casos de estudio en el mundo

La contaminacion por petroleo ha sido un tema de preocupacion global, ya que
genera deterioros en la calidad del suelo y del agua. De manera general, los de-
rrames de petroleo en la tierra afectan los ecosistemas al alterar la vegetacion
natural, la vida silvestre, los procesos microbianos, las caracteristicas y la salud
global del suelo (Rodriguez-Eugenio et al, 2019). El impacto ecologico del pe-
troleo en el funcionamiento de los suelos se ve con mayor claridad a traves del
cambio en la actividad de los microorganismos y enzimas del suelo (Martinez Se-
pulveda et al., 2019; Polyak et al., 2018).

El monitoreo ambiental es una etapa fundamental en la evaluacion del desem-
peno vy la eficiencia de la remediacion, cuyo proceso se basa en el seguimiento
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de los cambios asociados con distintas propiedades o indicadores, y se convier-
te en un componente critico para cumplir con los requisitos reglamentarios y de
seguridad (Lee et al., 2020). Durante el monitoreo ambiental, y de acuerdo con los
objetivos propuestos, generalmente se evaluan los contaminantes y sus metabo-
litos; se determina el destino y el transporte de contaminantes, y se analizan pro-
piedades relacionadas con importantes funciones y procesos en el suelo. Al tener
en cuenta lo anterior, es importante resaltar que el objetivo final de un proceso de
biorremediacion de suelos contaminados no solo se enfoca en eliminar el conta-
minante o, en su defecto, reducir su concentracion hasta limites acordes con las
legislaciones respectivas, sino también en recuperar la calidad y la salud del sue-
lo (Martinez-Sepulveda et al., 2019). Consecuentemente, es indispensable dispo-
ner de indicadores sensibles y relevantes que permitan evaluar dicha calidad, por
lo que es de gran relevancia analizar la estructura y la dinamica de poblacion mi-
crobiana degradadora y de sus AE en procesos de recuperacion de suelos para
conocer tanto el grado de su restauracion como el de la tecnologia implementa-
da con el fin de garantizar su eficiencia y exito.

En general, existen dos formas de ejecutar esquemas de monitoreo de la bio-
degradacion de los contaminantes: directos, a traves de la cuantificacion periodica
de su reduccion en concentracion mediante tecnicas cromatograficas, espectro-
fotométricas, gravimétricas, entre otras (Margesin et al, 2007); e indirectos, en
donde se evalua la conversion o la transformacion de los contaminantes por el
metabolismo de los microorganismos; algunos de ellos incluyen mediciones en
el nivel de la biomasa microbiana, recuentos de microorganismos degradadores,
respirometria, actividad enzimatica, entre otras (Margesin et al, 2007).

Uno de los aspectos clave por los cuales las AE se han empleado durante el
monitoreo de suelos contaminados y como parte de los procesos de seguimien-
to en suelos sometidos a tecnologias de recuperacion, ha sido la facilidad en la
gjecucion de los ensayos enzimaticos, los cuales involucran procedimientos sen-
cillos, cortos y que usualmente se llevan a cabo bajo condiciones controladas en
laboratorio, para poder prevenir o mitigar los cambios que pudiesen ocurrir en la
composicion de la biota del suelo.

Lo anterior facilita la comparacion y el analisis de datos de suelos de distinta
procedencia (Gianfreda y Ruggiero, 2006). Sin embargo, el desarrollo de metodo-
logias confiables y precisas es requerido para comprender la relacion causa-efec-
to entre un parametro observado y la modificacion de la enzima. Actualmente, se
ha propuesto monitorear mas de un parametro enzimatico, ya que una sola acti-
vidad no es suficiente para conocer elimpacto sobre la calidad y la salud del sue-
lo, por lo que se sugiere integrarlas a traves de conjuntos minimos de datos (CMD)
que representen el estado funcional del suelo y reflejen holisticamente el impac-
to generado por la contaminacion.
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Las AE han sido utilizadas alrededor del mundo para determinar la influencia de
derivados de Hc sobre la calidad del componente microbiano del suelo, asi como
para determinar el efecto de la implementacion de estrategias de biorremedia-
cion (por gjemplo fitorremediacion, bicaumentacion y bioestimulacion) en suelos
contaminados, y hacer su respectivo monitoreo (Polyak et al, 2018). De acuerdo
con los estudios desarrollados, se ha evidenciado que algunas AE son inhibidas
por algunas clases de Hc, lo que afecta negativamente la calidad y la salud del
suelo. Dicha inhibicion es dependiente de la estructura y la quimica del suelo, asi
como de la naturaleza y concentracion del contaminante, lo que varia considera-
blemente de una enzima a otra.

Por ejemplo, estudios desarrollados por Polyak et al. (2018) evaluaron el efecto de
la contaminacion con petroleo y de diferentes estrategias de remediacion (atenuacion
natural, bioestimulacion y bioaumentacion) sobre parametros fisicoquimicos y bio-
l6gicos (AE: DH, las CAT y las UR) en suelos podzolicos. Los resultados muestran que
la DH fue elindicador biologico mas sensible en el estudio, al evidenciar valores sig-
nificativamente mayores de dicha actividad en suelos no contaminados, en compa-
racion con los suelos contaminados, para las tres estrategias de remediacion. Los
bajos valores de dicha actividad en suelos contaminados reflejan la toxicidad de los
HC sobre los procesos de deshidrogenacion de la materia organica. Similar compor-
tamiento fue evidenciado con la CAT que fue inhibida por altas concentraciones de
Hc. Contrariamente, la biorremediacion incremento la actividad de UR, mas evidente
en la estrategia de bioaumentacion y bioestimulacion. De acuerdo con Paneque et
al. (2020) la aplicacion de aceites de motor de carro en suelos por un periodo de 89
dias genero un efecto negativo sobre la DH (disminucion del 63 % de la actividad) du-
rante todo el experimento, asociado a la toxicidad ejercida de HPA (2-6 anillos aroma-
ticos) a los microorganismos edaficos. Por su parte, la aplicacion de bioestimulacion
en los suelos no contaminados causo un incremento en la actividad de DH, que se
atribuyo a la acumulacion de proteinas de alto peso molecular, las cuales son mas
complejas y dificiles de degradar por parte de los microorganismos del suelo, y re-
quieren de mas tiempo para lograr una completa remocion.

Estudios planteados por Chen et al. (2019) evaluaron el efecto de residuos so-
lidos de vertederos municipales sobre la biodegradacion de TPH en reactores de
fase solida (30 semanas). Los autores proponen a la actividad de bH como un pa-
rametro fundamental para el monitoreo de procesos de biorremediacion, después
de evidenciar una mayor actividad enzimatica, altos recuentos de microorganis-
mos y una abundancia superior de degradadores de HTP en los tratamientos con
adicion (20 % w/w) de estos residuos. El comportamiento de esta actividad fue
atribuida a un incremento en la concentracion del substrato y mineralizacion de-
bido a la estimulacion de nutrientes, asi como a una mayor densidad y actividad
microbiana. La disminucion en la actividad de bH concuerda con la disminucion en
la tasa de remocion de los HTP Yy la presencia de intermediarios toxicos. De mane-
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ra general, los estudios anteriormente planteados concluyen que la actividad de
DH es un parametro bioquimico muy util para evaluar distintos tipos de estrategias
de biorremediacion y para estudiar los factores que afectan la biorremediacion de
HC. La DH es una enzima clave en la comprension del metabolismo y de los pro-
cesos microbianos y, por tanto, de la actividad biologica.

Por su parte, Lin et al. (2009) evaluaron los cambios de la poblacion microbiana
y de AE (CAT, polifenol oxidasas-PPO y LIP) por un periodo de 2 anos en suelos con-
taminados con aceites durante la biorremediacion en un experimento en campo.
Las actividades de cAT y PPO en suelos contaminados decrecieron significativa-
mente alincrementar la concentracion de los HC; contrariamente, la actividad de LiP
aumento al anadir la concentracion de HTP. Los cambios en dicho parametro in-
dicaron que los aceites en el suelo favorecieron el crecimiento de los microorga-
nismos y mejoraron el metabolismo de los HTP. En general, la actividad de cAT fue
mas sensible a los hidrocarburos frente a las otras dos enzimas evaluadas, por lo
que se vuelve una alternativa para el monitoreo de procesos de biorremediacion.

Contrario a los estudios anteriores, Cuevas-Diaz et al. (2017) evidenciaron una
mayor sensibilidad y rapida respuesta de la FAL en procesos de biorremediacion
de suelos contaminados con HTP; dicha actividad a su vez presentd una fuerte co-
rrelacion con el crecimiento microbiano y la remocion de HTP. Es importante re-
saltar que los autores en su estudio evaluaron tres tipos de AE (FA, FAL y CAT) en
suelos que recibieron adiciones de productos agroindustriales y macronutrientes
durante la remediacion de suelos contaminados con HTP. De forma similar, inves-
tigaciones llevadas a cabo por Gospodarek et al. (2021) muestran que la bH fue
un buen indicador de la contaminacion con diésel. Por su parte, la contaminacion
con aceites disminuyo la actividad de la FAL, mientras que la FA mostro una reduc-
Cion para todos los tipos de He evaluados. El efecto generado sobre las AE mostro
una alta correlacion y dependencia entre la naturaleza de los contaminantes pe-
troliferos, eltipo de enzima y el tiempo transcurrido desde la contaminacion. En la
tabla 2 se presenta una seleccion de algunos de estos y otros estudios sobre bio-
rremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos, asi como los meétodos
analiticos que han empleado para cuantificar la actividad enzimatica.

Tabla 2. Métodos analiticos empleados para la cuantificacion de las actividades enzimaticas

Objetivo del estudio | Parametros Método empleado Resultados Autores
bioquimicos para el monitoreo relevantes
monitoreados | ambiental/Referencia
Evaluary comparar DH. AE DH: determinacion Los resultados Kosnar et al.
la remocion de HPA ligninoliticas colorimetrica del muestran que el (2019).
en suelos agricolas (lacasas y producto liberado tratamiento de
despues de la manganeso 2.3,5-trifenilformazan | microrremediacion
implementacion peroxidasa) y AE (TFF) (485 nm) asistida

(Continua)
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de estrategias de hidroliticas tras la incubacion incremento
atenuacion natural, (B-D- con cloruro de significativamente
fitoremediacion, glucosidasa, 2,3,5-trifeniltetrazolio/ la biomasa
microrremediacion fosfatasas, AE ligninoliticas e microbiana y
y microrremediacion lipasasy hidroliticas. Método la actividad
asistida con respecto | arilsulfatasas). | fluorometricos con sus manganeso
a distintas AE. respectivos sustratos. peroxidasa en
4-methylumbellifery! el suelo, cuya
-D-glucopyranoside, correlacion se dio
4-methylumbelliferyl | fuertemente con la
phosphate, remocion de HPA.
4-methylumbelliferyl
sulphate potasium salt
y 4-methylumbellifery!-
caprylate.
Evaluar cambios CAT, Polifenol CAT: metodo de Las actividades Linetal
en la comunidad oxidasa (PPO) titulacion con de CATY PPO (2009).
microbianay las y LIP. permanganato de en los suelos
AE durante la potasio/Guan, 1986. contaminados
biorremediacion PPO: Método de disminuyeron
de suelos colorimetria. significativamente
contaminados con LIP: Metodo de alincrementar la
diferentes titulacion koH-Etanol. concentracion
concentraciones del Hc; mientras
de HC porun que la actividad
periodo de 2 anos. de LIP aumento.
Las AE de CATY
PPO mejoraron
despues de la
biorremediacion,
contrario a la
LIP. La cAT fue
la enzima mas
sensible a la
contaminacion
con Hc, lo que
representa una
alternativa para
el monitoreo
de procesos de
biorremediacion.
Evaluar la respuesta DH DH: determinacion La adicion de \Wolinska et
de la comunidad CAT colorimetrica del sustancias de al. (2016).
microbiana nativa producto liberado petroleo al
y parametros 2.3,5-trifenilformazan suelo conllevo
biologicos en suelos (TFF) (485 nm) tras la tanto a efectos
contaminados con incubacion a 37 °C por estimulantes
combustibles de 24 h de muestras de como inhibitorios
automovily aceites suelo con cloruro de de las AE,
de motor. 2,3,5-trifeniltetrazolio. | dependiendo de la
concentracion
(Continua)
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CAT: determinacion y tipo de
reversa de H,0, contaminante
residual por titulacion (aceite nuevo,
con permanganato residuos de
de potasio. petroleo, gasolina

y diésel); de estos,
la gasolina fue
el compuesto

que genero mas
efectos negativos
sobre las AE.

Evaluar el efecto de FA FAY FAL: método Los resultados Gospodarek
distintos derivados FAL de determinacion muestran que et al. (2022).
del petréleo DH espectrofotométrica aun despues
(gasolina, aceite UR (400 nm) del de 5 anos hay
de motor usado y p-nitrofenol (p-NP) efectos nocivos
diésel) sobre 4 AE liberado. de los derivados
durante los procesos DH: método de de Hc sobre las

de biorremediacion
en suelos por un
periodo de 4 anos.

extraccion con acetona | AE. Lo anlterior fue
del Triphenylformazan | dependiente de

(TPF), el cual es la enzima, tipo
producto de la reaccion | de contaminante
catalizada por la yedad dela
dh (546 nm). contaminacion.
UR: ensayo LapH fue la
colorimeétrico de enzima mas
determinacion del sensible a a
amonio liberado contaminacion
después de hidrolizar la | Particularmente
urea (630 nm). con diesel,
esto la hace un
bioindicador

adecuado para
el monitoreo
de suelos
contaminados.

Evaluar el efecto DH. DH: méetodo de La adicion de Saeed et al.
de la estrategia Hidrolisis del | extraccion con acetona | biocarbonos al (2021).
de bioestimulacion diacetato de del Triphenylformazan | suelo incremento
con biocarbonos en |  fluoresceina. (TPF), el cual es significativamente
la biorremediacion producto de la reaccion las AE y con ello
de suelos catalizada por la dh la capacidad para
) P degradar los Hc.
contaminados (546 nm). Al final del estudio
con He. disminuyeron
las AE,

asociadas a una
descomposicion
incompleta de los
biocarbonos y la
presencia de HC
residual que inhibe
las AE.

(Continua)
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Evaluar el efecto CAT, FAY FAL CAT: determinacion Las AE Cuevas-Diaz
de adiciones de reversa de H,0, incrementaron et al. (2017).
bioproductos residual por titulacion | significativamente
agroindustriales y con permanganato después de la
macronutrientes de potasio). bioestimulacion
sobre las AE durante FA-FAL: metodo en los suelos,
la remediacion de determinacion lo que sugiere
de suelos espectrofotométrica que estas actlan
contaminados con (400 nm) del adecuadamente
TPH. p-nitrofenol liberado. | como un indicador
indirecto de la
remocion de la
contaminacion con
TPH. La FAL fue
la actividad mas
representativa.
Presento una
correlacion
significativa con
el crecimiento
microbianoy la
remocion de TPH.
Evaluar y monitorear UR UR. De las AE Shen et al.
la ecotoxicidad LIP LIP. Método analizadas, la UR, (2016).
de suelos DHCAT colorimetrico. Se DH Yy CAT fueron
contaminados con uso p-nitrophenyl las mas sensibles
HC y seleccionar (pNP) butyrate como en evaluar la
bioindicadores substrato. efectividad de
que puedan ser DH. Metodo de los procesos de
mas adecuados e extraccion con acetona | biorremediacion,
indicativos durante del trifenilformazan. asi como para
el seguimiento de CAT. Método de monitorear la
la biorremediacion titulacion con ecotoxicidad
de suelos permanganato de en suelos
contaminados con potasio. contaminados por
HC. HC.
Evaluar LIP LIP. Método Los tres factores Margesin
la influencia de colorimetrico. Se evaluados et al. (2007).
tres factores (la uso p-nitrophenyl tuvieron un efecto
concentracion (pNP) butyrate como sobre laLip. La
de TPH, la substrato. bioestimulacion
bioestimulacion estimulo la Lip, lo
y el tiempo de que se asocia con
incubacion) sobre una perdida de
la remocion de Hc, TPH, que evidencia
la AE y la estructura el desarrollo de
de la comunidad una poblacion
microbiana microbiana activa
edafica durante la con el tiempo.
biorremediacion. La induccion
(Continua)
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es debida a
la formacion
de productos
liberados de la
biodegradacion

de HC, que
representan su
sustrato.
Evaluar el efecto de DH DH. Método El mejor parametro | Riffaldi et al.
dos tratamientos LIP colorimeétrico con bioquimico para (20006).
biologicos sobre la GLUC 2,3,5 TTF y posterior la evaluacion de

degradacion de Hc
y las AE.

extraccion con
metanol (488 nm).
LIP. Método
colorimeétrico. Se
empleod p-nitrofenil
butirato como sustrato.
GLUC. Método

la degradacion
de TPH fue la LIP,
que la convierte
en un excelente
indicador para el
monitoreo de la
descontaminacion

conHcy los
procesos de
biorremediacion.

colorimetrico. Se
empleo 6 4-Nitrophenyl
B-D-glucopyranoside
como sustrato.

Conclusiones y perspectivas futuras en el uso
de las actividades enzimdticas

La evaluacion de las AE del suelo representa una herramienta practica, integrado-
ra, de facil medicion y de rapida respuesta frente a diversos fenomenos de degra-
dacion del suelo y estres ambiental, entre ellos la contaminacion, incluso, mucho
antes de que se detecten cambios en otro tipo de indicadores de la calidad del
suelo. Ademas, diversos estudios alrededor del mundo han corroborado su utili-
dad durante las fases de monitoreo y evaluacion de distintos procesos de biorre-
mediaciéon de suelos contaminados con HC. Sin embargo, es importante destacar
que la respuesta de las AE es influenciada por aspectos como la profundidad y
el tipo de suelo, la temperatura, la humedad, el pH, la calidad y la cantidad de
sustrato disponible, el tipo y la concentracion del contaminante, asi como la es-
tructura y la composicion de la comunidad microbiana del suelo; por tanto, se re-
comienda incluir un seguimiento de este tipo de parametros con el objetivo de
correlacionarlos con los valores obtenidos de las AE evaluadas.

Mientras algunas AE son apropiadas para monitorear la fase mas activa de la
biodegradacion de contaminantes, otras son indicadores de bajas concentracio-
nes de Hc. Por otra parte, todavia se necesita contar con mas informacion que per-
mita comprender la ecologia de las enzimas extracelulares en los suelos debido a
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la complejidad del entorno fisico y quimico del suelo, asi como a la diversidad de
las comunidades microbianas que responden frente a la contaminacion y partici-
pan en los procesos de biorremediacion.

Si bien muchos de los estudios han considerado una o dos AE en sus fases de
monitoreo de suelos contaminados y en procesos de biorremediacion —entre las
cuales son mas empleadas las DH, CAT y LIP—, se sugiere seleccionar y evaluar al
mismo tiempo un conjunto de AE, dado que cada una de ellas muestra diferen-
te comportamiento frente a la condicion evaluada. Esto podria facilitar la com-
prension e interpretacion de las AE y las implicaciones de sus mediciones en el
funcionamiento del suelo, lo que a su vez permitiria evaluar la calidad del suelo
de una manera efectiva y holistica, y representar la tasa general de los procesos
metabolicos.
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Biodegradacién de hidrocarburos

aromaticos policiclicos en el suelo
Erick Lopez Vazquez

Resumen

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) son una familia de com-
puestos organicos provenientes de la combustion incompleta de materia-
les como combustibles fosiles y residuos solidos urbanos, asi como de la
incineracion de madera y la quema de pastizales. Su estructura quimica
consiste en dos 0 mas anillos bencenicos fusionados que presentan esca-
sa solubilidad en agua, alta estabilidad quimica y resistencia a la degrada-
cion, que les permite acumularse en el suelo. Aquellos suelos forestales o
agricolas que exceden los 0.2 mg/kg de HAP se consideran contaminados,
situacion que origina la posible migracion de estas moléculas hacia cultivos
y ganadoy, por tanto, hacia el ser humano a traves de la cadena alimenticia.
Esto podria ocasionar serios danos de salud debido al caracter toxico, car-
cinogenico y mutagenico.

Entre las alternativas que hay para la descontaminacion de los suelos,
mediante el enfrentamiento de la alta estabilidad quimica de estas molecu-
las, se han estudiado diversas técnicas. Entre ellas destacan metodos fisi-
coquimicos como la desorcion termica in situ'y la extraccion por lavado con
solventes, aunque tienen como inconveniente el uso de agentes quimicos
Nocivos para los organismos que habitan en el suelo. Ademas, se han estu-
diado técnicas biologicas como la degradacion microbiana, pero con poco
exito debido a la falta de adaptacion de las cepas bacterianas biodegrada-
doras de HAP. Recientemente se ha explorado el uso de residuos de sustra-
tos para hongos de la pudricion blanca con mayor efectividad, debido a la
presencia de lacasas obtenidas de especies como Agaricus bisporus, Pleu-
rotus eryngii, Pleurotus ostreatus y Coprinus commatus, que ha dado como
resultado una alta efectividad en la degradacion de HAP, principalmente an-
traceno y benzo(a)pireno.

" Ingenierfa Mecénica Automotriz, Universidad Politécnica de Pachuca, Pachuca, Hidalgo, México. erick_lopez@
upp.edu.mx
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A pesar de que en la actualidad no se tiene total claridad en los roles
de participacion, mecanismos de degradacion e interacciones que puedan
existir entre comunidades microbianas y hongos, su uso ha comprobado
ser una técnica prometedora.

Palabras clave

Biodegradacion, hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Hidrocarburos aromaticos policiclicos

a combustion incompleta de material organico como maderas y residuos pro-

duce compuestos hidrocarbonados policiclicos aromaticos, mejor conocidos
por sus siglas HAP 0 en inglés polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), que Consis-
ten en moléculas organicas de cuando menos 16 atomos de carbono; de acuer-
do con su ligereza, son mas dispersos aquellos de bagjo peso molecular (de dos a
tres anillos aromaticos), mientras que los de alto peso molecular (de cuatro a seis
anillos aromaticos) poseen mayor afinidad por cenizas y materia organica del sue-
lo (Ortiz-Salinas et al., 2012).

Los HAP son estructuras quimicas planas por la fusion de dos o mas anillos aro-
maticos, de los cuales, el naftaleno es el de menor tamano, en tanto que el benzo(a)
pireno es uno de los de mayor peso molecular (figura 1). Debido a la conjugacion
de enlaces piy la formacion de estructuras quimicas de resonancia, estas molécu-
las son altamente estables, solidas a temperatura ambiente y solubles en disolven-
tes organicos.

A pesar de tener una alta estabilidad, muchos HAP pueden sufrir fotoxidacion me-
diante la luz ultravioleta y producir especies radicalarias como endoperoxidos, los
cuales pueden convertirse en quinonas. Lo anterior constituye un serio problema pa-
ra los ecosistemas debido a que los HAP son xenobidticos cuya estabilidad no per-
mite su biodegradacion, por lo cual pasan a consumidores primarios y secundarios
que generan bioacumulacion, y esto produce importantes danos a la salud, incluso
la del ser humano (Harmsen y Rietra, 2018).

Figura 1. Estructuras quimicas de naftaleno y benzo(a)pireno

Naftaleno Benzo(a)pireno
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Origen de los hidrocarburos aromdticos policiclicos

Los HAP son compuestos organicos ciclicos hidrocarbonados, senalados princi-
palmente como provenientes de la combustion incompleta de maderas, combus-
tibles fosiles y pirdlisis de materia organica que, a elevadas temperaturas, produce
fragmentos radicalarios de cadenas hidrocarbonadas. Estas tienden a reaccionar
entre si para dar origen a compuestos ciclicos aromaticos vy, a su vez, policiclos,
dependiendo de las temperaturas y las mezclas gaseosas que se forman. Algunos
de bajo peso molecular son livianos y se distribuyen principalmente en la atmaos-
fera, en tanto que existen otros de elevado peso molecular que prefieren disper-
sarse, ya sea en el aire a traves de aerosoles, o en el agua y el suelo en particulas
de hollin (Mastandrea et al., 2005).

Sin embargo, el origen de los HAP No siempre se remonta a la combustion. A
veces, este se encuentra en factores antropogénicos, asi como biolégicos. Tam-
bien han sido clasificados de acuerdo con su origen biogeénico, petrogenico y
pirogénico. Los primeros se refieren a residuos de descomposicion de materia or-
ganica en condiciones aerobias y anaerobias que generan moléculas de 4, 5y 6
anillos, asi como a productos del metabolismo creados a partir de organismos mi-
Cro y macroscopicos, entre ellos plantas y termitas, que permiten destacar la pre-
sencia de naftaleno y perileno en suelos.

Los HAP petrogenicos tienen su origen en los derrames liquidos y las emana-
ciones gaseosas de petroleo. Son compuestos ligeros de hasta cuatro anillos aro-
maticos fusionados y pueden encontrarse alquilados o no alquilados, entre ellos
se encuentran: naftalenos, fluorenos, fenantrenos, dibenzotiofenos y crisenos.

Por su parte, los HAP pirogénicos, como los define Amador-Munoz et al. (2001),
provienen de la combustion incompleta tanto de hidrocarburos como de carbon
mineraly entre estos compuestos se encuentran antracenos, benzo(a)pirenos, fe-
nentranos, pirenos, benzo(a)antracenos, crisenos y benzo(b+k)fluorantrenos.

Algunos ejemplos de fuentes de combustion incompleta de material organico
que da origen a los HAP son los procesos de combustion en “barcos, automoviles,
aviones, termoeléctricas, incineradoras, calefacciones, incendios forestales, vol-
canes, humo del tabaco, alimentos ahumados tales como barbacoa o parrilladas”
(Martinez et al,, 2014, p. 74). La cantidad de HAP generados estara en funcion de las
condiciones en la que se estée llevando a cabo la combustion, pues, por gjemplo,
alhaber un humo mas negro, la cantidad de HAP aumenta considerablemente (Vi-
ves et al. 2001, como se cita en Martinez et al,, 2014, p. 74).

No obstante, exponer una clasificacion en cuanto al origen de los HAP es com-
plicado, debido a que puede existir una mezcla de las fuentes ya descritas. La
cantidad y el tipo de HAP dependeran de las condiciones de ignicion, asi como
del material organico incinerado y de los tipos de transformacion quimica que es-
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tos compuestos sufren, ya sea de orden metabolico —al ingresar en organismos
productores o consumidores (primarios o secundarios)— o de acuerdo con las
diversas transformaciones que pueden llevarse a cabo, mediante procesos bio-
geoquimicos. Debido a su alta estabilidad, se ha reportado que mas del Q0 % de
los HAP emitidos a la atmdsfera son retenidos en el suelo, donde tienen un tiem-
po de residencia de mas de 20 anos (Ortiz-Salinas et al., 2012).

Riesgos a la salud humana por los HAP

Los HAP han sido estudiados por sus multiples efectos adversos a la salud huma-
na, que van desde intoxicaciones agudas por contacto, a través de la via cutanea
—como la dermatitis aguda y cronica con sintomas de picor, edema y pigmenta-
Cion en zonas de la piel expuesta— hasta problemas carcinogenicos como cancer
broncogénico en vias respiratorias y cancer de vejiga en el sistema hematopoye-
tico. Los HAP son responsables del linfoma y de la leucemia, por ser disruptores
endocrinos en el sistema inmune. EL benzo(a)pireno es un HAP altamente carcino-
genico y mutagenico, cuyo tiempo de vida media es de 162 dias (Amador-Munoz
et al, 2001; Mastandrea et al., 2005).

De acuerdo con la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA,
por sus siglas en ingles) se han identificado principalmente 16 HAP, mientras que
la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en ingles)
ha categorizado 7 isomeros como contaminantes mutagenicos y carcinogenicos,
entre los que se encuentran naftaleno (Nap), acenaftileno (Acy), acenafteno (Ace),
fluoreno (FL, fenantreno (Phe), antraceno (Ant), fluoranteno (Flu), pireno (Pyr), ben-
zo [g,h,il perileno (BP), benzola)antraceno (BaA), criseno (Cry), benzo(b)fluoranteno
(BbF), benzo(@)pireno (BaP), indeno(1,2,3-cd)pireno (InP) y dibenzo(a,hlantraceno
(DBA) (Xu et al,, 2021).

La forma molecular plana de las estructuras quimicas de estas especies poli-
ciclicas aromaticas, aunada a su alta hidrofobicidad, las hace perfectamente so-
lubles en lipidos. Esta caracteristica les permite atravesar con relativa facilidad
membranas celulares y llegar hasta el ADN en la célula, con el cual pueden formar
facilmente aductos y, con ello, severas anomalias en la informacion genética que
traera consigo mutaciones en genes criticos, por ejemplo, el gen p53, represor de
tumores y, como consecuencia, la sucesion de mutaciones en otros genes. En el
individuo, ademas del riesgo exponencial ante los HAP, su condicion fisica, sexo,
edad, estado de salud, nutricion y polimorfismo genético, asi como los aductos
HAP-ADN estaran en mayor concentracion en la medida que la exposicion haya si-
do mas prolongada, ya sea por contacto con materiales de combustion, alquitran,
combustibles o suelos contaminados (Mastandrea et al., 2005).
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Tecnologias quimicas y fisicas de degradacion de Hap

Una amplia variedad de técnicas fisicas y quimicas: incineracion, decloracion cata-
lizada con bases, oxidacion UV, fijacion, extraccion con solventes, etcétera, ha si-
do empleada como método de tratamiento. Sin embargo, estas técnicas, ademas
de resultar costosas y complicadas por las regulaciones oficiales, en la mayoria de
los casos no destruyen los contaminantes por completo; solamente los transfie-
ren de un ambiente a otro, motivo por el que practicamente han sido descontinua-
das y reemplazadas por otras de biorremediacion, a traves de las cuales se logra
su biodegradacion hacia compuestos de menor toxicidad, que no requieren em-
plear sustancias quimicas nocivas para el ecosistema, ademas de contar con una
mayor eficiencia en la descomposicion de HAP en los suelos (Ghosal et al,, 2016).

Tecnologias de biodegradacién de Har

La alta estabilidad del sistema aromatico policiclico hidrocarbonado, aunada a su
lipofilicidad y su alta bioacumulacion, tanto en organismos primarios y consumi-
dores como en suelo, agua vy aire, constituye un reto para la biodegradacion en
materiales de menor toxicidad para el ecosistema.

La biorremediacion ha sido una técnica explorada durante las ultimas dos de-
cadas. La degradacion biologica es un mecanismo primario para la disipacion de
contaminantes en suelos; sin embargo, la actividad de los microorganismos bio-
degradadores puede verse afectada por la baja biodisponibilidad de los contami-
nantes, la toxicidad, la distribucion espacial no uniforme, el retraso en la difusion
del sustrato por la matriz del suelo, el metabolismo de los microorganismos, en-
tre otros factores. De ahi que sea necesaria la conjuncion de diferentes tecnicas,
tanto bioldgicas (bioestimulacion, adaptacion microbiana, quimiotaxis bacteriana),
quimicas (tratamientos quimicos antes de la biodegradacion) como fisicas para lo-
grar una mejor biodegradacion de contaminantes en el suelo, particularmente de
los HAP (Mohan et al,, 2006).

Biodegradacion bacteriana de suelos de agricultura

Esta técnica consiste en la preparacion del suelo a traves de tecnologias de fase
solida con la ventaja de estimular la microflora nativa del suelo. Es empleada pa-
ra biorremediar contaminacion por petroleo crudo en suelos, a traves de la bio-
degradacion mediante bacterias, aunque tambien se acompana por procesos de
volatilizacion, abioticos y fungicos. Involucra la distribucion de los suelos conta-
minados en una delgada capa de tierra superficial de un sitio de tratamiento y la
estimulacion de actividad bacteriana, con lo que se aceleran los procesos de bio-
degradacion (Brown et al., 2017, Mohan et al., 2000).
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El costo es accesible y permite reducir los niveles de contaminantes de HAP
e hidrocarburos del petroleo, ya que los sedimentos se deshidratan, se vuelven
aerobicos y son transformados en material para el suelo. Esta transformacion per-
mite a los organismos aerobios degradar los HAP con alta eficiencia. Entre dichos
organismos biodegradadores se encuentran Ochrobactrum sp., Acinetobacter
sp., Monilinia sp., en conjunto con factores como un adecuado ajuste de la con-
centracion del oxigeno, el pH, temperatura y la disponibilidad de nutrientes. De
este modo, la biodegradacion ocurrira de manera rapida durante el primer ano,
disminuira su velocidad en los proximos seis anos y se atenuara hasta llegar a ser
minima con el paso del tiempo (Ghosal et al., 2016; Harmsen y Rietra, 2018; Wu
et al, 2008).

El mecanismo propuesto para la biodegradacion por Ochrobactrum sp. y Acine-
tobacter sp. se muestra en las figuras 2y 3.

Figura 2. Mecanismo propuesto para la degradacion del fenantreno por Ochrobactrum sp.
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Nota: ) fenantreno, 1) cis-1,2-fenantreno dihidrodiol; Ill) 1,2-dihidroxifenantreno; V) 5,6-benzocumarina; V) acido cis-
2-0x0-4-(20-hidroxinaftil) buten-3-oico; VI) acido 2-hidroxi-1-naftoico; VII) acido trans-2,3-dioxo-5-(20-hidroxifenil)-
penten-4-oico; VIII) acido 2,3-dioxo-5-hidroxi-(20-hidroxifenil)-pentanoico; IX) salicilaldehido; X) acido salicilico; XI)
catecol; XII) acido 2-hidroximuconaldehidico; CAT = ciclo de acidos tricarboxilicos. Fuente: Ghosal et al. (2016)
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Figura 3. Mecanismo propuesto para la degradacion del acenafteno por Acinetobacter sp.
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Composteo

Esta tecnologia involucra la adicion de agentes organicos a la mezcla de com-
posta que pueda facilitar la porosidad y conduzca a una ventilacion suficiente pa-
ra permitir que la biomasa asimile facilmente la fuente de carbon proveniente de
los HAP, asi como su crecimiento. La energia que se libera durante la degradacion
organica permite un incremento de temperatura, lo que facilita el paso del siste-
ma por cuatro fases (mesofilica, termofilica, enfriamiento y maduracion). La eta-
pa mesofilica normalmente tiene la mas alta diversidad microbiana, mientras que
la etapa termofilica se caracteriza por la formacion de esporas bacterianas y hon-
gos termofilos. La recolonizacion microbiana durante la fase de enfriamiento se
caracteriza por la aparicion de hongos mesofilicos cuyas esporas soportan las al-
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tas temperaturas de la etapa termofilica. En la etapa final, durante la maduracion,
la mayor parte de la materia organica es consumida por la poblacion bacteriana
y compostada. Esta técnica, ademas de ser efectiva, eficiente y barata, ha permi-
tido biodegradar utilizando 5 % de material de desecho en la produccion de hon-
gos para la biorremediacion de naftaleno, fenantreno, benzo(a)pireno, benzo(g,h.,i)
perileno en un lapso de 48 h a 80°C (Mohan et al., 20006).

Fitorremediacion

Esta técnica tiene diferentes ventajas como su bajo costo, ademas de que no se
generan contaminantes secundarios y se puede aplicar en areas grandes, por lo
que es reconocida como una tecnologia de costos accesibles para degradar con-
taminantes organicos en areas contaminadas (Dai et al., 2020)

La fitorremediacion se basa en el potencial catabolico de los microorganis-
mos asociados a las raices, los cuales adquieren como nutrientes los sustratos
organicos, mientras que las excreciones que generan son favorables para el mi-
croambiente en la rizosfera. La ventaja del uso de la fotorremediacion se da en
funcion de estos aspectos: 1) simultaneamente, promover la degradacion de
fracciones disponibles por la estimulacion de la actividad microbiana, 2) incre-
mentar el numero de sitios disponibles para los HAP en la matriz organica dis-
ponible para su absorcion y eventual union con las raices que contribuyen a la
materia organica en el suelo, 3) compuestos de exudacion gue incrementan
la biodisponibilidad de los contaminantes (carbohidratos, acidos organicos, ami-
noacidos). De manera que la fitorremediacion resulta conveniente por su alta
mejora en la degradacion de compuestos organicos en la rizosfera, como con-
secuencia de las altas densidades microbianas, asi como de sus elevadas ac-
tividades en el suelo. Las raices de las plantas pueden liberar enzimas como
oxigenasas, deshidrogenasas, fosfatasas y enzimas lignoliticas que desempe-
nan un rol crucial en la degradacion de HAP (Mohan et al., 2006; Wolf et al., 2020).

Biorreactores

La tecnologia del uso de biorreactores implica basicamente el empleo de un
tanque séptico y un area de absorcion del suelo. El primero produce solidos se-
dimentables, aceites y grasas como parte de la materia organica, la cual es so-
metida a través de una digestion anaerdbica en el primer tratamiento. El segundo
tratamiento ocurre mediante procesos fisicoquimicos y biogeoguimicos, tales co-
mo la degradacion bacteriana, la absorcion, la filtracion y la infiltracion en el sue-
lo (Pishgar et al., 2021). Esta tecnologia es altamente eficiente, y en una curva de
biodegradacion de HAP presenta una elevada pendiente (Harmsen y Rietra, 2018).

En la literatura existen diversos reportes que varian condiciones aerobicas-
anaerobicas en la biorremediacion de fase de lodos de suelos contaminados con
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HAP; sin embargo, las mejores eficiencias son logradas en condiciones aerobicas,
en las que bacterias llevan a cabo oxidaciones sulfuradas donde se biodegradan
HAP de 2, 3, 4 y hasta 5 anillos (Lei et al., 2006) en contraste con el uso de bacte-
rias nitrificantes, en las que no se observa biodegradacion.

Eluso de la biorremediacion a través de biorreactores no siempre es una labor
sencilla, debido a que el suelo es un sistema multicomponente complejo. Dificul-
tan también la labor las caracteristicas de hidrofobicidad en los HAP, la hetero-
geneidad de los microorgamismos nativos del suelo, asi como la adaptacion de
aquellos adicionados para la biorremediacion, la biodisponibilidad de los sustra-
tos, las interacciones fisicoquimicas entre los HAP con el suelo vy los factores am-
bientales (Mohan et al., 2006).

Biodegradacion de Hap mediante el empleo de consorcios hongo-bacteria

Se ha demostrado que la biodegradacion bacteriana de HAP, al emplearla como
fuente de carbono, se ve afectada en cuanto a sus pesos moleculares, por lo que
es posible biodegradar HAP de maximo 4 anillos (Kim et al., 2007). Por otra par-
te, elempleo de hongos ha demostrado efectividad en la biodegradacion de HAP
de hasta 7 anillos mediante rutas cometabdlicas; no obstante, hasta el momen-
to no se conocen hongos que empleen HAP como sustratos de carbono (Peng
et al, 2008). No existe con certeza un mecanismo para la biodegradacion de HAP
en hongos; solamente se sabe que estos son almacenados en vesiculas lipidicas,
aunque recientemente se ha reconocido la importancia de las enzimas lignoliti-
cas en hongos, como potenciales degradadoras de HAP, y se ha propuesto que
actuen como oxidantes. Los hongos poseedores de estas enzimas por lo regu-
lar pertenecen a ambientes silvestres, y los factores ecologicos como la compe-
ticion microbiana, los elementos fisicos y quimicos, asi como el estrés nutricional
desalientan el empleo de hongos como tal en la biodegradacion de HAP (Thion
et al, 2012).

Ante la situacion expuesta de biodegradacion de HAP con bacterias asi como
con hongos, se han explorado consorcios hongo-bacteria para adaptar bacterias
atraves de un medio enriquecido y empleando los HAP como unica fuente de car-
bono. No obstante, existen diferencias notables entre la aplicacion de consorcios
preparados en el laboratorio con respecto a aquellos que se generan de mane-
ra nativa en el suelo. A pesar de que los consorcios preparados en el laboratorio
pueden mostrar eficientes cinéeticas de biodegradacion, intentar implementarlos
directamente en el suelo implica una pérdida de su eficiencia al enfrentarse a or-
ganismos competidores nativos, asi como a necesidades de adaptacion. Eluso de
consorcios nativos para remediar suelos contaminados con HAP muestra un gran
potencial en la biorremediacion al emplearlos como unica fuente de carbono. No
obstante, aun hace falta explorar la aplicacion directa de los consorcios en un sue-
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lo contaminado con petréleo, dado que todavia se desconoce la preferencia de
biodegradacion de fracciones correspondiente a hidrocarburos ligeros o bien a
fracciones que contengan HAP (Tirado-Torres et al,, 2015).

Hongos como biomonitores de suelos contaminados

Los hongos son organismos ampliamente diversificados y extendidos a o largo
de diferentes ecosistemas, principalmente en el terrestre. Se estima que existen
alrededor de un millon y medio de especies fungicas, de las cuales hasta el mo-
mento solo se han descrito 72 mil. El reino fungi comprende una gran biodiversi-
dad tanto en hongos microscopicos como en macroscopicos. Son distinguibles
por sus cuerpos de fructificacion, tambien llamados esporomas, de atractivas for-
mas, colores, texturas y, en ciertos casos, aromas especificos. Sin embargo, fuera
del alcance de la vista del hombre, existe una red de hifas enterradas que llevan
a cabo extraordinarias funciones ecoldgicas de intercomunicacion entre las raices
de los arboles, las plantas y otros hongos. Estas redes pueden extenderse a lo lar-
go de cientos de metros.

Dado que los hongos reunen caracteristicas tanto de plantas como de bac-
terias y de animales, poseen su reino por separado, aun cuando son organismos
heterotrofos mas cercanos a los animales que a las plantas. Poseen una pared ce-
lular de quitina y se reproducen mediante la dispersion de esporas en el aire, el
sueloy el agua. Basicamente, poseen dentro de los ecosistemas tres roles ecold-
gicos: descomposicion, simbiosis mutualista y parasitismo; de entre estos, la des-
composicion de la materia organica constituye uno de los roles mas importantes,
ya que contribuye de manera primordial en el ciclaje de nutrientes (Marin, 2018).

Sin embargo, los hongos no solamente fungen como organismos descompo-
nedores de materia organica, sino que gjercen importantes funciones en la bio-
acumulacion de especies toxicas para las plantas. Este es el caso de metales
pesados, en una asociacion de simbiosis mutualista. Dado que los hongos no pro-
ducen su alimento, pueden almacenar importantes cantidades de metales pe-
sados, con lo que las plantas evitan la intoxicacion por metales y en cambio los
hongos reciben por parte de ellas carbohidratos y nutrientes que les permiten ali-
mentarse (Drewnowska y Falandysz, 2015; Gadd, 2007; Kalac, 2010).

Los hongos pueden absorber metales provenientes de areas contaminadas, cer-
canas a minas y volcanes, asi como a industrias cuyos residuos sean los metales.
El micelio de los hongos es capaz de atraparlos y retenerlos del suelo; por ello, un
parametro importante para emplear los hongos como biomonitores del grado de
contaminacion del suelo en una zona determinada es a traves del factor de bioacu-
mulacion. Dicho factor permite conocer el grado de captacion de metales de una
zona contaminada. Se calcula mediante el cociente de la concentracion de metal
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hallada en el carpoforo del hongo entre la concentracion de metal encontrada en
el suelo donde el hongo ha sido colectado. El obtener valores mayores a 1 nos indi-
ca hongos hiperacumuladores, y valores por debajo de la unidad se relaciona con
hongos hipoacumuladores. Aun se desconoce el mecanismo por el cual los hon-
gos pueden retener metales, pues algunos de ellos funcionan como cofactores en
la activacion de enzimas lignoliticas, como el caso del manganeso, y otras enzimas
como las manganesoperoxidasas (MnP) en hongos como Agaricus bisporus, Pleu-
rotus eryngii, Pleurotus ostreatus y Coprinus commatus. Sin embargo, existe aun un
amplio campo de estudio inexplorado respecto a sus mecanismos (Gadd, 2007; Lo-
pez-Vazquez y Prieto-Garcia, 2016).

Para el caso de los HAP compuestos de hasta 7 anillos, pueden ser removidos
por hongos; pero hasta el momento no existe evidencia que asegure que los hon-
gos puedan utilizar los HAP como sustrato para su crecimiento, asi como tampoco
existe claridad en los mecanismos involucrados en la biodegradacion que los hon-
gos ejercen sobre estos sustratos. No obstante, elinterés se ha enfocado en las en-
zimas lignoliticas de los hongos, como potenciales degradadoras de los HAP, que
pudieran estar involucradas en su oxidacion, perdida de la aromaticidad y, por tan-
to, en la generacion de especies quimicas mas vulnerables a la biodegradacion.
Sin embargo, la complejidad de estudiar la biodegradacion de HAP por parte de los
hongos surge al considerarlos en un ecosistema en el que conviven con microorga-
nismos, plantas y otros organismos, donde no es claro si el hongo ejerce un efecto
biodegradador, se adapta, o bien es el conjunto de factores biodticos y abidticos, los
que conllevan a la biodegradacion (Baldrian, 2008; Rabinovich et al, 2004; Thion et
al, 2012; Verdin et al., 2005).

Los hongos son especies fascinantes y, sin duda, existe un amplio campo de
investigacion en torno a su uso como biomonitores, asi como en la biodegrada-
cion de HAP.
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Técnicas ambientales

de recuperaciéon de entornos
afectados por hidrocarburos
en Colombia. Revision

Johana Andrea Veldsquez Arias’

Resumen

La recuperacion de sitios contaminados por hidrocarburos es un desafio
debido a su complejidad y persistencia en el medioambiente. Sin embargo,
gracias a la investigacion de los ultimos anos, hoy es posible mitigar dichos
danos por medio de tecnicas como la biorremediacion y la fitorremediacion.
La naturaleza tiene la posibilidad de regenerarse y recuperarse luego de un
impacto ambiental; no obstante, es indispensable conocer como se llevan a
cabo esas estrategias, qué tipo de organismos intervienen en ellas y como
es posible acelerar su proceso. Esta revision tiene como proposito evaluar
la biorremediacion como una estrategia tecnologica ambiental de recupe-
racion de entornos contaminados por hidrocarburos. Con este fin, se ejecu-
to una recopilacion bibliografica en fuentes cientificas como Scopus, Ebsco,
ScienceDirect, Nature y Scielo. Teniendo en cuenta los componentes adqui-
ridos, se efectud una seleccion cualitativa de la informacion bajo el parame-
tro de actualidad y la problematica tratada. Asi se puede concluir que existe
una amplia variedad de técnicas ambientales de recuperacion que permi-
ten lograr procesos de descontaminacion de ambientes contaminados con
hidrocarburos. En efecto, la capacidad bacteriana y diferentes tipos de plan-
tas tienen la habilidad de crecer en presencia de hidrocarburos y lograr su
mineralizacion, que convierte a estos compuestos en productos inocuos
como H,0, CO,, NH,, NO_. Usualmente, para agilizar y fomentar la minerali-
zacion de suelos se requiere la implementacion de nitrogeno, fosforo y, de-
pendiendo del caso, humedad. Todo esto con la finalidad de incrementar la
capacidad de los microorganismos nativos, y asi propiciar la mineralizacion,
siempre y cuando se tenga un previo conocimiento sobre las caracteristi-
cas del sitio por tratar.

“Grupo Cazao (Centro de Investigacién Agropecuaria de la Zona Amazonia y Orinoquia), Universidad Nacional
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Palabras clave

Mineralizacion, derrames de petroleo, contaminacion de suelos, fitorreme-
diacion, biorremediacion.

Introduccién

|_as técnicas ambientales para recuperar entornos afectados por hidrocarburos
son un desafio que pretende enfocar, cada vez mas, investigaciones en el area
de las ciencias. Es posible hoy en dia mitigar los danos causados al medioambien-
te a traveés de técnicas como la biorremediacion y la fitorremediacion. La Tierra es
el Unico planeta que alberga vida como se conoce, por ello, es indispensable dis-
minuir los impactos ambientales que enfrenta. Por ejemplo, actualmente se estima
que 16.8 millones de galones de petroleo crudo son filtrados en el medioambien-
te (Arellano et al, 2017), sin tener en cuenta los accidentes que ocurren a diario
por filtraciones "no mayores” de diésel, gasolina y aceites, que contaminan tanto
suelos como aguas, afectan de forma directa e indirecta los ecosistemas, y con
ello los servicios que estos proporcionan.

De acuerdo con Meléendez-Pertuz et al. (2017), el 56 % de produccion ener-
getica en el ambito global se realiza a partir de la combustion de hidrocarburos.
Por tanto, su manufactura desencadena una serie de danos ambientales, cuyas
acciones como la exploracion y el transporte de sustancias aportan a la polucion
(Idrovo et al, 2018; Rivera-Ortiz et al., 2018; Velasquez-Arias, 2017, Baztan et al,
2015; Delgadillo-Ordonez et al., 2017; Gerhardt et al,, 2017). En el caso de Colombia,
Estévez-Breton (2011) reporta que los descubrimientos mas comunes son compa-
rativamente "diminutos’” (inferiores a 10 millones de barriles); sin embargo, para ser
considerados ‘pequenos” son de igual forma una cifra alta si se toman en cuenta
los accidentes voluntarios e involuntarios que ocurren con frecuencia en el pais.

Los danos causados por contaminantes organicos como los hidrocarburos son
un problema global y sus efectos son muy amplios, puesto que pueden llegar a
cambiar desde las cualidades biologicas, fisicas y quimicas de las superficies te-
rrestres e, incluso, suscitar detrimento en la vegetacion, los animales y la vida de
los seres humanos (Gonzalez et al, 2018; Viesser et al., 2020). Debido a esta pro-
blematica, la ciencia se ha enfocado en la busqueda de tecnologias de biorreme-
diacion, que sean amigables con el medioambiente, rapidas, efectivas, practicas y
economicas. La tecnologia ambiental a traves de la biorremediacion desempena
una funcion clave en la remocion de desechos; su principio consiste en disponer
de la materia prima que genera la naturaleza para reducir el dano o modificar los
desechos en compuestos inocuos (Cota-Ruiz et al, 2019; Wei et al., 2020).
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La presente revision tiene como objetivo evaluar la biorremediacion como téc-
nica ambiental de recuperacion para entornos contaminados por hidrocarburos
ComMo una estrategia que permita mitigar los impactos ambientales. Para ello, se
realizd una busqueda bibliografica reciente en fuentes cientificas como Scopus,
Ebsco, ScienceDirect, Nature y Scielo. Teniendo en cuenta las referencias recopi-
ladas, se efectud una seleccion cualitativa de la informacion bajo parametros de
actualidad, asi como de la problematica tratada.

Situacion actual: contaminacién por hidrocarburos

Desde el primer momento, la extraccion de hidrocarburos ha causado polucion
del ambiente natural debido a incalculables vertimientos: la quema de gas (Che-
naut, 2017; Baoune et al, 2019), la manufactura y los confinamientos inadecuados
como la gasolina, el diésel y los aceites lubricantes. Estas situaciones generan
contaminacion en el suelo y afectan tanto los cultivos como, presuntamente, la
salud de los seres vivos. Una vez en el suelo, los contaminantes organicos inhi-
ben los ciclos biogeoquimicos, ya que impiden que se genere un intercambio ga-
seoso con la atmosfera. Asi, se genera una mayor toxicidad en los sitios afectados
(Benavides et al,, 2006). Los compuestos de hidrocarburos se acumulan, por es-
te motivo, van formando capas hidrofobicas, lo que conduce a la alteracion de las
poblaciones que habitan en los suelos y las aguas. Adicionalmente, obstaculizan
el crecimiento de la cobertura vegetal y modifican todo un ecosistema (Diaz-Mar-
tinez et al., 2013).

Tenemos el caso del llamado pulmon del mundo, la Amazonia, que ha sido ex-
plotada aproximadamente desde 1967. Geologicamente es una base sedimentaria
que contiene reservas de petroleo bajo el suelo, de las cuales grandes cantida-
des de aceite y gases han sido extraidas (Arellano et al., 2017). En consecuencia,
es esencial la generacion de estrategias de proteccion, cuidado y recuperacion
del ecosistema afectado ya que cantidades variables de hidrocarburos son derra-
madas en el suelo debido a los procesos de exploracion, explotacion y transpor-
te de hidrocarburos.

Una practica comun en la industria del petroleo es reinyectar agua en su for-
macion geologica original. Durante este proceso, accidental o deliberadamente,
ocurren derrames, se liberan cantidades variables de petréleo crudo al medioam-
biente, se afecta al ecosistema 'y, en consecuencia, se generan danos incalcula-
bles en los seres vivos.

En el medioambiente, los compuestos de hidrocarburos comunmente son
removidos, ya sea de las superficies terrestres o acuaticas por procesos de biode-
gradacion, volatilizacion, percolacion y drengje superficial (Trujillo-Toro y Rami-
rez-Quirama, 2012). No obstante, dichos procesos dependen de la cantidad de
contaminantes en el medio, ya que su eliminacion de forma natural puede tar-
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dar centenares de anos. En 2017, se calcula que los vertimientos de petroleo fue-
ron mayores a 120 millones de galones, lo cual, en perspectiva, s 11 veces mayor
al siniestro del buque petrolero Exxon-Valdez que ocurrio en 1998, en el que se
derramaron mas de 11 millones de galones de petroleo en el mar, y es conside-
rado uno de los mayores incidentes de contaminacion de petréleo en la historia.
También es mayor al ocurrido en la plataforma Deepwater Horizon en el golfo de
Mexico, donde se esparcieron mas de 13 millones de galones de petroleo (Velas-
quez-Arias, 2017). De esta forma, se examina como la contaminacion generada
por el derramamiento de petroleo en Colombia es una situacion que deberia pre-
ocuparnos a todos.

En Colombia, se usan los oleoductos y los carrotanques como medio de
transporte para mover el petroleo. Sin embargo, desde 1986 estos han sufrido
constantes ataques por grupos armados al margen de la ley, como lo reporta
Gomez-Paternina (2018): entre 1986 y 1098 se estima que se vertieron al suelo
alrededor de 2 millones de barriles de petroleo, esto ocasionado por siniestros
asociados a grupos al margen de la ley. Se estima que fueron afectadas 6 000
hectareas de terreno agricola y pecuario, 2 600 kildmetros de rios y quebradas,
asi como 1 600 hectareas de ciénegas y humedales. No obstante, no todo es
negativo: una ventaja es la variedad de empresas existentes actualmente en el
pais, que tienen la capacidad, la destreza y las licencias ambientales para tratar
residuos contaminados con hidrocarburos de diversas fuentes de forma exitosa.
Todo esto gracias a la diversidad de estrategias tecnologicas conocidas hoy en
dia, no solo quimicas y fisicas, sino también tecnicas amigables con el medioam-
biente como la biorremediacion o la fitorremediacion. Estas han sido disenadas
con el fin de recuperar ambientes contaminados. Pese a ello, es indispensable re-
saltar que hace falta mas exigencia y control por parte de las entidades guberna-
mentales encargadas de vigilar practicas que atenten de forma directa e indirecta
contra el medio natural.

El logro de la mineralizacion

La mineralizacion es un proceso por el que los microorganismos utilizan conta-
minantes organicos como sustrato de crecimiento y los transforman en produc-
tos inocuos como H,0, CO,, NH,, NO_. Usualmente, para agilizar y fomentar dicho
proceso de suelos se requiere la implementacion de nitrégeno, fosforo y, segun
el caso, humedad. Todo esto con la finalidad de incrementar la capacidad de los
microorganismos nativos para propiciar la mineralizacion (vease figura 1) (Rivera-
Ortiz et al, 2018; Monsalve, et al., 2017).

Idrovo et al. (2018) reportan que para lograr una mayor estimulacion del desempe-
no de los microorganismos degradadores es importante llevar a cabo estrategias
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como el agregado de estiércol de bovinos en suelos contaminados por hidrocar-
buros de petroleo. A esto, Baztan et al., (2015) agregan que con una humedad de
entre un 10 % a 20 % es factible incrementar la mineralizacion de los hidrocarburos.

Empero, la biodegradacion de hidrocarburos de petroleo en suelos puede ser
bloqueada por la presencia de elevadas concentraciones de metales en este; por
ejemplo, Co, Ni, Cu, Zn, Pb; estos pueden inhibir la actividad degradadora de las
bacterias (Camenzuli et al., 2017).

Figura 1. Propiedades del suelo para lograr la mineralizacion.

co H.O

2

Mineralizacion
NO3 NH4

Mecanismos del suelo
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Técnicas ambientales que usan sistemas biolégicos

Biorremediacion

La tecnologia se ha encargado de usar los variados sistemas biologicos como
las plantas, las algas, las bacterias y los hongos con el fin de promover la recupe-
racion de sistemas contaminados por hidrocarburos. Algunos microorganismos
tienen la capacidad de transformar compuestos contaminantes en otros menos
toxicos como CO, y H,O (Wilson et al., 2015; Garcia-Rivero et al., 2008). Esta degra-
dacion es factible debido a la capacidad bacteriana de fijar nitrogeno a partir de
contaminantes organicos como los hidrocarburos.

Asi pues, la biorremediacion tiene por objetivo potenciar microorganismos con
la intencion de eliminar, o dado el caso, transformar contaminantes organicos. Du-
rante dicho proceso, las enzimas microbianas estan encargadas directamente de la
degradacion o la transformacion (Cota-Ruiz et al., 2019). Sin embargo, la capacidad
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de la biorremediacion no solo se somete a la existencia de microorganismos en las
superficies terrestres, sino que son indispensables los atributos tanto fisicos como
quimicos del suelo, fundamentalmente los nutricionales, ya que estos posibilitan el
incremento y el sostenimiento de los microorganismos, que no pueden llevar a ca-
bo la biodegradacion ante la falta de cantidades adecuadas de nitrogeno y fosforo
(Zamora-Figueroa et al, 2017). En la tabla 1 se analizan algunas de las pertinencias y
los impedimentos de la biorremediacion como técnica ambiental de recuperacion.

A pesar de sonar confuso, es posible determinar que las superficies conta-
minadas con hidrocarburos, ya sean terrestres o acuaticas, poseen una cantidad
mayor de microorganismos que aquellas sin ningun tipo de contaminacion; no
obstante, la diversidad de estas especies es menor. Recientemente, se ha inves-
tigado con mayor frecuencia la habilidad de las microalgas y las cianobacterias,
con el proposito de obtener estrategias alternativas para degradar y transformar
todo tipo de contaminantes, especialmente plaguicidas e hidrocarburos. Ferre-
ra-Cerrato (2006) reporta como dichos microorganismos suministran tanto carbo-
no reducido como nitrégeno a los microorganismos ya existentes en ambientes
acuaticos, y de esta forma aumentan la facultad de eliminacion y degradacion de
agentes contaminantes.

Tabla 1. Pertinencia e impedimento
de la biorremediacion como técnica ambiental

Pertinencia Impedimento Referencias

Efectivos en cuanto a costos. Mayor inversion de tiempo. Ibanez et al. (2016).
Su uso depende del tipo de
‘ suelo, ya que, si este no tiene Gomez-Paternina (2018);
Genera menos residuos o . i
: las condiciones necesarias, no Thakur et al. (2016);
secundarios. C T
se propiciaria el crecimiento de Fawzy et al. (2012).
organismos.

Se requiere un Minimo o Capacidad para monitorear los Gomez-Paternina (2018);
ningun tratamiento posterior. procesos. Cota-Ruiz et al. (2019).
Tecnologia amigable con el Toxicidad, limitante en areas Gomez-Paternina (2018);

medioambiente. fuertemente contaminadas. De la Garza et al. (2014).
La limpieza de superficies El método presenta
terrestres y acuaticas limitaciones: en este caso,
previamente contaminadas depende de la profundidad Shen et al. (2013);
puede ser llevada a cabo por de insercion de las raices Zhou et al. (2015).
especies vegetales usadas o de superficies acuaticas
como "bombas extractoras”. poco profundas.

131



= Contaminacion de suelos por hidrocarburos en America Latina

Capacidad bacteriana

Los microorganismos adaptan o desarrollan su metabolismo en funcion de los pa-
rametros fisicoquimicos como pH, humedad y temperatura. Diversos géneros de
bacterias disponen de especies con la habilidad de desarrollarse con el uso
de los hidrocarburos como unica fuente de energia. No obstante, los hidrocarbu-
ros aromaticos policiclicos son el grupo que presenta menor velocidad de biode-
gradacion (Baztan et al. 2015), debido a que estos compuestos quimicos contienen
20 0 mas anillos bencénicos fusionados que generan alta toxicidad y permanen-
cia. Estos se originan mientras se lleva a cabo el proceso de combustion de fosiles
y la quema de residuos, como subproductos al producir gas o refinar el petroleo.
Se sabe que microorganismos como las bacterias son los grupos multifunciona-
les mas caracteristicos en el proceso de biodegradacion de hidrocarburos. EL96 %
de bacterias, identificadas en rios y lagunas, cuenta con la facultad de emulsionar
y crecer en presencia de hidrocarburos (Riojas-Gonzalez, et al., 2010).

Las principales bacterias degradadoras de hidrocarburos forman parte del gru-
po de las gramnegativas (Grey, 2017). De acuerdo con Pérez-Silva et al. (2008), las
bacterias del géenero Bacillus y Pseudomonas, aisladas de efluentes en refinerias
de petroleo, mostraron gran actividad en la degradacion de compuestos deriva-
dos de fenol. Cabe destacar que estas bacterias se encuentran muy frecuente-
mente en sitios contaminados con hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Delgadillo-Ordonez et al. (2017) reportan a Rhodococcus gracias a que presenta
idoneidad en lo que se refiere al metabolismo, pues puede maodificar, biodegradar
y, dado el caso, usar como fuente de carbono y energia compuestos hidrofobos.
R. erythropolis dispone de una gama de rumbos metabolicos que le permite lle-
var a cabo la transformacion y la degradacion de compuestos aromaticos. Esto la
convierte en objeto de estudio por su capacidad de biodegradar gasoil, hidrocar-
buros n-alcanos y poliaromaticos.

Pseudomonas aeruginosa se caracteriza por ser degradadora de hidrocarburos
aromaticos, poliaroméaticos y n-hexadecano. Este género (Pseudomonas) se esta-
blece mas a menudo en entornos contaminados con hidrocarburos, y su habilidad
para crecer sobre contaminantes como gasolina, benceno, naftaleno, tolueno, ke-
rosene y diesel es conocida (Grey, 2017). En este mismo sentido, Achromobacter
xylosoxidans denitrificans dispone de la facultad de aprovechar hidrocarburos co-
mo fuente de energia y carbono, ademas de hidrocarburos poliaromaticos como
el fenantreno.

Torri et al. (2018) evaluaron la incidencia de algunos microorganismos edaficos
nativos en superficies terrestres contaminadas de forma artificial con fenantreno.
Esto dio como resultado que la tasa de degradacion del fenantreno fuera consi-
derablemente mas alta que el antraceno, debido a que el primero presenta una
mayor solubilidad, lo cual facilita los procesos de degradacion. Zamora-Figueroa
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et al,, (2017) estudiaron las variaciones de un suelo contaminado con 9 % (n/m)
de crudo de 24.3°, pasados 120 dias. Asi se demostrd que los microorganismos
que habitan dicho suelo facilitaron el 37 % de la reduccion de grasas y aceites en
suelos fertilizados, y un 32 % en los suelos sin fertilizar. De igual forma, Viesser et
al,, (2020) identifican a las cepas de Bacillus thurigiensis, Basillus pumilus y Rhodo-
coccus hoagii como potenciales biodegradadoras aisladas de la planta Panicum
aqusticum Poir, caracterizada por crecer en suelos contaminados con hidrocar-
buros. Dichas bacterias presentaron la habilidad de usar los hidrocarburos como
fuente de carbono durante los ensayos de degradacion in vitro.

La fitorremediacion

La fitorremediacion es un método facultado para detoxificar, metabolizar o de-
gradar contaminantes, todo ello a través de tratamientos in situ (Moreira y Fal-
cao, 2013; Mahar et al,, 2016). Es considerada, ademas, una potencial degradadora
debido a ‘la capacidad de fijacion del nitrogeno de algunas plantas y a la gene-
racion de exudados radicales, que estimulan a los microorganismos autoctonos
del suelo para consumir el hidrocarburo como fuente de carbono” (De la Garza
et al, 2014; Taheriy Javadzarrin, 2018). De igual forma, las especies vegetales evi-
tan que elvientoy la lluvia extiendan la contaminacion hacia otros lugares. El prin-
cipal mecanismo de la fitorremediacion es la rizodegradacion (por medio de los
microorganismos de la rizosfera), al usar procesos metabolicos que convierten hi-
drocarburos en biomasa microbial, bioenergia, CO, y H,O (Gerhardt et al., 2017).

La notoriedad de esta tecnologia ambiental enlaza una adecuada eleccion de
plantas y su habilidad para sobrevivir bajo condiciones climaticas especificas en
una determinada region. Entre las principales caracteristicas que se deben te-
ner en cuenta estan la tolerancia a elevadas concentraciones de contaminantes,
la habilidad para desarrollarse en suelos carentes de nutrientes, el rapido creci-
miento y la alta produccion de biomasa, asi como la profundidad y la densidad de
la raiz (Wirth, 2018; Song et al., 2020). Las plantas cuentan con la facilidad para re-
cuperar tanto suelos como aguas contaminadas con cualquier tipo de agente im-
puro que perturbe el normal desarrollo del ecosistema. No obstante, es necesario
establecer que dichos procesos pueden durar desde unos cuantos anos hasta
centenares, dependiendo del dano causado.

Existen diversos tipos de métodos fitorremediadores, entre los que se encuen-
tra la fitoextraccion, en la que las especies vegetales son cosechadas para des-
pues ser incineradas, pues, al estar cargadas de contaminantes, su uso podria
ser riesgoso. Este procedimiento incorpora contaminantes inorganicos y organi-
CoSs que no tienen la habilidad de mineralizacion (Arias et al,, 2010; Salamanca et
al, 2013). Mientras las especies vegetales crecen, estas van absorbiendo agua y
otros nutrientes, que tienen la capacidad de moverse a traves de las raices, el tallo
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y hasta las hojas, donde pueden llegar a evaporarse o volatilizarse en la atmosfera.
Este proceso es conocido como fitovolatizacion (Harvey et al,, 2002).

La siguiente es la fitodegradacion, que se encarga de modificar contaminantes
organicos en otros menos perjudiciales para el medio natural (Salamanca et al,,
2013; Arias et al,, 2010; Wiszniewska et al., 2016). Luego, esta la fitoinmovilizacion,
que provoca la fijacion y disminucion de la biodisponibilidad de contaminantes
por medio de la elaboracion de compuestos quimicos (Bernal, 2007, Delgadillo-
Lopez et al, 2011). Finalmente, esta la fitoestabilizacion, en la que se detienen los
contaminantes a traves de la adsorcion, la precipitacion y la acumulacion de sustan-
cias en las raices de las especies vegetales. Del mismo modo, disminuye el traslado
y la migraciéon de contaminantes (Delgadillo-Lopez et al,, 2011; Mahar et al., 2016).

Como se mencionod anteriormente, son diversos los procesos que se pueden
desarrollar al usar la fitorremediacion como técnica biorremediadora de ambien-
tes contaminados, en este caso especifico con hidrocarburos. Cabe reiterar que
las plantas utilizan su propio metabolismo, incluida la interaccion con microor-
ganismos, para reparar su entorno. De igual forma, diversos autores reportan las
ventajas que presentan las especies nativas para llevar a cabo trabajos de fitorre-
mediacion, puesto que con ellas se eliminan los riesgos ecologicos asociados a
la introduccion de especies en un ecosistema (Marrugo-Negrete et al, 2016; Wei
et al., 2020). Adicionalmente, las especies de flora nativa se encuentran adapta-
das a condiciones geograficas especificas como temperatura, altitud, niveles de
precipitacion y diversidad de microorganismos del suelo, y con ello una presun-
ta tasa fotosintética. Por eso, la importancia de conocer las caracteristicas de ca-
da especie y sitio por recuperar.

Surfactantes

Los surfactantes son conocidos como agentes activos de superficie encargados
de movilizar contaminantes que se encuentren fuertemente adheridos al suelo.
Es asi, debido a que, entre otras cosas, tienen la capacidad de disminuir la tension
superficial al aumentar la solubilidad y la dispersion. De igual forma, los surfactan-
tes son eficaces al aminorar la interfase de los hidrocarburos y tienen la habilidad
de disminuir la viscosidad de los aceites.

El resultado mas destacado de los surfactantes en la biorremediacion se pre-
senta cuando los contaminantes adsorbidos tienen la facultad de transportarse a
traves del suelo. De esta forma, el aminoramiento de la tension interfacial y de la
superficie siempre seran los parametros adecuados al elegir surfactantes para la
remediacion en suelos (Liu et al, 2004).

Gonzalez et al. (2018) senalan que los surfactantes mejoran la desorcion del
contaminante en la fase acuosa y promueven el aumento de la biodisponibilidad
para los microorganismos, que tienen asi un mayor acceso al sustrato. Por gjem-
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plo, el surfactante Triton X-100 ha tenido un 87 % de eliminacion al usarse en la
remocion de petréleo crudo (Li et al,, 2016). También son usados ampliamente el
Tween®80 surfactante no ionico, el NPEO, _, el POE 20 y el DOSL. De hecho, los
surfactantes no idnicos como el Tween®80 son los mas recomendados cuando
se inicia un proceso de remediacion, debido a que tienen una menor toxicidad y
mayor biodegradabilidad, que proporciona mejores resultados al optimizar la efi-
ciencia de remocion. Torres et al. (2006) reportaron surfactantes como Tween®80
y Surfacpol por ser altamente biodegradables; el primero en un 45 % en 168 ho-
ras, mientras que el segundo en un 96 % en el mismo tiempo. Riojas-Gonzalez et
al. (2010) sugieren que el efecto mas importante del surfactante es el impulso del
transporte de masa del contaminante, que va desde el suelo hasta la fase acuosa,
lugar donde surge la biodisponibilidad. Esta es afectada por los intercambios en-
tre surfactante-células y células-contaminantes.

El caso de Colombia

Para llevar a cabo un proceso de remediacion se recomienda inicialmente eje-
cutar verificaciones microbiologicas con el proposito de cuantificar poblaciones
de microorganismos, para posteriormente precisar las dimensiones con respec-
to a los microorganismos heterotrofos endemicos del sitio por remediar (Martinez
y Casallas, 2018).

En el caso de Colombia, investigadores de todo el pais han gjecutado estudios
de biorremediacion con el fin de contribuir a la descontaminacion de ambientes
afectados por compuestos tanto organicos como inorganicos. No obstante, en lo
referente a los hidrocarburos, las publicaciones son escasas.

En primer lugar, en lo que respecta a la contaminacion del agua, es necesario
recalcar que en pleno siglo xxi los vertimientos se realizan de forma directa a los
ecosistemas, sin previo tratamiento. Montoya et al. (2010) investigaron en Medellin,
Colombia, la eliminacion de materia organica con agua residual sintética en lo que
respecta a la demanda quimica y biologica de oxigeno. Ademas, hicieron medicio-
nes in situ de temperatura, oxigeno y pH en sistemas de humedales construidos
de flujo subsuperficial horizontal y sembrados con tres diferentes macrofitas: Can-
na limbata, Heliconia psittacorum y Phragmites sp. Esto demostro remociones por
encima del 94 % con las tres especies de plantas. En un caso de estudio similar
con aguas residuales, Ramos et al. (2016), en Boyaca, Colombia, implementaron
un humedal artificial de flujo subsuperficial utilizando Schoenoplectus californicus
y Cyperus papyrus con el fin de gestionar aguas residuales domesticas. Gracias a
la fitorremediacion se disminuyeron coliformes fecales y totales con porcentajes
de entre 88 %y 985 %.

De igual forma, Dominguez et al. (2016), en Medellin, Colombia, evaluaron el
rendimiento de la especie Eichhornia crassipes, conocida como buchon de agua.
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Este trabajo se desarrollo en un humedal de flujo subsuperficial con la intencién
de fitorremediar efluentes contaminados con mercurio. Finalmente, el buchon de
agua se adapto satisfactoriamente al sustrato. La concentracion inicial de metal
fue de 0.325 mg/L. En este punto es necesario hacer enfasis en que la normativa
colombiana tiene un limite maximo tolerable de (0.002 mg/L) en lo que se refie-
re a la descarga de aguas de la industria minera a cuerpos superficiales como rios
0 quebradas. Por un lado, las especies elegidas eliminaron un 71 % del elemento
contaminante en el agua. Pero, por el otro, en lo que se refiere al agua potable, el
mercurio no pudo ser reducido a niveles optimos.

Adicionalmente, Pérez-Vargas et al. (2014) examinaron la facultad acaparadora del
mercurio por parte de la planta de aji Capsicum annuum en superficies terrestres con-
taminadas en el sur de Bolivar, Colombia. Para ello, recolectaron evidencias de tejidos
de las raices, los tallos y las hojas de las plantas de Capsicum annuum previamente
plantadas en dos suelos contaminados con mercurio. Como resultado encontraron
concentraciones mas elevadas de este metal en las raices con respecto a los tallos
y las hojas, mientras que, en las partes aéreas de la planta, las concentraciones fue-
ron bajas. Empero, es necesario mencionar que el mercurio tiene la capacidad de
acumularse y generar graves efectos futuros, por ello la importancia de tener cui-
dado al consumir alimentos que son sembrados en sectores cercanos a minerias.

Por su parte, Marrugo-Negrete et al. (2016) evaluaron la especie Jatropha curcas
tambien como especie fitorremediadora de suelos contaminados por mercurio.
Para ello, realizaron la determinacion del contenido total de mercurio absorbido
por la planta en sus raices, tallos y hojas durante el transcurso de cuatro meses. Se
observo que la mayor absorcion acumulada se dio entre el segundo y tercer mes
de exposicion al metal y con mayor concentracion en raices, seguida por las hojas
y los tallos. A partir de este estudio, se evaluaron factores de crecimiento, acumu-
lacion, traslocacion y bioconcentracion de mercurio en la planta.

Asimismo, Brinez et al. (2019), en Ibagué, Colombia, elaboraron una investiga-
cion descriptiva retrospectiva en la que se recopilaron 12 litros de aguas de eli-
minacion de obturaciones de amalgama en dientes artificiales. Para llevar a cabo
dicho estudio, inicialmente, el agua sin fitorremediar fue analizada vy, posterior-
mente, se usaron dos especies vegetales acuaticas, reconocidas en estudios pre-
vios por su capacidad fitorremediadora: Eichhornia crassipes (buchon de agua) y
Pistia stratiotes (lechuga de agua). El resultado fue un porcentaje de remocion de
componentes de amalgama superior al 50 %. Las especies herbaceas y subarbus-
tos son los grupos de plantas mas comunes para la fitorremediacion debido a su
rapido crecimiento y alta acumulacion de Hg, que da la posibilidad de eliminar la
parte aerea de la planta. Marrugo-Madrid et al. (2020) realizaron un estudio pilo-
to de fitorremediacion con Jatropha curcas en un suelo altamente degradado por
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la mineria y contaminado con Hg. Las concentraciones de este metal en el suelo
mostraron una clara tendencia a disminuir despues de 16 meses de seguimiento.
Por tanto, después de 1 ano y 4 meses, estos valores son significativamente mas
bajos que las concentraciones iniciales, lo que representa una reduccion de Hg
en suelo del 50 %y 65 %. Entonces, se puede observar que los estudios de fitorre-
mediacion en Colombia se han realizado principalmente en suelos contaminados
con mercurio, debido a la alta cantidad de actividad minera tanto legal como ile-
gal que se presenta en todo el pais.

En estos estudios se demuestra la efectividad de la fitorremediacion como tec-
nica recuperadora de ambientes contaminados con diversos compuestos toxicos.
En efecto, Cubillos et al. (2014) establece que las especies vegetales tienen la fa-
cultad de inmovilizar o metabolizar hidrocarburos mediante procesos como la oxi-
dacion metabolica o la coxidacion, de acuerdo con los niveles de concentracion
de los hidrocarburos.

Por otra parte, Vallejo et al. (2016), en Soacha, Colombia, evaluaron la eficiencia
de la bioestimulacion en la remocion de hidrocarburos totales de petroleo (HTP)
derivados del proceso en la produccion de carbon. Para ello, tuvieron en cuenta
realizar seguimientos con variables fisicoquimicas y microbiologicas con el fin de
estimar la degradacion de alquitran. EL mayor porcentaje de eliminacion de HTP lo
obtuvieron con el método de fertilizante inorganico compuesto, con 28 % de re-
mocion, seguido del tratamiento con urea, con un 24 % de remocion. Con esto
demostraron que al adicionar nutrientes es posible estimular la densidad de los
microorganismos degradadores, todo ello con la idea de optimizar los procesos
de biodegradacion de superficies contaminadas.

Una forma de optimizar la degradacion es el uso de consorcios. En especifi-
co, el consorcio microalga-bacteria, que se ha estudiado como una opcion efi-
caz para la degradacion de contaminantes organicos e inorganicos. En su trabajo,
Mora-Salguero et al. (2019) reportan el uso del consorcio entre la microalga Cha-
mydomonas reinhardtii y tres cepas bacterianas osmotolerantes, aisladas de la
bahia de Cartagena, Colombia, para la degradacion de fenol. Las cepas Steno-
trophomonas maltophilia, Microbacterterium paraoxydans y Paenibacillus lactic se
evaluaron de forma individual, asi como en consorcio con la microalga. En presen-
cia de la microalga, las bacterias mostraron un aumento en el nivel de crecimien-
to y una disminucion en la fase de latencia, en comparacion con las cepas solas.
Ademas, se observo mayor actividad degradadora de fenol en los consorcios que
con las bacterias individuales, al ser la combinacion Microbacterium paraoxydans-
Chlamydomonas reinhardtii la mas efectiva y lograr la remocion del 40.89 % de
fenol de la muestra. Este estudio, ademas, senala la ventaja de usar cepas bacte-
rianas nativas de Colombia para llevar a cabo procesos de degradacion.
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Bertel-Sevilla et al. (2019) midieron el potencial de biodegradacion del biodie-
sel comercialmente disponible utilizando cepas bacterianas aisladas de suelos
de un bosque tropical en el Caribe colombiano. Segun la secuenciacion de nu-
cledtidos del gen que codifica el ARNr 16S, las cepas pertenecen a miembros del
genero Cellulosimicrobium. Esta investigacion indica que los alcanos de aceite de
biodiésel se degradaron en un promedio de 81.5 % con una densidad optica que
alcanzo 0.2-0.3 en un medio de sal minima a 37 °C durante 5 dias. Las cepas de-
gradaron alcanos individuales de diésel-aceite a tasas entre 64.9 % y 100 %. En
efecto, el aumento de la biomasa bacteriana confirmo el uso de los sustratos por
parte de los microorganismos, lo que sugiere que estos hidrocarburos son una
fuente de carbono.

Conclusiones

Las técnicas ambientales para recuperar entornos naturales contaminados con
hidrocarburos como la biorremediacion vy la fitorremediacion son una excelen-
te estrategia que permite recobrar ecosistemas completos usando como mate-
ria prima la propia naturaleza. La fitorremediacion, ademas de ser una herramienta
amigable con el medioambiente, es economica, embellecedora y brinda benefi-
cios allugar en el que se desarrolla, ya que los arboles cumplen funciones ecosis-
témicas que benefician tanto a la naturaleza como a los seres humanos directa e
indirectamente. Asimismo, existe una variedad de estrategias dentro de la biorre-
mediacion y la fitorremediacion que permiten lograr procesos de descontamina-
cion de lugares que fueron alterados por hidrocarburos. Algunas bacterias, algas
y plantas identificadas tienen la habilidad de crecer en presencia de hidrocarbu-
ros, lograr su mineralizacion y convertir estos compuestos en productos inocuos
como H,0, CO,, NH,, NO_,

Las especies vegetales tienen la habilidad de inmovilizar o metabolizar los hi-
drocarburos mediante varios metodos que incluyen la coxidacion o la oxidacion
metabolica, de acuerdo con el porcentaje de hidrocarburos. Del mismo modo,
para agilizar y fomentar la mineralizacion de suelos es recomendable tener en
cuenta la adicion previa de nutrientes como el fosforo y el nitrogeno, asi como de
humedad, con la intencion de impulsar la actividad de los microorganismos, pre-
viamente establecidos, y promover la mineralizacion siempre y cuando se tenga
un conocimiento anterior sobre las caracteristicas del sitio por tratar.

Finalmente, el uso de especies nativas es clave para llevar a cabo procesos de
recuperacion de ambientes contaminados. Es importante resaltar la necesidad de
fomentar y apoyar futuras investigaciones en lo referente a las técnicas ambien-
tales como la fitorremediacion para recuperar sitios contaminados con hidrocar-
buros, ya que, como se pudo observar, este tipo de estudios es muy escaso en
Colombia.

138



Técnicas ambientales de recuperacion de entornos afectados por hidrocarburos m

Referencias

Arias, S, Betancur, M, Gomez, G, Salazar, J. P. y Hernandez, M. L. (2010). Fitorre-
mediacion con humedales artificiales para el tratamiento de aguas residua-
les porcinas. Informador tecnico (Colombia), (74) 12-22. http.//www.ciap.org.ar/
Sitio/Archivos/Fitorremediacion?%20con%20humedales%20artificiales%s20pa-
ra%20el%20tratamiento%20de’%s20aguass20residualess20porcinas.pdf

Arrellano, P, Tansey, K, Balzter, H. y Tellkamp, M. (2017). Plant family specific im-
pacts of petroleum pollution on biodiversity and leaf chlorophyll content in the
Amazon rainforest of Ecuador. PloS ONE, 12(1), 1-18. https.//doi.org/10.1371/
journal.pone.0169867

Baoune, H., Aparicio, J., Acuna, A., Oul, A, Polti, M. yALvarez, A. (2019). Effectiveness
of the Zea mays-Streptomyces association for the phytoremediation of petro-
leum hydrocarbons impacted soils. Ecotoxicology and Environmental Safety,
(184), 1222-1246. https.//doi.org/10.1016/j.ecoenv.2019.109591

Baztan, M. S., Pucci, H. y Pucci, G. N. (2015). Electrobiorremediacion de un suelo con
una contaminacion antigua de hidrocarburo. Acta Biologica Colombiana, 20(2),
145-152. http://dx.doi.org/10.15446/abcv20n2.45257

Benavides, L, Quintero, G, Guevara, A. L., Jaimes, A, Gutiérrez, S. M.y Garcia, J. (2006).
Biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos derivados del pe-
troleo. NOVA Publicacion Cientifica 4(5), 81-90. https.//www.redalyc.org/pdf/411/
41140509 .pdf

Bernal, M. P, Clemente, R, Vazquez, S.y Walker, D. J. (2007). Aplicacion de la fito-
rremediacion a los suelos contaminados por metales pesados en Aznalcollar.
Ecosistemas, (16), 67-76. https.//www.revistaecosistemas.net/index.php/eco-
sistemas/article/view/131

Bertel-Sevilla, A, Cervantes-Ceballos, L., Tirado-Ballestas, |, Maldonado-Rojas, W.,
Alzate-Restrepo, J. y Olivero-Verbel, J. (2019). Biodegradation of biodiesel-oil by
Cellulosimicrobium sp. Isolated from Colombian Caribbean soils. Environmental
Technology, 41(18), 2337-2349. https.//doi.org/10.1080/09593330.2018.1564798

Brinez, G. N., Solano, C. E., Sandoval, J. D., Rojas, A. L. y Agudelo, G. (2019). Fitorre-
mediacion de aguas contaminadas con componentes de amalgama de pre-
clinica odontologica de la Universidad Antonio Narino, Ibague Colombia. Acta
Odontologia, 9(2), 59-70. https://doi.org/10.15446/a0cv9n2.79359

Camenzuli, D., Wise, L. E,, Strokes, A. J., Core, y D. B. (2017). Treatment of soil co-
contaminated with inorganics and petroleum hydrocarbons using silica: im-
plications for remediation in cold regions. Science and Technology, 135, 8-15.
https://doi.org/10.1016/j.coldregions.2016.10.008

Chenaut, V. (2017). Impactos sociales y ambientales de la explotacion de hidrocar-
buros en el municipio de Papantla, Veracruz (México). E-cadernos CES, 28, 94-
117. https.//doi.org/10.4000/eces.2433

139


http://www.ciap.org.ar/Sitio/Archivos/Fitorremediacion%20con%20humedales%20artificiales%20para%20el%20tratamiento%20de%20aguas%20residuales%20porcinas.pdf
http://www.ciap.org.ar/Sitio/Archivos/Fitorremediacion%20con%20humedales%20artificiales%20para%20el%20tratamiento%20de%20aguas%20residuales%20porcinas.pdf
http://www.ciap.org.ar/Sitio/Archivos/Fitorremediacion%20con%20humedales%20artificiales%20para%20el%20tratamiento%20de%20aguas%20residuales%20porcinas.pdf
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0169867
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0169867
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2019.109591
http://dx.doi.org/10.15446/abc.v20n2.45257
https://www.redalyc.org/pdf/411/41140509.pdf
https://www.redalyc.org/pdf/411/41140509.pdf
https://www.revistaecosistemas.net/index.php/ecosistemas/article/view/131
https://www.revistaecosistemas.net/index.php/ecosistemas/article/view/131
https://doi.org/10.1080/09593330.2018.1564798
https://doi.org/10.15446/aoc.v9n2.79359
https://doi.org/10.1016/j.coldregions.2016.10.008
https://doi.org/10.4000/eces.2433

= Contaminacion de suelos por hidrocarburos en America Latina

Cota-Ruiz, K, Nunez-Gastelum, J. A, Delgado-Rios, M. y Martinez-Martinez, A.
(2019). Biorremediacion. Actualidad de conceptos y aplicaciones. Biotecnia.
XXI(1), 37-44. http.//www.colech.edu.mx/cont/descargables/biotecnia.pdf

Cubillos, J., Pulgarin, P, Gutiérrez, J.y Paredes, D. (2014). Fitorremediacion en aguas
y suelos contaminados con hidrocarburos de petroleo. Ingenieria y Competi-
tividad, 16(1), 131-146. http.//www.scielo.org.co/pdf/inco/vi6n1/vibnial2.pdf

Delgadillo-Lopez, A, Gonzalez-Ramirez, C., Prieto-Garcia, F, Villagomez-lbarra, J.
R.y Acevedo-Sandoval, O. (2011). Fitorremediacion: una alternativa para elimi-
nar la contaminacion. Tropical and Subtropical Agroecosystems, 14(2). 697-612.
https.”/www.redalyc.org/pdf/939/93918231023 pdf

Delgadillo-Ordonez, N. C., Posada-Suarez, L. R, Marcelo, E.,, Cepeda-Hernandez,
M. L.y Nieves, S. J. (2017). Aislamiento e identificacion de levaduras degrada-
doras de hidrocarburos aromaticos, presentes en tanques de gasolina de ve-
hiculos urbanos. Revista Colombiana de Biotecnologia. XIX, 123-133. https://doi.
0rg/10.15446/rev.colomb.biotevign2.70278

De la Garza, R. R, Maldonado, T. A, Rivera, O. P.y Briones, E. F. (2014). Efecto plan-
ta biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos. XX Con-
greso Latinoamericano y XV Congreso Peruano de la Ciencia del Suelo.
Cusco-Peru, del g al 15 de noviembre de 2014. https./www.researchgate.
net/publication/321224376_Efecto_planta_en_la_biorre mediacion_de_sue-
los_contaminados_con_hidrocarburos

Diaz-Martinez, E., Alarcon, A, Ferrera-Cerrato, R, Almaraz-Suarez, J. J. y Barradas, O.
(2013). Crecimiento de Casuarina equisetifolia (Casuarinaceae) en suelo con die-
sel, y aplicacion de bioestimulacion y bioaumentacion. Revista de Biologia Tropi-
cal, 61(3), 1039-1052. https.//www.scielo.sa.cr/pdf/rbt/v61n3/a0s5v61n3.pdf

Dominguez, M., Gémez, S.y Ardila, A (2016). Fitorremediacion de mercurio presente
en aguas residuales provenientes de la industria minera. UGCiencia, 22(1), 227-237.
https./revistas.ugca.edu.co/index php/ugciencia/article/view/705/1075

Estévez-Bretdn, J. B. (2011). Innovacion de hidrocarburos en Colombia. Revista de
Ingenieria. Edicion especial, (34), 83-85. http.//www.scielo.org.co/pdf/ring/
nspe34/nspe34ai3.pdf

Fawzy, M., Badr, N., El-Khatib., A, y El-Kassem, A. (2012). Heavy metal biomonito-
ring and phytoremediation potentialities of aquatic macrophytes in River Ni-
le. Environmental Monitor Assessment, (184), 1753-1771. https://doi.org/10.1007/
$10661-011-2076-9

Ferrera-Cerrato, R, Rojas-Avelizapa, N., Poggi-Varaldo, H. M., Alarcon, A. y Cani-
zares- Villanueva, R. O. (20006). Procesos de biorremediacion de suelo y agua
contaminados por hidrocarburos del petroleo y otros compuestos organicos.
Revista Latinoamericana de Microbiologia, 48(2), 179-187. https.//www.medi-
graphic.com/pdfs/lamicro/mi-2006/mio62s.pdf

140


http://www.colech.edu.mx/cont/descargables/biotecnia.pdf
http://www.scielo.org.co/pdf/inco/v16n1/v16n1a12.pdf
https://doi.org/10.15446/rev.colomb.biote.v19n2.70278
https://doi.org/10.15446/rev.colomb.biote.v19n2.70278
https://www.researchgate.net/publication/321224376_Efecto_planta_en_la_biorre mediacion_de_suelos_contaminados_con_hidrocarburos
https://www.researchgate.net/publication/321224376_Efecto_planta_en_la_biorre mediacion_de_suelos_contaminados_con_hidrocarburos
https://www.researchgate.net/publication/321224376_Efecto_planta_en_la_biorre mediacion_de_suelos_contaminados_con_hidrocarburos
https://www.scielo.sa.cr/pdf/rbt/v61n3/a05v61n3.pdf
http://www.scielo.org.co/pdf/ring/nspe34/nspe34a13.pdf
http://www.scielo.org.co/pdf/ring/nspe34/nspe34a13.pdf
https://doi.org/10.1007/s10661-011-2076-9
https://doi.org/10.1007/s10661-011-2076-9
https://www.medigraphic.com/pdfs/lamicro/mi-2006/mi062s.pdf
https://www.medigraphic.com/pdfs/lamicro/mi-2006/mi062s.pdf

Tecnicas ambientales de recuperacion de entornos afectados por hidrocarburos m

Garcia-Rivero, M. y Peralta-Pérez, M. R. (2008). Cometabolismo en la biodegra-
dacion de hidrocarburos. Revista Mexicana de Ingenieria y Quimica, 7(1), 1-12.
https.”/www.scielo.org.mx/pdf/rmiq/v7n1/v7nialpdf

Gerhardt, K E., Gerwing, P. D.y Greenberg, B. M. (2017). Opinion: taking phytoreme-
diation from proven technology to accepted practice. Plant Science, 256, 170-
185, https://doi.org/10.1016/].plantsci.2016.11.016

Gomez-Paternina (Ed.). (2018). Biorremediacion de suelos contaminados con hi-
drocarburos en cultivo de tomate. UniAgraria. Fundacion Universitaria Agra-
ria de Colombia.

Gonzalez, M, Rivera, M.y Rojas, H. (2018). Los surfactantes: una alternativa para la
descontaminacion de suelos con hidrocarburos. Una revision. Investigacion y
Posgrado, 6(23) 23-32. https./www.researchgate net/publication/322628112_
Los_surfactantes_una_alternativa_para_la_descontaminacion_de_suelos_
con_hidrocarburos_Una_revision

Grey, A. (2017). Biodegradacion de hidrocarburos en sedimento de la bahia de
Manzanillo. KnE Engineering Science and Technology, 2018, 80-87. https.//
doi.org/10.18502/kegv3i11415

Harvey, P, Campanella, B. F., Castro, P, Harms, H., Lichttfouse, E., Schaffner, A,
Smrcek, S.y Weck-Reichhart, D. W. (2002). Phytoremediation of polyaromatic
hydrocarbons, anilines and phenols. Environmental Science and Pollutant Res-
toration, 9, 29-47. https.//doi.org/10.1007/BF02987315

lbanez, S, Talano, M., Ontan, O., Suman, J., Medina, M, Macek, T. y Agostini, E.
(2016). Transgenic plants and hairy roots: exploiting the potential of plant spe-
cies to remediate contaminants. New Biotechnology, 33(5), 625-633. https.//
doi.org/10.1016/j.nbt.2015.11.008

Idrovo-Novillo, J., Gavilanes-Teran, I, Veloz-Mayorga, N., Erazo-Arrieta, R., Jara-Erazo,
S., Bravo-Basantes, V. y Paredes, C. (2018). Efectos del tipo de enmienda orga-
nica y del inéculo microbiano en la biorremediacion de suelos contaminados
por petréleo. En R, Albiach Vila, R. Canet Castello, T. Montoya Martinez, A. Pé-
rez Piqueres, A. Quinones Oliver y P. Rojo Jarabo (Eds.), 6.as Jornadas Red Es-
panola de Compostaje 2018 (pp. 371-375). Red Espanola de Compostaje. Li, G,
Guo, S.y Hu, J. (2016). The influence of clay minerals and surfactants on hydro-
carbon removal during the washing of petroleum-contaminated soil. Chemi-
cal Engineering Journal, 286, 191-197. https://doi.org/10.1016/j.c€j.2015.10.006

Li, G, Guo, S.y Hu, J.(2016). The influence of clay minerals and surfactants on hydro-
carbon removal during the washing of petroleum-contaminated soil. Chemi-
cal Engineering Journal, 286, 191-197. https.//doi.org/10.1016/].c€j.2015.10.006

Liu, Q, Dong, M., Zhoua, W., Ayub, M., Zhang, y P, Huang, S. (2004). Improved oil
recovery by adsorption-desorption in chemical flooding. Journal of Petroleum
Science Engineer. 43(1-2), 75-86. https.//doi.org/10.1016/j petrol.2003.12.017

141


https://www.scielo.org.mx/pdf/rmiq/v7n1/v7n1a1.pdf
https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2016.11.016
https://www.researchgate.net/publication/322628112_Los_surfactantes_una_altern ativa_para_la_descontaminacion_de_suelos_con_hidrocarburos_Una_revision
https://www.researchgate.net/publication/322628112_Los_surfactantes_una_altern ativa_para_la_descontaminacion_de_suelos_con_hidrocarburos_Una_revision
https://www.researchgate.net/publication/322628112_Los_surfactantes_una_altern ativa_para_la_descontaminacion_de_suelos_con_hidrocarburos_Una_revision
https://doi.org/10.18502/keg.v3i1.1415
https://doi.org/10.18502/keg.v3i1.1415
https://doi.org/10.1007/BF02987315
https://doi.org/10.1016/j.nbt.2015.11.008
https://doi.org/10.1016/j.nbt.2015.11.008
https://doi.org/10.1016/j.cej.2015.10.006
https://doi.org/10.1016/j.petrol.2003.12.017

= Contaminacion de suelos por hidrocarburos en America Latina

Mahar, A, Wang, P, Ali, A, Awathi, M. K, Lahori, A, Wang, Q., Li, Ry Zhang, Z
(2016). Challenges and opportunities in the phytoremediation of heavy metals
contaminated soils: a review. Ecotoxicology and Environmental Safety. (126) 111-
121. https.//doi.org/10.1016/j.ecoenv.2015.12.023

Marrugo-Madrid, S., Turull, M., Enamorado-Montes, G, Vina, M., Marrugo-Negre-
te., J. L y Diaz, S. (2020). Chapter 7- Phytorremediation of mercury in soils
impacted by gold mining: a case study of Colombia. En Bioremediation for en-
vironmental sustainability (pp. 145-160). Elsevier. https://doi.org/10.1016/Bg78-
0-12-820524-2.00007-9

Marrugo-Negrete, J. L., Marrugo-Madrid, S., Pinero-Hernandez, J., Durango-Her-
nandez, J. y Diez, S. (2016). Screening of native plants species for phyto-
remediation potential at a Hg-Contaminated mining site. Science of the
Total Environment, (542[lpart Al 809-816. https:.//doi.org/10.1016/]scitot-
env.2015.10.117

Martinez, J. A,y Casallas, M. R. (2018). Contaminacion y remediacion de suelos en
Colombia. Aplicacion a la mineria de oro. EAN. https.//editorialuniversidadean.
edu.co/media/acceso-abierto/contaminacion-y-remediacion-de-suelos-
en-colombia.pdf

Melendez-Pertuz, F, Gonzalez, J., Comas-Gonzalez, Z, Nunez-Perez, B. y Vilo-
ria, P. (2017). Integridad estructural de tuberias de transporte de hidrocarbu-
ros: panorama actual. Revista Espacios, 38(17) 1-12. https.//repositorio.cuc.edu.
co/bitstream/handle/11323/4599/Integridad?%20estructural’s20de%20tube-
rias%20de%s20transporte’%20de%20hidrocarburos.%20Panorama’%20actual.
pdf?sequence-1&isAllowed-=y

Monsalve, O. I, Gutiérrez, J. S., y Cardona, W. A. (2017). Factores que intervienen en
el proceso de mineralizacion cuando son aplicadas enmiendas organicas al
suelo. Una revision. Revista Colombiana de Ciencias Horticolas, 11(1), 200-209.
https:/7doi.org/10.17584/rcch.2017v11i1.5663

Montoya, J. I, Ceballos, L. Casas, J. C. y Morato, J. (2010). Estudio comparativo de
la remocion de materia organica en humedales construidos de flujo horizon-
tal subsuperficial usando tres especies de macrofitas. Revista EIA, (14), 75-84.
https.//www.redalyc.org/pdf/1492/149218986006.pdf

Mora-Salguero, D. A, Vives-Florez, J., Husserl-Orjuela, J., Fernandez-Nino, M.y
Gonzalez-Barrios, F. (2019). Evaluation of the phenol degradation capacity of
microalgae-bacteria consortia from the bay of Cartagena, Colombia. Tecnol o-
gicas, 22(44), 149-158. https.//doi.org/10.22430/22565337.1179

Moreira, I. T. y Falcao, B. A. (2013). Phytoremediation in mangrove sediments im-
pacted by persistent total petroleum hydrocarbons (TPHs) using Avicennia
schaueriana. Marine Pollution Bulletin. 67(1-2), 130-136. https.//doi.org/10.1016/].
marpolbul.2012.11.024

142


https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2015.12.023
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-820524-2.00007-9
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-820524-2.00007-9
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2015.10.117
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2015.10.117
https://editorial.universidadean.edu.co/media/acceso-abierto/contaminacion-y-remediacion-de-suelos-en-colombia.pdf
https://editorial.universidadean.edu.co/media/acceso-abierto/contaminacion-y-remediacion-de-suelos-en-colombia.pdf
https://editorial.universidadean.edu.co/media/acceso-abierto/contaminacion-y-remediacion-de-suelos-en-colombia.pdf
https://repositorio.cuc.edu.co/bitstream/handle/11323/4599/Integridad%20estructural%20de%20tuberías%20de%20transporte%20de%20hidrocarburos.%20Panorama%20actual.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://repositorio.cuc.edu.co/bitstream/handle/11323/4599/Integridad%20estructural%20de%20tuberías%20de%20transporte%20de%20hidrocarburos.%20Panorama%20actual.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://repositorio.cuc.edu.co/bitstream/handle/11323/4599/Integridad%20estructural%20de%20tuberías%20de%20transporte%20de%20hidrocarburos.%20Panorama%20actual.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://repositorio.cuc.edu.co/bitstream/handle/11323/4599/Integridad%20estructural%20de%20tuberías%20de%20transporte%20de%20hidrocarburos.%20Panorama%20actual.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://doi.org/10.17584/rcch.2017v11i1.5663
https://www.redalyc.org/pdf/1492/149218986006.pdf
https://doi.org/10.22430/22565337.1179
https://doi.org/10.1016/j.marpolbul.2012.11.024
https://doi.org/10.1016/j.marpolbul.2012.11.024

Tecnicas ambientales de recuperacion de entornos afectados por hidrocarburos m

Pérez-Silva, R. M., Camacho-Pozo, M. |, Gomez-Montes. J. M., Abalos-Rodriguez,
A. Vinas, M.y Cantero-Moreno, D. (2008). Aislamiento y seleccion de una ce-
pa bacteriana degradadora de hidrocarburos a partir de suelos contaminados
con petroleo. Revista CENIC. Ciencias Biologicas, 39(1), 44-51. https.//www.re-
dalyc.org/articulo.0a?id=181214889004

Pérez-Vargas, H. M., Vidal-Durango, J. V. y Marrugo-Negrete. J. L. (2014). Evalua-
cion de la capacidad acumuladora de mercurio del aji Capsicum annuum.
Revista Salud Publica, 16(6),897-909. https.//www.researchgate.net/publica-
tion/279458985_Evaluacion_de_la_capacida d_acumuladora_de_mercurio_
del_aji_Capsicum_annuum

Ramos, A., Prieto, J. M., Cardenas, D. M. y Bernal, M. S. (2016). Implementacion de
su sistema de fitorremediacion en zona aledana a reserva forestal protectora
ElMambo, Boyaca, Colombia. Revista de Investigacion Agraria y Ambiental, 7(1),
03-103. https./www.researchgate.net/publication/315844437 _Implementa-
cion_de_un_sist ema_de_fitorremediacion_en_zona_aledana_a_reserva_fo-
restal_protectora_El_Malmo_Boyaca_Colombia

Riojas-Gonzalez, H. H., Torres-Bustillos, L., Mondaca, I, Balderas, J. y Moroyoqui, P.
(2010). Efectos de los surfactantes en la biorremediacion de suelos contami-
nados con hidrocarburos. Revista Quimica Viva, 9(3), 120-145. https.//www.re-
dalyc.org/pdf/863/86315692003.pdf

Rivera-Ortiz, P, Rivera-Larraga, J. E., Andrade-Limas, E., Heyer-Rodriguez, L., De la
Garza-Requena, F. R. y Castro-Mesa, B. I. (2018). Bioestimulacion y biorreme-
diacion de recortes de perforacion contaminados con hidrocarburos. Revista
Internacional de Contaminacion Ambiental, 34(2), 249-262.

Salamanca, E., Madera- Parra, C., Sdnchez, J. M. y Medina-Vasquez, J. (2013). Bio-
prospeccion de plantas nativas para su uso en procesos de biorremediacion:
caso Helicona psittacorum (Heliconiacea). Revista Academica de Colombia
Ciencia. 37(145). http.//www .scielo.org.co/pdf/eia/n14/n14a07.pdf

Shen, Mi, Liu, L., Li, D-W., Zhou, W., Zhou, Z-P., Zhang, C., Luo, Y.y Li, H. (2013).
The effect of endophytic Peyronellaea from heavy metal-contaminated and
uncontaminated sites on maize growth, heavy metal absorption and accu-
mulation. Fungal Ecology, 6(6), 539-545. https.//doi.org/10.1016/jfuneco.20
13.08.001

Song, L., Niu, X, Tian, Y. Xiao, Y. (2020). Assessment of PAH degradation potential of
native species from a coking plant through identifying of the beneficial com-
munity within the rhizosphere soil. Chemosphere, 264(2), 128-135. https.//doi.
0rg/10.1016/j.chemosphere.2020.128513

Taheri, M. y Javadzarrin, I. (2018). Phytoremediation modeling in soil contamina-
ted by oil- hydrocarbon by eucaliptus (@ comparative study). Computers
and Electronics in Agriculture, 150, 162-169Q. https.//doi.org/10.1016/j.com-
pag.2018.04.016

143


https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=181214889004
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=181214889004
https://www.researchgate.net/publication/279458985_Evaluacion_de_la_capacida d_acumuladora_de_mercurio_del_aji_Capsicum_annuum
https://www.researchgate.net/publication/279458985_Evaluacion_de_la_capacida d_acumuladora_de_mercurio_del_aji_Capsicum_annuum
https://www.researchgate.net/publication/279458985_Evaluacion_de_la_capacida d_acumuladora_de_mercurio_del_aji_Capsicum_annuum
https://www.researchgate.net/publication/315844437_Implementacion_de_un_sist ema_de_fitorremediacion_en_zona_aledana_a_reserva_forestal_protectora_El_Ma lmo_Boyaca_Colombia
https://www.researchgate.net/publication/315844437_Implementacion_de_un_sist ema_de_fitorremediacion_en_zona_aledana_a_reserva_forestal_protectora_El_Ma lmo_Boyaca_Colombia
https://www.researchgate.net/publication/315844437_Implementacion_de_un_sist ema_de_fitorremediacion_en_zona_aledana_a_reserva_forestal_protectora_El_Ma lmo_Boyaca_Colombia
https://www.redalyc.org/pdf/863/86315692003.pdf
https://www.redalyc.org/pdf/863/86315692003.pdf
http://www.scielo.org.co/pdf/eia/n14/n14a07.pdf
https://doi.org/10.1016/j.funeco.2013.08.001
https://doi.org/10.1016/j.funeco.2013.08.001
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2020.128513
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2020.128513
https://doi.org/10.1016/j.compag.2018.04.016
https://doi.org/10.1016/j.compag.2018.04.016

= Contaminacion de suelos por hidrocarburos en America Latina

Thakur, S, Singh, L., Wahid, Z., Siddiqui, M., Atnaw, S.y Din, M. (2016). Plant-driven
removal of heavy metals from soil: uptake, translocation, tolerance mecha-
nism, challenges, and future perspectives. Environmental Monitor Assessment,
188(4), 206. https://doi.org/10.1007/510661-016-5211-9

Torres, L. G, Orantes, J. L. e lturbe, R. (2006). Biodegradacion of two nonionic sur-
factants used for in situ flushing of oil contaminated soils. Tenside Surfactant
Detergents. 43(5), 251-255. https://doi.org/10.3139/113.100313

Torri, S., Cabrera, M. y Alberti, C. (2018). Respiracion potencial durante la bioesti-
mulacion de un suelo contaminado con hidrocarburos aromaticos policicli-
cos. Revista Internacional de Contaminacion Ambiental, 34(1). 127-136. https./
doi.org/10.20937/rica.2018.34.01.11

Trujillo-Toro, M. A,y Ramirez-Quirama, J. F. (2012). Biorremediacion en suelos con hi-
drocarburos en Colombia. Revista de Investigacion Agraria y Ambiental, 3(2), 37-
62. https.//hemeroteca.unad.edu.co/index.php/riaa/article/view/952/946

Vallejo, V. E., Sandoval, J. J, Garagoa, S. C.y Bastos, J. (2016). Evaluacion del efec-
to de la bioestimulacion sobre la biorremediacion de hidrocarburos en suelos
contaminados con alquitran en Soacha, Cundinamarca-Colombia. Acta Agro-
nomica, 65(4) 354-361. http://dx.doi.org/10.15446/acagv65n4.51013

Velasquez-Arias, J. (2017). Contaminacion de suelos y aguas por hidrocarburos en
Colombia. Fitorremediacion como estrategia biotecnologica de recuperacion.
Revista RIAA, 8(1), 151-167. https://doi.org/10.22490/21456453.1846

Viesser, J. A, Sugai-Guerios, M. H, Malucelli, L. C., Pincerati, M. R, Karp, S. G., y Ma-
ranho, L. T. (2020). Petroleum-tolerant rhizosphere bacteria: isolation, charac-
terization and bioremediation potential. Scientific Reports, 10(1), 1-11. https.//doi.
0rg/10.1038/541598-020-59029-9

Wei, Z, Van, Le, Peng, W, Yang, H., Gu, H.,, Lam, S.S.y Sonne, C. (2020). A review on
phytoremediation of contaminants in air, water and soil. Journal of Hazardous
Materials, 403, 304-314. https.//doi.org/10.1016/jjhazmat.2020.123658

Wilson, B. A, Addo-Mensah, A. K. y Mendez, M. (2015). In situ impacts of a flooding
event on contaminant deposition and fate in a riparian ecosystem. Journal of
Sediment, 15, 2244-2256. https.//doi.org/10.1007/511368-015-1145-7

Wirth, E. (2018). La maldicion de los recursos naturales y los hidrocarburos: una re-
vision de literatura. Papeles de Europa, 31(1), 19-39. http://dx.doi.org/10.5209/
PADE.61487

Wiszniewska, A, Hanus-Fajerska, W., Muszynska, W. y Ciarkowska, K. (2016). Na-
tural organic amendments for improved phytoremediation of polluted soils:
a review of recent progress. Pedosphere, 26(1), 1-12. https.//doi.org/10.1016/
S1002-0160(15)60017-0

Zamora-Figueroa, A. C., Ramos-Oropeza, J. R, Arias, M. y Hernandez-Valencia, |.
(2017). Respuesta de la comunidad microbiana al biotratamiento de un suelo

144


https://doi.org/10.1007/s10661-016-5211-9
https://doi.org/10.3139/113.100313
https://doi.org/10.20937/rica.2018.34.01.11
https://doi.org/10.20937/rica.2018.34.01.11
https://hemeroteca.unad.edu.co/index.php/riaa/article/view/952/946
http://dx.doi.org/10.15446/acag.v65n4.51013
https://doi.org/10.22490/21456453.1846
https://doi.org/10.1038/s41598-020-59029-9
https://doi.org/10.1038/s41598-020-59029-9
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2020.123658
https://doi.org/10.1007/s11368-015-1145-z
http://dx.doi.org/10.5209/PADE.61487
http://dx.doi.org/10.5209/PADE.61487
https://doi.org/10.1016/S1002-0160(15)60017-0
https://doi.org/10.1016/S1002-0160(15)60017-0

Técnicas ambientales de recuperacion de entornos afectados por hidrocarburos m

contaminado con crudo mediano. Revista Internacional de Contaminacion Am-
biental, 33(4), 629-639. https.//doi.org/10.20937/RICA.2017.33.04.07

Zhou, L, Li, Z, Liu, W., Liu, S., Zhang, L, Zhong, L., Luo, X y Liang, H. (2015). Res-
toration of rare earth mine areas: organic amendments and phytoremediation.
Environmental Science and Pollution Restoration, 22, 17151-17160. https.//doi.
0rg/10.1007/511356-015-4875-y

145


https://doi.org/10.20937/RICA.2017.33.04.07
https://doi.org/10.1007/s11356-015-4875-y
https://doi.org/10.1007/s11356-015-4875-y

Perspectivas de remediaciéon de suelos
contaminados por hidrocarburos en
Meéxico y algunas alternativas

de tratamiento

Alejandro Islas Garcia’

Adriana Benitez Rico™

Tomads Eduardo Chévez Miyauchi™
Arely Vergara Castaiieda™

Laura Martino Roaro™"

Resumen

La contaminacion de suelos por hidrocarburos es un problema de atencion
en México. En este capitulo se muestra un panorama de los sitios contami-
nados por hidrocarburos en el pais, asi como de la situacion actual de su
remediacion. Ademas de esto, se describen alternativas tecnologicas no-
vedosas de remediacion de suelo reportadas internacionalmente, entre las
cuales destacan los procesos de inundacion o el lavado de suelos con so-
luciones de biosurfactantes, la inyeccion de espumas, la nanorremedia-
cion y la biorremediacion. La remediacion de cada sitio es Unica debido a
la composicion del suelo, el tipo de hidrocarburo presente y las condicio-
nes ambientales, las cuales delimitaran la zona de mayor concentracion y
los componentes predominantes de dicho suelo, ademas de los factores
de riesgo, tales como arrastre de contaminantes, y contaminacion cruzada
y secundaria. El objetivo principal de este trabajo es ubicar los campos de
oportunidad en materia de remediacion de suelos en México y brindar in-
formacion sobre las posibles alternativas tecnologicas mas promisorias y de
posible aplicacion en sitios nacionales.
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Panorama de la contaminacién y remediacién ambiental
de hidrocarburos

En Mexico, los sitios contaminados no solo se encuentran en las zonas de ex-
plotacion de recursos naturales, sino también en areas industriales, todas ellas
contaminadas principalmente con hidrocarburos o derivados de petroleo, meta-
les pesados e hidrocarburos halogenados (Semarnat, 2010).

De acuerdo con reportes de la Secretaria de Marina y Recursos Naturales (Se-
marnat, 2014), entre 2008 y 2013 se identificaron 627 sitios contaminados, de los
cuales, Petroleos Mexicanos (Pemex) fue responsable en el 20.3 % de los casos,
con 127. En el mismo periodo, se reportaron 446 casos de emergencias ambien-
tales en suelo por derrame de hidrocarburos (gasolina, diésel, combustoleo y tur-
bosina) correspondientes al 71.1 % del total de emergencias nacionales. Pero en el
caso de los pasivos ambientales (dreas con una contaminacion mas longeva), du-
rante el periodo de 2010 a 2017, se identifico un total de 497 sitios contaminados
con hidrocarburos, actualmente en proceso de remediacion (Semarnat, 2018). En la
tabla 1 se puede observar que los estados con mas pasivos ambientales son Ve-
racruz y Tamaulipas, con 189y 116, respectivamente, seguidos de San Luis Potosi, Ta-
basco y Ciudad de Meéxico.

Por ello, en México se creo el Programa Nacional de Remediacion de Sitios Con-
taminados, con el objetivo de reducir el numero de sitios con polucion, para prevenir
y reducir los riesgos a la salud y alambiente, asi como para evitar su generacion (Se-
marnat, 2010). Todo ello se hace bajo la norma oficial mexicana NOM-138-SEMAR-
NAT/SSA1-2012, que establece los limites maximos permisibles de hidrocarburos
en suelos, y las especificaciones para su caracterizacion y remediacion.

En México las tecnologias de remediacion de suelos mas utilizadas son la bio-
rremediacion con biopilas a un lado del sitio, bioventeo o extraccion de vapores
del suelo y estabilizacion en el sitio (Semarnat, 2010), aunque también se utilizan
otras metodologias fisicoquimicas como lavado, separacion fisica, desorcion ter-
mica y centrifugacion (Semarnat, 2007). Actualmente, existen otras tecnologias
como la electrorremediacion, la nanorremediacion, reactores de suelos activados,
la fitorremediacion y el composteo, que son utilizadas en sitios contaminados con
hidrocarburos y otros contaminantes organicos. Como tal, no existe una tecnolo-
gia universal que posea la capacidad de efectuar la limpieza del suelo con alta efi-
ciencia en todos los casos. Como mencionan Volke y Velasco (2002), cada sitio es
unico y para poder seleccionar una tecnologia adecuada para la remediacion se
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requiere conocer toda su informacion, la del contaminante por tratar y la historia
del accidente, debido a que permitird pronosticar y conocer el movimiento de los
compuestos en el subsuelo.

Tabla 1. Pasivos ambientales contaminados con hidrocarburos de fraccion ligera (HFL),
fraccion media (HFM) y fraccion pesada (HFP)

Entidad federativa | Sitios identificados !:raccién el Tipo de contaminante
hidrocarburos
Aguascalientes 1 HFM Diesel
Baja California 1 HFL Gasavion
Baja California Sur 2 HFM Diesel
Campeche 4 HFM Diesel, turbosina
Coahuila 22 HFM, HFP Diesel, petroleo
Chiapas 2 HFM Diesel
Chihuahua 3 HFM, HFP Diesel, aceites
Ciudad de Mexico 26 HFL, HFM Gasolina, diesel, turbosina
Durango 3 HFP Petroleo
Guanajuato 4 HFP Aceites
Guerrero 1 HFL, HFM, HFP Mezcla
Hidalgo 2 HFM Diesel
Jalisco 3 HFL, HFP Gasavion, aceites
Estado de México 20 HFL, HFM Gasolina, diesel
Nuevo Leon 4 HFL, HFM, HFP Mezcla
Oaxaca 4 HFL, HFM, HFP Mezcla
Puebla 3 HFM Diésel
Querétaro 6 HFP Aceites
Quintana Roo 2 HFP Aceites
San Luis Potosi 36 HFM, HFP Diesel, petroleo
Sinaloa 6 HFL, HFM Gasavion, gasolina, diesel
Tabasco 34 HFM, HFP Diesel, petroleo
Tamaulipas 116 HFL, HFM, HFP Gasavion, diesel, petroleo
Tlaxcala 2 HFM Diesel
Veracruz 189 HFM, HFP Diesel, petroleo, combustoleo
Zacatecas 1 HFL, HFM, HFP Mezcla
Total 497

Fuente: elaboracion propia a partir de Semarnat (2018).

Al respecto, en Meéxico existen 210 empresas autorizadas por la Semarnat pa-
ra servicios de remediacion de suelos contaminados, ubicadas principalmente en
Ciudad de Mexico, Veracruz y Tabasco (figura 1). Estas empresas utilizan los tra-
tamientos bioldgicos (biopilas, bioventeo y landfarming), quimicos (oxidacion qui-
mica y neutralizacion) y fisicos (estabilizacion-solidificacion, lavado, extraccion de
vapores y desorcion térmica).
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Figura 1. Empresas autorizadas para remediacion de suelos
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Fuente: elaboracion propia a partir de Semarnat (2018)

Destino de los hidrocarburos en el ambiente

El desplazamiento de los hidrocarburos durante un derrame puede ser muy com-
plejo; sin embargo, de acuerdo con Kostecki et al. (2005), puede explicarse en los
pasos mostrados en la figura 2.

Figura 2. Diagrama del desplazamiento de hidrocarburos durante un derrame
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Fuente: elaboracion propia a partir de Kostecki et al. (2005)
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1. Volatilizacion de componentes ligeros a la atmosfera.

2. Desplazamiento de los hidrocarburos sobre la superficie debido a la grave-

dad o arrastre por efluentes de agua.

3. Adherencia de componentes pesados a la superficie del suelo, que provo-

ca obstruccion e hidrofobizacion del suelo.

4. Infiltracion al suelo.

5. Flujo vertical y lateral de hidrocarburos en la zona “insaturada”

6. Retencion de hidrocarburos en zonas texturales especificas como arcillas,

en poros, y adhesion sobre granos de suelo y materia organica.

7. Disolucion o emulsificacion de algunos componentes con el agua autocto-

na del subsuelo.

8. Degradacion biologica o no biologica.

9. Drenaje hacia cuerpos de agua subterraneos.

La alta permanencia de los hidrocarburos en el suelo se determina por su es-
tructura quimica, toxicidad y grupos funcionales; es decir, mientras mas larga sea
la cadena de carbonos 0 mas estructuras aromaticas contenga, mayor sera la per-
sistencia. Ademas, las propiedades del suelo afectado, la concentracion del hidro-
carburo, la diversidad de microorganismos residentes y las condiciones climaticas
del sitio contaminado impactaran en el periodo que estos contaminantes estaran
en el suelo. Por tanto, una vez que el suelo esté danado, es prioritario realizar las
acciones de restauracion para evitar cualquier efecto adverso.

Tecnologias de inundacién o lavado de suelo

Una de las tecnologias mas socorridas por su sencillez para la remediacion rapida
de suelos es la inundacion, o bien el lavado de suelos, ya que consiste en el arras-
tre de los contaminantes libres por medio de un solvente (generalmente agua). El
objetivo es aumentar la concentracion de contaminantes en la solucion de arras-
tre para posteriormente realizar una separacion o tratamiento que deje el sitio con
niveles adecuados para su uso, o bien con concentracion optima de contaminan-
tes para sistemas de biorremediacion.

Como puede observarse en la figura 3, el proceso de inundacion es un metodo in
situ, mientras que el proceso de lavado de suelos es un metodo ex situ. Ambos son
relativamente econdmicos, pero pueden incrementarse los costos debido a la recu-
peracion de los contaminantes de los efluentes a través de tratamientos especificos.

Si bien la mayor eficiencia de los procesos de inundacion y lavado de suelos im-
plica el desplazamiento de hidrocarburo libre o retenido en los poros del suelo,
el reto estriba en la remocion de los componentes pesados adheridos en los mi-
nerales del suelo. Para incrementar la eficiencia de remocion, el suelo puede ser
inundado con soluciones de tensoactivos.
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Figura 3. Tecnologias de inundacion (A) y lavado de suelo (B)
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Fuente: elaboracion propia a partir de Mao et al. (2015)
Tensoactivos

Los tensoactivos son compuestos quimicos “anfifilicos” o “anfipaticos’, debido
a que poseen una seccion polar o afin al agua (hidrofilica), comunmente cono-
cida como “cabeza’, y una seccidn alifatica no afin al agua (hidrofobica), la cual
es conocida como “cola”. Esta caracteristica brinda a las moléculas la capacidad
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de adsorberse en interfaces gracias a su dualidad y a la vez provocar diferentes
fenomenos.

De acuerdo con la naturaleza de la ‘cabeza’, los tensoactivos pueden ser i6-
nicos (anionicos, catidnicos o zwitteridnicos), o bien anionicos. La ionizacion de la
cabeza o los grupos funcionales que posea son determinantes para que las mo-
leculas de tensoactivo interaccionen con otras moléculas o con superficies. Esto
se da a traves de las llamadas “interacciones debiles’, entre las cuales destacan
fuerzas de Van der Waals, ion-ion, ion-dipolo, puentes de hidrogeno, interaccio-
nes n-1. Dependiendo de su concentracion, los tensoactivos pueden actuar de
diferentes maneras.

A baja concentracion, tienen preferencia por adsorberse sobre las superficies
minerales, de ese modo pueden desplazar el hidrocarburo adherido al generar
una monocapa de compuesto sobre la superficie mineral. A medida que la con-
centracion de tensoactivo aumenta, la superficie comienza a saturarse de esta, lo
que provoca la generacion de estructuras esfeéricas u ovoides denominadas mi-
celas. Estas son microestructuras capaces de contener en su interior al hidrocar-
buroy dispersarse en la fase acuosa. En este sentido, los tensoactivos catidnicos
soN Mas propensos a adsorberse sobre los minerales y modificar la mojabilidad
de la roca, mientras que los tensoactivos no ionicos son mas propensos a gene-
rar microestructuras y arrastrar los contaminantes formando soluciones coloida-
les (emulsiones).

El uso de los tensoactivos es muy promisorio, sin embargo, existen dos ries-
gos: el primero es que haya un arrastre de contaminantes a zonas no deseadas o
permeacion del mismo tensoactivo a los mantos freaticos; el segundo, que el sue-
lo sea saturado de tensoactivo y esto modifique las propiedades de la superficie.

Algunos reportes del uso de tensoactivos para remediacion de suelos conta-
minados con hidrocarburos se enlistan en la tabla 2.

Tabla 2. Ejemplos de uso de tensoactivos comerciales para inundacion o lavado de suelo
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Referencia Tensoactivo Tipo de suelo HIdI’O'C a'r I Eﬁaenuﬁ o
objetivo remocion
Ranian et al CTAB (15 %V/V) Benceno,
! ' gradiente hidraulico |  Suelo arcilloso naftaleno, 58.8-98.9 %
(2006) !
2.8 fenantreno, diesel
Khalladia et al. sDS (8 mm) 32 ml/ 04 % limo 2.4 % . o
(2009) min por 48 h arena 2.6 % arcilla Diesel 97 %
. . Diesel, gasolinay o
Shiau et al. (2003) | AoT/Calfax 16L-35 Arena, limo NAPL de didsel 65-99 %
80 % arena17 % °
Svab et al. (2009) Spolapon A0S 146 limo 3 % arcilla PCB 56 %
(Continua)
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Dowfax (5 %
m/m) dihexil . o
Strbak (2000) sulfosuccinato de Arenay arcilla DNAPL 95 %

sodio (2 % m/m)

Isalchem 123 (2 %

Strbak (2000)
m/m)

Toba volcanica LNAPL 875%

Tween 80 (25

Rosas et al. (2011) ma/L)

Suelo arenoso p-cresol 70 %

Suelo de relleno Diesel, aceite de
sanitario, limoy carbon, aceite 88 %
arcilla lubricante

Monooleato de

Lee et al (2005) sorbitano (2 %)

Fuente: elaboracion propia a partir de Mao et al. (2015)

Por otro lado, una gran ventaja del uso de tensoactivos es el que debido a su
naturaleza quimica pueden ser utilizados para realizar una remocion selectiva de
contaminantes; por ejemplo, Guo et al. (2009) reportan el estudio del uso de una
mezcla de un tensoactivo anionico (dodecil vencen-sulfonato de sodio sDBS) y
un no idnico (Tween 80) para la remocion de p-nitroclorobenceno (pNCB) de sue-
los contaminados. Los autores observaron que la remocion de pNCB es mayor
con sDbBS que con Tween 80, sin embargo, al colocar ambos tensoactivos juntos
en una relacion masica 1.1 de sbBs-Tween 80, se obtenia la maxima eficiencia de
desorcion de pNCB. En esa misma linea, Urum et al. (2006) reportan que un ten-
soactivo anionico (dodecilsulfato de sodio, SDS) es mas propenso a remover hidro-
carburos alifaticos, mientras que un tensoactivo no ionico tiene mayor preferencia
en remover componentes aromaticos.

Si bien el uso de tensoactivos puede ser programado para lograr la separacion
de componentes del sitio contaminado, los riesgos asociados a su uso, Como se
menciono anteriormente, asi como su biocompatibilidad, suelen ser un inconve-
niente para su seleccion como una tecnologia adecuada, es por ello que la indus-
tria ha optado por el uso de los biosurfactantes.

Biosurfactantes

Los biosurfactantes son compuestos sintetizados por microorganismos o prove-
nientes de compuestos naturales (carbohidratos, proteinas, etc.) que poseen las
mismas propiedades de los tensoactivos sintéticos, con la ventaja de proceder de
fuentes naturales y poseer alta biodisponibilidad. De acuerdo con Pacwa-Plocinic-
kzak et al. (2011), los biosurfactantes derivados de microorganismos se encuentran
clasificados como se aprecia en la tabla 3.
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Tabla 3. Clasificacion de biosurfactantes

Sustrato de

Corynebacterium sp.

Grupo Clase Microorganismo S
aplicacion
-~ Pseudomonas aeruginosa, Hidrocarburos/
Rhamnolipidos
Peudomonas sp. metales
Mycobacterium tuberculosis,
Rhodococcus erythropolis,
Glicolipidos Trehalolipidos Arthrobacter sp., Hidrocarburos
Nocardia sp.,

Sophorolipidos

Torulopsis bombicola,
Torulopsis petrophilum,
Torulopsis apicola

Hidrocarburos

Acidos grasos,
fosfolipidos y
lipidos neutros

Acido corinomicolico

Corynebacterium lepus

Hidrocarburos

(asfalto)

‘ AC,I do' . Penicilium spiculisporum Metales
espiculisporico

Fosfatidiletanolamina Acinetobacter sp. Metales

Rhodococcus erythropolis

Hidrocarburos/

Biosurfactantes
polimeéricos

Surfactina Bacillus subtilis laquicidas
Lipopeptidos P9
Lichenisina Bacillus licheniformis Hidrocarburos
Emulsan Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 Hidrocarburos
Alasan Acinetobacter radioresistens KA-53 Hidrocarburos

Biodispersan

Acinetobacter calcoaceticus A2

Cal

Liposan

Candida lipolytica

Hidrocarburos

Mannoproteina

Saccharomyces cerevisiae

Hidrocarburos

Fuente: elaboracion propia a partir de Pacwa-Plocinickzak et al. (2011)

A la par, podemos encontrar gomas (goma guar), carbohidratos (ciclodextri-
na), glucosidos esteroideos (saponina), etcetera. La compatibilidad biologica de
estos compuestos elimina la posibilidad de contaminacion secundaria y favorece
la biodegradacion de los contaminantes; ademas, puede estimular a los microor-
ganismos para la descomposicion de los contaminantes vy, al poseer estructuras
moleculares mucho mas grandes que los tensoactivos tradicionales, tienen una
superficie activa mayor, que reduce la cantidad de compuesto para lograr la mis-
ma eficiencia que los tensoactivos tradicionales. Algunos resultados reportados
con el uso de biosurfactantes se pueden observar en la tabla 4.
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Tabla 4. Ejemplos de uso de biosurfactantes para inundacion o lavado de suelo

. . Hidrocarburo Eficiencia de
Referencia Biosurfactante . ..
objetivo remocion
Song et al. (2008) Saponina (3750 mg/L) Fenantreno 762 %
Bordas et al. (2005) Rhamnolipidos (5 g/L) Pireno 70 %
Jorfi et al. (2014) Rhamnolipidos (250 mg/L) Pireno 84.6 %
Zhou et al. (2013) Saponina (30 g/L) Fenantreno 781%
Scheibenbogen et al. Rhamnolipidos (0.08%) + 0.1% . Alifaticos 58 %
. Hidrocarburos o o
(1004) pirofosfato Aromaticos 73 %
. Rhamnolipidos (0.2 %) Hidrocarburos 63 %
Laietal (2009) Surfactina (0.2 %) totales 62 %

Comparativos de eficiencia de remocién de contaminantes
biosurfactantes contras tensoactivos

Los biosurfactantes suelen tener similar o mejor comportamiento que los ten-
soactivos sinteticos, e igual que estos, hacen que su estructura sea responsable
del efecto en el sistema. Por ejemplo, de acuerdo con el reporte de Brusseau et al.
(1995), la presencia mayoritaria del dirhamnolipido metil ester en comparacion con
su derivado monolipiditico ayuda mayormente a la emulsificacion de hidrocarbu-
ros en agua. En el mismo trabajo se observa que una solucion 1 mM (500 ppm) de
acido monorhamnolipico removid 22 % de hexadecano adsorbido en arenas des-
pues de haber inyectado 120 volumenes de poro. Dicho resultado es sobresalien-
te al comparar con el desempeno de soluciones de tensoactivos: dodecilsulfato
de sodio (sDsS): 0 % y Tween 20: 5 % de remocion de hexadecano. Lai et al. (2009)
compararon el efecto de rhamnolipidos y surfactinas contra Tween 80 y Triton X a
la misma concentracion (0.2 %); los autores observaron que tanto los rhamnolipi-
dos como la surfactina removieron de 20 a 30 % mas que los tensoactivos.

Inyeccién de tensoactivos mediante espumas

Una alternativa que podria dar solucion a la problematica de contaminacion se-
cundariay arrastre de componentes es el uso de espumas en lugar de soluciones
liquidas. Una espuma es una mezcla coloidal formada por una fase gaseosa dis-
persa en una matriz de liquido. Las estructuras liquidas que conforman las espu-
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mas son paredes delgadas conocidas como lamelas. Las espumas tienen como
caracteristica principal una densidad muy baja, pero una alta viscosidad; aunado a
esto, por efecto de la naturaleza de la fase liquida, las espumas pueden acarrear
una gran cantidad de gas con muy poca fase acuosa, por tanto, las concentracio-
nes de componentes en el sistema disminuirian drasticamente.

Las espumas se pueden caracterizar de acuerdo con su “‘calidad’, que relacio-
na el volumen atrapado en el volumen total de espuma. Asi, las espumas de al-
ta calidad son mas deseadas por sus propiedades mecanicas y baja cantidad de
compuestos en las lamelas. Existen estudios de tensoactivos y biosurfactantes in-
yectados a suelos contaminados en forma de espuma, con diversos resultados.
En la tabla 5 se observan algunos de ellos.

Tabla 5. Ejemplos de uso de inyeccion de espumas para inundacion o lavado de suelo

Referencia Tensoactivo / biosurfactante Hidro.c ar buro Eﬁcienci.ag de
objetivo remocion
Hirazaki et al. (1997) Dihexil-sulfosuccinato de sodio DNLAP 99 %
Huang y Chang (2000) Triton n-pentadecano 74 %
Kilbane Il et al. (1997) Biosurfactantes + 50 % etanol PAH 99 %
Mulligan y Eftekhari (2003) Triton X-100 (1 %), JBR 425 PCP 84 %
Rothmel et al. (1098) Steol CS-330 DNLAP 75 %

Fuente: elaboracion propia a partir de Wang y Mulligan (2004).

El uso de espumas muestra tener una alta eficiencia en la remocion de con-
taminantes; sin embargo, puede ser que los costos de operacion se incremen-
ten dependiendo del sitio y del tipo de contaminantes por remover. Es importante
considerar la estabilidad de las espumas para implementar un sistema de limpie-
za, ya que, al ser un sistema coloidal, puede perder estabilidad debido a factores
como presion, temperatura y presencia de sales.

Las técnicas de inundacion y lavado de suelos pueden ser optimizadas en
cuanto a la composicion y la naturaleza de la solucion de limpieza. Ademas, debe
considerarse la biocompatibilidad, de tal forma que pueda aplicarse como medi-
da primaria de remediacion seguida por un proceso de biorremediacion para re-
generar el sitio contaminado en su totalidad.
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Remediacién de hidrocarburos mediante nanotecnologia
(nanorremediacion)

En general, la nanotecnologia se encarga del estudio de fenomenos cuyos ma-
teriales se encuentran en escala nanometrica; ha cobrado vital importancia en las
ultimas decadas en el area ambiental, asi como en el desarrollo agricola (Carrillo
y Gonzalez, 2009).

El tratamiento de contaminantes presentes en el ambiente apoyado con ma-
teriales que tienen un tamano de particula entre 1-100 Nm se conoce CoMo ha-
norremediacion, € implica necesariamente la utilizacion de un material reactivo en
la transformacion o la desintoxicacion de contaminantes. La nanorremediacion se
puede aplicar en diferentes etapas como la prevencion, el tratamiento o la lim-
pieza. Para potencializar su uso, es indispensable la caracterizacion completa del
suelo con el fin de determinar el tipo de nanoparticula que debe interactuar.

Cuando un material se prepara en forma de nanoestructuras, las propiedades fi-
sicas y quimicas pueden ser completamente diferentes a las que presenta el mate-
rial en escala macroscopica; ademas, la disminucion del tamano de grano provoca
que el areay el volumen superficial aumenten considerablemente y maximicen las
interacciones en procesos que ayudan a la degradacion de contaminantes. De esta
manera, es posible combinar las ventajas que ofrecen los métodos cotidianos con
la nanotecnologia para construir alternativas mas prometedoras.

Los nanomateriales han dado respuesta a problemas ambientales y tecnologi-
cos que los materiales en su escala normal no pudieron realizar o no lo hacen de
manera eficiente; por ejemplo, pueden incrementar la especificidad de una reac-
cion quimica para degradacion de hidrocarburos utilizando nanoparticulas de hie-
rro para un tratamiento in situ 0 aumentar la eficiencia de un herbicida amigable
con el medioambiente (Karn et al., 2009).

LLa nanotecnologia aplicada a remediacion ambiental de suelos ofrece ventajas
como la disminucion de los costos de operacion y de los tiempos de tratamiento
en comparacion con los sistemas tradicionales; se favorecen, ademas, los trata-
mientos in situ a gran escala, ya que, por el tamano de las particulas se introducen
rapidamente en los suelos y se distribuyen ampliamente a mayores profundida-
des. Por ultimo, la disminucién de los contaminantes es mayor comparada con
otros métodos por la especificidad de los nanomateriales, ya que se disenan de
tal manera que presentan propiedades fisico-quimicas que favorecen procesos
quimicos o cataliticos (Karn et al., 2009). Entre los materiales que se han utilizado
para la nanorremediacion en suelos contaminados por hidrocarburos se encuen-
tran zeolitas, oxidos metalicos, nanoestructuras de carbono (nanotubos, nanofi-
bras) y sistemas metalicos.
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De todos los sistemas probados para nanorremediacion, las nanoparticulas de
hierro cerovalentes (nzvi, por sus siglas en ingles: nanoscale zerovalent iron) son
las mas utilizadas, ya que son mas eficaces en los tratamientos de sustancias or-
ganicas vertidas en los suelos. Las nzvi tienen la cualidad de transformar, dismi-
nuir la toxicidad y generar compuestos inocuos de diferentes contaminantes del
suelo como los hidrocarburos alifaticos clorados, aromaticos clorados, solventes
organoclorados, pesticidas, bifenilos policlorados (PcB) y algunos metales pesa-
dos (Liu et al., 2005). En la tabla 6 se resume el tipo de contaminantes de suelo
que pueden ser transformados utilizando nzvi.

Tabla 6. Tipo de contaminantes sobre los que actua el sistema nzvi

Compuestos alifaticos clorados Bencenos clorados

Tretacloruro de carbono
Cloroformo
Diclorometano
Tetracloroeteno
Tricloroeteno
Cloruro de vinilo
Diclorobromometano

Clorobenceno
Diclorobenceno
Triclorobenceno

Tetraclorobenceno
Pentacloro benceno
Hexaclorobenceno

Otros hidrocarburos policlorados Pesticidas
Dioxinas oot
Bifenilos policlorados (PcB) .
Lindano
Pentaclorofenol
Metales pesados Colorantes organicos
Mgrcurlo Anaranjado I
Niquel o
Crisodina
Plata Tropaeolin O
Cadmio P

Fuente: datos tomados y adaptados de Zhang (2003).

LLos materiales formados por nzvi actuan sobre hidrocarburos clorados en pro-
cesos quimicos de reduccion. EL hierro (Fe° es un reductor moderado que pue-
de reaccionar con la humedad presente en el suelo o con oxigeno disponible por
ventilacion; estas reacciones son bien conocidas porque representan los procesos
de corrosion propios de ese elemento. Algunos estudios han demostrado que la
utilizacion de este material logra la decloracion de hidrocarburos hasta en un 80 %
(Liu et al., 2005).

Alincorporar nanoparticulas de hierro en suelos contaminados con hidrocarbu-
ros clorados se llevan a cabo procesos de oxido-reduccion en los que se libera el
ion cloruro al suelo (Zhang, 2003) para incorporarse a los procesos de mineraliza-
cion. La reaccion de tretacloroeteno con nzvi ejemplifica este tipo de reacciones:

CCl, + 4Fe®+4H CH, + 4Fe* + 4Cl
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Las nzvi se utilizan en sistemas de infiltracion reductora (tratamiento in situ),
aqui, se lleva a cabo la oxidacion de hierro a la especie Fe*, que es cuando se
realiza la decloracion y, como paso final, se infiltra peroxido de hidrogeno que
provoca que los hidrocarburos saturados se degraden hasta formar las especies
gaseosas Co, y H,0. En la figura 4 se esquematiza la versatilidad de las nzvi para
tratamiento de suelos contaminados.

Figura 4. Versatilidad de nzvi en el tratamiento de hidrocarburos

H
H+—\ / 2
H / cl-
H R-H
H.0 R-Cl

\ +H202

Fe*

CO,+H,0

Fuente: imagen modificada de Lu et al. (2017).

Para potencializar el efecto de nzvi en el tratamiento de suelos, se han sinte-
tizado como nanoparticulas bimetalicas (BNP, por sus siglas en inglés) para cata-
lizar los tratamientos con hidrocarburos. Los principales elementos usados para
potencializar los efectos de dichos materiales son el paladio, el niquel y el cobre
(Karn et al., 2009).

Entre los hidrocarburos mas complicados de tratar en suelos se encuentran
los aromaticos policiclicos (PAH, por sus siglas en ingles), ya que presentan alta hi-
drofobicidad y estabilidad térmica, son dificiles de degradar por procesos quimi-
cos, se acumulan en el suelo y son carcinogenos para el ser humano. Entre estos
compuestos se encuentran aquellos de dos o mas anillos bencénicos fusionados
como el naftaleno, el antraceno, el pireno, el fluoreno, etcétera. Recientemente,
los tratamientos por nanorremediacion de PAH desarrollan técnicas para lavados
ex situ de suelos contaminados apoyados en materiales avanzados. Un modelo
para el lavado de pPAH se ha hecho a partir de estudios con grafeno-sulfonado na-
noestructurado con el que se logra una remocion del 80 % de este tipo de com-
puestos (Gan et al, 2017).

El grafeno es un material bidimensional completamente hidrofobo formado de
capas de carbono de espesor atomico, que ha llamado la atencion en varias areas
tanto de desarrollo cientifico como tecnologico por sus excelentes propiedades
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fisicas; presenta gran area superficial y puede funcionalizarse con grupo hidroxilo,
carboxilo, carbonilo, epoxi, entre otros, para hacer mas versatiles sus aplicaciones.
En el area de remediacion ambiental, la adicion de grupos sulfonados permite
que el grafeno pueda formar dispersiones estables en agua y actua como un ex-
celente adsorbente de pPaH (Gan et al,, 2017). En la figura 5 se puede apreciar la in-
teraccion entre el grafeno y los PAH.

Figura 5. Interaccion entre pAH y grafeno-sulfonado

grupos
sulfonados

Fuente: imagen modificada de Gan et al. (2017).

En la tabla 7 se resumen algunos materiales nanoestructurados que se han
probado para el tratamiento de hidrocarburos en suelo.

Tabla 7. Materiales nanoestructurados aplicados en remediacion de hidrocarburos

Nanomaterial Tipo de contaminante Referencia(s)

Hidrocarburos alifaticos, aromaticos Zhang (2003) )
nzvi clorados y no clorados Liu et al (2005,
Y Karn et al. (2009).

Hidrocarburos alifaticos, aromaticos
clorados y no clorados

Avinash et al. (2014);

BNP Carrillo et al. (2009).

CNT p-nitrofenoles, benceno, tolueno, Avinash et al. (2014);

(nanotubos de carbono)

dimetilbenceno

Masciangioliy Zhang (2003).

ACF
(fibras de carbono)

Benceno, tolueno, xileno,
etilbenceno

Theron et al. (2008).

Nanozeolitas

Oxidacion selectiva de tolueno

Zhang (2003).

Grafeno sulfonado

Hidrocarburos poliaromaticos

Gan et al. (2017).

La nanorremediacion es un area de las ciencias ambientales que ha cobrado

vital importancia en la ultima década para el tratamiento de suelo contaminado
por la eficiencia de recuperacion o conversion de las sustancias contaminantes.
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Sin embargo, presenta como desventaja que el andlisis sobre el efecto que las
nanoparticulas pueden causar en el medioambiente se desconoce, y los estudios
que existen son muy limitados. Una de las propuestas es soportar los nanomate-
riales en solidos porosos para gue se retiren una vez terminado el tren de trata-
miento.

Métodos de biorremediacion microbiolégica en suelo

Principales técnicas de biorremediacion

La biorremediacion ambiental es una de las tecnologias verdes mas utilizadas pa-
ra mitigar el impacto de contaminantes organicos e inorganicos. Esta tecnologia
utiliza microorganismos para reducir, eliminar, contener o transformar los conta-
minantes nocivos presentes en el suelo (Godleads et al., 2015). Debido a las carac-
teristicas fisicoquimicas de los hidrocarburos y la existencia de microorganismos
que los degradan, la biorremediacion es una opcion muy eficiente.

Los principales bioprocesos de remediacion utilizados son la bioestimulacion y
la bioaumentacion, que pueden emplearse de manera individual o conjunta. La pri-
mera consiste en anadir nutrientes, fertilizantes organicos o inorganicos, para activar
el metabolismo y crecimiento de los microorganismos nativos biodegradadores de
compuestos toxicos (Juwarkar et al,, 2010). La segunda consiste en inocular microor-
ganismos de forma individual 0 en grupo, ya sean aislados o no pertenecientes al
mismo sitio, en los que se aplicaran bioaumentacion endogena o exogena, respec-
tivamente, con el objetivo de eliminar la contaminacion de la matriz ambiental im-
pactada (Fantroussi y Agathos, 2005). Se ha observado que con la bioestimulacion
del sistema se favorece el crecimiento de microorganismos nativos, y asi se incide
en altas eficiencias de degradacion de hidrocarburos (Nikolopoulou et al,, 2013; Pe-
rez-Armendariz et al,, 2004). Por otra parte, en algunas investigaciones se ha deter-
minado que la bioaumentacion con microorganismos favorece la remediacion de
hidrocarburos (Amechiy Chukwudi, 2017, Poulomi et al., 2017).

En la biorremediacion, la adicion de residuos organicos o agroindustriales es
conocida como composteo. Al anadir estos residuos al suelo se generan diversos
cambios en sus propiedades que beneficiaran la disposicion de macronutrientes,
como el nitrogeno y el fosforo, el intercambio de oxigeno y el flujo de agua, todos
importantes para el aumento de biomasa de los microorganismos biodegradado-
res de contaminantes (Roldan-Martin et al, 2007). En biorremediacion de hidro-
carburos se reporta el uso de residuos agroindustriales: bagazo de cana, grano de
cafey paja de trigo (Roldan-Martin et al., 2007; Zhang et al., 2008; Shahsavari et al.,
2013). Asimismo, se han utilizado residuos organicos como lodos activados, casca-
ra de arroz, ceniza de cascara de palma, compost de hongos, y estiércol de vacay
pollo (Ofoegbu et al, 2015, Okerentugba et al, 2015, Adams et al., 2017).
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Metabolismo y degradacién de hidrocarburos

Las reacciones bioquimicas de la remediacion biologica se efectuan en las ru-
tas metabolicas pertenecientes a la cadena de transporte de electrones, don-
de, mediante una serie de reacciones de oxido-reduccion, se produce energia y
crecimiento de biomasa. La primera reaccion dentro de la célula para degradar
el hidrocarburo es un proceso de oxidorreduccion catalizado por enzimas oxige-
nasas y peroxidasas (figura 6). Las rutas periféricas de degradacion convierten a
los hidrocarburos en compuestos intermediarios que seran utilizados en el me-
tabolismo central, principalmente, para el ciclo de acido tricarboxilico (Tca). En la
biosintesis celular se generan los productos metabdlicos precursores, tales como
la acetil-CoA, succinato y piruvato. La glucosa indispensable para la biosintesis y
la generacion de biomasa se obtiene mediante el proceso de gluconeogenesis
(Das y Chandran, 2010).

Figura 6. Degradacion aerébica de hidrocarburos por microorganismos
Hidrocarburos
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Fuente: modificado de Das y Chandran (2010)

En un proceso aerobio, los microorganismos emplearan al oxigeno como prin-
cipal aceptor de electrones debido a la obtencion de mayor energia en forma de
ATP. Mientras que, en un proceso anaerobio, los nitratos, el hierro (Ill), los sulfatos y el
dioxido de carbono funcionaran como aceptores de electrones, aunque son menos
eficientes para la obtencion de energia. Para que un proceso de degradacion sea exi-
toso, no debe existir limitacion de elementos como Nitrogeno (N), Fosforo (P), Azu-
fre (S) y Hierro (Fe) para no disminuir la actividad metabolica microbiana, por lo cual
su concentracion continua es primordial en los procesos de remediacion bioldgica.
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Hay aproximadamente 70 géneros de microorganismos incluidos bacterias,
hongos y levaduras que degradan petroleo y sus derivados, por mencionar algu-
nos: Bacillus, Pseudomonas, Allescheria, Candida, Debayomyces, Pleurotus, Mucor,
Penicillium y Aspergillus. La biodegradacion de hidrocarburos por microorganis-
mos en condiciones aerobicas (Mas frecuentes y rapidas) esta catalizada por las
enzimas oxidorreductasas. Las especies bacterianas emplean enzimas monoxi-
genasas, dioxygenasas € hidrolasas, entre otras, para degradar hidrocarburos de
1a 30 carbonos (Das y Chandran, 2010). Los hongos utilizan monoxigenasas, ce-
lulalas, xilanasas, manganeso peroxidasas y catalasas para biodegradar contami-
nantes (Al-Hawash et al., 2018; Govarthanan et al., 2017, Leitao, 2009).

Debido a que cada sitio contaminado tendra suelos con diferentes caracte-
risticas, la eficiencia del proceso de biorremediacion estara condicionado por
parametros propios del suelo como biodisponibilidad y concentracion del conta-
minante, pH, oxigeno, humedad, textura, concentracion de los nutrientes esencia-
les N, P, Fe y poblaciones microbianas (Sylvia et al., 1099). Por tanto, es importante
conocer las caracteristicas fisicoquimicas del sitio, la concentracion de contami-
nante y la poblacion de microorganismos hidrocarburoclastas, capaces de utili-
zar al contaminante como fuente de carbono (Acuna et al, 2012; Islas-Garcia et
al., 2015).

Conclusiones

Las practicas inadecuadas y los accidentes han dejado sitios impactados por hi-
drocarburos en diversas regiones de México; esto genera, a su vez, pasivos que
significaran situaciones de riesgo ambiental a corto y largo plazo. Aunque no to-
dos los sitios han sido identificados en el ambito nacional, es importante mante-
ner el Sistema Informatico de Sitios Contaminados (Sisco) actualizado para poder
establecer idoneamente acciones correctivas en las areas impactadas por hidro-
carburos y otros contaminantes. Asimismo, es importante implementar mejores
acciones legales con los responsables de la contaminacion para que el numero
de sitios remediados sea igual a los sitios con emergencias y pasivos ambientales.

El uso de tensoactivos permite la remocion selectiva de contaminantes; sin
embargo, existe el riesgo de que pueda haber un transporte no deseado de com-
ponentes, o bien contaminacion secundaria por parte de los mismos tensoactivos.
La alternativa es el uso de soluciones de biosurfactantes, que poseen alta biodis-
ponibilidad y similar eficacia que los tensoactivos comerciales. ELuso de espumas
en lugar de soluciones liquidas es una tecnologia promisoria que permitiria mejo-
rar el arrastre de componentes, debido a la viscosidad de la mezcla coloidal, asi
Ccomo por la baja concentracion de productos quimicos, para reducir asi el riesgo
de contaminacion secundaria y el arrastre de contaminantes a zonas no deseadas.

163



= Contaminacion de suelos por hidrocarburos en America Latina

La remediacion de suelo mediante el uso de nanotecnologia es un area de de-
sarrollo cientifico y tecnologico con potencial aplicacion en las ciencias ambientales;
esto se debe a que se pueden disenar materiales apropiados para diferentes tipos
de contaminantes. La nanorremediacion apoyada en técnicas tradicionales podra
ayudar a sanear, con menores costos y tiempos, y mayor especificidad, muchos de
los derrames y de las zonas contaminadas. Actualmente los sistemas de estudio se
encuentran en desarrollo y se presumen prometedores, no obstante, es indispensa-
ble que se hagan los estudios de impacto en el ecosistemay en los seres humanos.

Por otro lado, la biorremediacion es una tecnologia ampliamente utilizada debi-
do a que minimiza su impacto en elambiente por incorporar los contaminantes a los
procesos bioquimicos de los organismos y metabolizarlos generalmente a compues-
tos menos peligrosos para el entorno y los seres vivos. Para que esta tecnologia de
biorremediacion de suelo sea optima en diferentes sitios contaminados es primor-
dial caracterizar las propiedades fisicoquimicas y biologicas del suelo.

En México existen muchas instituciones publicas y privadas con el conocimien-
to adecuado para implementar diversas tecnologias de remediacion amigables
con el ambiente, para que posteriormente se puedan restaurar y liberar exito-
samente estos sitios contaminados a partir de un seguimiento apropiado de las
autoridades.
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NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012. Limites maximos permisibles de hidrocarburos
en suelos y las especificaciones para su caracterizacion y remediacion.
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Retos y oportunidades del desarrollo
del tratamiento electrocinético del suelo
contaminado con hidrocarburos en
México, de acuerdo con la experiencia
internacional

Erika Bustos Bustos”

Resumen

El territorio mexicano posee una gran diversidad de suelos gracias a su
compleja topografia, ubicacion geografica, climas y diferentes ecosistemas.
Estos suelos pueden ser contaminados al introducirles sustancias ajenas
que generan efectos toxicos en las especies nativas, debido a que dichas
sustancias no pueden ser metabolizadas rapidamente por los organismos.

Por otra parte, en Méexico se han presentado diversas emergencias am-
bientales relacionadas con residuos peligrosos entre los que destacan
el petroleo y sus subproductos. Las repercusiones ambientales y de sa-
lud que pueden generar estos residuos en el suelo han generado investi-
gaciones en diferentes sectores nacionales, publicos y privados, con el fin
de desarrollar diferentes metodologias para la restauracion de sitios con-
taminados, como el tratamiento electrocinético de suelo contaminado con
hidrocarburos.

Asi, en este capitulo, se presentaran los antecedentes del tratamiento
electrocinético de suelo contaminado con hidrocarburos, con el proposito
de entender las propiedades edafologicas y microbiologicas involucradas
para rehabilitar los suelos despues de aplicar un campo eléctrico y acoplar-
lo a procesos biologicos como la fitorremediacion. Todo lo anterior desde
una perspectiva nacional, con miras a establecer los retos y las oportunida-
des del desarrollo de este tratamiento de acuerdo con la experiencia inter-
nacional.

" Centro de Investigacién y Desarrollo Tecnoldgico en Electroquimica S. C., Querétaro, México. ebustos@cideteq.mx
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Palabras clave

Suelo contaminado, hidrocarburos, tratamiento electrocinético, electrodo
modificado, fitorremediacion.

Introduccién

as actividades antropogénicas en el mundo ofrecen satisfactores para el ser

humano; sin embargo, tambien suelen producir impactos ambientales nega-
tivos, de los cuales México no esta exento. Estas actividades generan emisiones
a la atmosfera, al agua vy al suelo; en particular este ultimo puede ser receptor de
todas las emisiones anteriores, por ello, es importante su estudio, cuidado y una
propuesta de rehabilitacion.

En anos recientes, en México, se han encontrado sitios contaminados con me-
tales pesados (cadmio, cobre, cromo, niquel, zinc, etc), metaloides (mercurio, arséni-
co y selenio), asi como con algunos compuestos organicos (pesticidas, solventes,
petroleo, entre otros), que sobrepasan los limites maximos permisibles de acuer-
do con la legislacion mexicana, como la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 vy
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003, respectivamente.

El Reglamento de la Ley General del Equilibrio Ecologico y Proteccion al Am-
biente (RLGEEPA) de Meéxico reflere que un suelo contaminado se genera a partir
de una emergencia ambiental (situacion indeseada o inesperada) o un pasivo am-
biental (sitio que tiene varios anos sin ser remediado), por lo que, de acuerdo con
las caracteristicas fisicoquimicas y biologicas del suelo, el contaminante se puede
dispersar, difundir, volatilizar, complejar o sorber (adsorcion o absorcion).

Por ello, existen diferentes tecnologias para la remediacion o la rehabilitacion
de suelos contaminados in situ (se efectla directamente al sitio contaminado), on
site (se desarrolla al lado del sitio contaminado) o ex situ (ocurre fuera del sitio con-
taminado), como las biologicas, las termicas vy las fisicoquimicas, que incluyen el
tratamiento electrocinético o electrorremediacion. Estas tecnologias pueden apli-
carse de manera independiente, pero en varios reportes nacionales e internacio-
nales se ha demostrado que, al usar primero un tratamiento fisicoquimico seguido
de uno biologico se aumentan la eficacia y la eficiencia de la rehabilitacion.

Consideraciones generales del suelo en México

El suelo se forma con el paso del tiempo (1 centimetro puede tardar cientos de
anos en crearse) a partir del lecho rocoso, que se va desintegrando ante el cam-
bio de las condiciones ambientales del sitio en estudio (meteorizacion), donde
ocurren diferentes reacciones fisicoquimicas y biologicas que favorecen la for-
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macion de materia organica y la liberacion de minerales (NOM-138-SEMARNAT/
SS-2003; IUSS, 2000).

De esta manera, el suelo se crea con horizontes o capas de espesor variable,
que se caracterizan por tener diferentes propiedades, como color, textura (arcilla,
limo, grava o franco), estructura, espesor, consistencia, reaccion y composicion
(materia organica; sales de NO_*, PO SO, y CL; oxidos e hidroxidos de hierro,
caliza o carbonato calcico).

La organizacion de estos horizontes en cada suelo se conoce como perfil edd-
fico o perfil de suelo, €l cual es caracteristico de cada lugar, y permite su clasi-
ficacion en todo el mundo (Volke y Velasco, 2002; 1USs, 2006). En la figura 1 se
muestran los principales suelos en México.

Figura 1. Suelos predominantes en Meéxico de acuerdo con la superficie ocupada
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Fuente: elaboracion propia a partir de Volke y Velasco (2002)

Para la definicion del perfil de suelo en el lugar de estudio, es importante ca-
racterizar el pedon, es decir, definir todas sus caracteristicas fisicas, quimicas y
biologicas en al menos 1 m?, y verificar su variabilidad en profundidad. Cuando se
desarrolla esta caracterizacion en campo, se pueden reconocer el perfily los ho-
rizontes con la siguiente determinacion (Solis et al, 2012; USDA, 1999):

- Visual de la pedregosidad, estructura, presencia de raices;

- Color con la tabla Musell empleando el suelo humedo y seco;

Consistencia, plasticidad, adhesividad y textura por tacto.
Humedad con tensiometro;

Permeabilidad con filtracion de agua;

pH con potenciometro;

Carbonatos por efervescencia con H,0..
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Por otro lado, factores como el clima, la fisiografia, el relieve, la roca vy la bio-
ta se pueden definir previamente a la visita del lugar con mapas cartograficos del
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (Inegi). Asimismo, se considera tomar
el tipo y la cantidad de muestra de suelo en extension y profundidad para su ca-
racterizacion fisicoquimica en el laboratorio de acuerdo con la NOM-138-SEMAR-
NAT/SS-2003 y la NOM-021-RECNAT-2000. Dicha caracterizacion considera los
siguientes factores:

- Clase textural, mediante el empleo de la proporcion de arena, limo, arcilla y

franco con probeta e hidrometro de Bouyoucos;

- Densidad aparente, densidad real y porosidad por volumetria y peso;

* pH con un potenciometro en presencia de agua, KClo CaCl;

- Conductividad eléctrica con un conductimetro y un extracto de saturacion.

-+ Capacidad de intercambio cationico con la determinacion de los miliequiva-
lentes de cationes intercambiables como Ca Mg? Na'y K,

+ Materia organica con el método de Walkley y Black;

+ Nitrégeno inorganico con el método de Micro-Kjeldahl,

- Fosforo con el método de Olsen o Bray;

< Micronutrientes como Fe?, Mn?, Zn?'y Cu? con complejantes como acido
del dietilen-triamino-pentaacético (DTPA) 0 acido del etilendiaminotetraace-
tico (EDTA);

+ Boro con solucion extractante de CaCl, y cuantificacion con azometina-h;

+ Azufre extraido con KCly determinacion con turbimetria (Solis et al., 2012; Ro-
driguez y Rodriguez, 2002; USDA, 1999).

Ademas, se pueden desarrollar otras determinaciones fisicoquimicas en el la-
boratorio, que son importantes para la interpretacion de resultados en los trabajos
de remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos, como los siguientes:

- Potencial redox con un potencidmetro y un extracto de saturacion (Pansu y
Gautheyrou, 2006);

- Potencial zeta y tamano de particula (lyer, 2001);

+ Humedad por gravimetria y volumetria, determinando el grado de satura-
cion, capacidad de campo, punto de marchitamiento permanente y hume-
dad aprovechable.

También, se puede caracterizar biologicamente con la siguiente determinacion

(Oszust et al.,, 2013):

- Cantidad de colonia de bacterias y hongos con numero de cuentas de
colonias;

- Tipo de bacterias y hongos con tincion de Gram (+) o Gram (-);

- Actividad biologica con la determinacion de deshidrogenasa;

+ Respiracion basal de microorganismos con la determinacion de CO,;

- Carbono total procedente de aminoacidos, acidos carboxilicos, carbohidra-
tos, polimeros, entre otros.
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Por otra parte, si se quiere caracterizar el tipo de hidrocarburo, se toma la can-
tidad y el modo de conservar la muestra de acuerdo con la norma técnica NMX-
AA-141-SCFI-2007 para analisis de benceno, tolueno, etil-benceno y xileno (BTEX),
el PROY-NMX-AA-105-SCFI-2007 para hidrocarburos fraccion ligera (C, - C, ) con
cromatografia de gases y detectores de ionizacion de flama o espectrometria de
masas, y la NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 para hidrocarburos aromaticos poli-
ciclicos (HAP) con cromatografia de gases/espectrometria de masas (CG/EM) O
cromatografia de liquidos de alta resolucion y detectores de fluorescencia y ul-
travioleta visible (UV-Vis) (PROY-NMX-AA-146-SCFI-2008), asi como hidrocarbu-
ros fraccion media (C - C,)) con cromatografia de gases y detector de ionizacion
de flama (NMX-AA-145-SCF1-2008), e hidrocarburos fraccion pesada (C,, - C, ) por
extraccion y gravimetria (NMX-AA-134-SCFI-20006).

En el sitio estudiado se puede considerar la toma de muestras tanto superficia-
les como a diferentes profundidades segun determine el experto o el laboratorio
certificado a cargo, al mismo tiempo que se verifica la legislacion ambiental mexi-
cana. Todo este proceso puede ser asi (Volke y Velasco, 2002; Torri et al., 2006; Ca-
rretero et al., 2016): aleatorio simple, aleatorio estratificado, circular, diagonal, de
estacion simple junta, de estacion simple individual, de estacion estratificada jun-
ta, de estacion estratificada individual, grilla o grid de puntos, grilla o grid de cel-
das, sistematica rejilla rectangular, sistematica rejilla polar y en zigzag.

Suelo contaminado con hidrocarburos en México

El suelo se considera contaminado cuando incrementa la concentracion de al-
gun compuesto organico, inorganico o biolégico mas alla de los limites maximos
permisibles indicados en la legislacion mexicana, o bien cuando se incorpora este a
una especie quimica o biolégica que no existia anteriormente, y se determine al
caracterizar el suelo.

Por tal motivo, la contaminacion del suelo en general se puede clasificar en
natural (por los diferentes ciclos biogeoquimicos y por la naturaleza, como erup-
ciones volcanicas, incendios forestales, entre otros) o antropogénica (por las emi-
siones liberadas al aire, al agua o al suelo por actividades industriales, como
desechos toxicos, plaguicidas, derrame de petroleo, entre otros). En la figura 2 se
muestra que el principal contaminante de suelo en México es el petroleo crudo
(Volke y Velasco, 2002), debido a que la industria de extraccion, transformacion y
refinacion de hidrocarburos es una de las principales en el pais, sobre todo en Ta-
maulipas, Veracruz, Oaxaca, Guanajuato e Hidalgo.
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Figura 2. Porcentaje de suelos contaminados en México
por tipo de contaminantes
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Fuente: elaboracion propia a partir de Volke y Velasco (2002)

Las principales causas de contaminacion de suelo con hidrocarburos son los
derrames o las fugas en operaciones de transporte de carga y descarga; acciden-
tes en las instalaciones de extraccion, transformacion y refinacion; almacenamien-
to de infraestructura; residuos en las instalaciones de extraccion, transformacion
y refinacion, entre otras.

Es asi como los hidrocarburos cambian de manera temporal o permanente
las propiedades fisicoquimicas de los suelos al estar en contacto con ellos, y es-
to afecta tanto al ecosistema como al ser humano. Ademas, por las propiedades
fisicoquimicas de los propios hidrocarburos, estos se pueden volatilizar, disolver,
difundir o adsorber en el suelo, incluso llegar hasta el manto fretico, lo cualincre-
menta su toxicidad en el ambiente al alterar los ciclos biogeoquimicos.

Tecnologias de remediacién de suelos contaminados
con hidrocarburos en México

La magnitud y el impacto ambiental de la contaminacion del suelo por hidrocar-
buros llevo al gobierno federal a considerar su remediacion en el Plan Nacional de
Desarrollo (PND) 2007-2012 con una estrategia que aun es referente de las accio-
nes realizadas por Petroleos Mexicanos (Pemex) en sus areas contaminadas: “Para
la remediacion de los sitios contaminados sera necesario desarrollar el inventario
nacional de sitios contaminados y realizar acciones para su remediacion, para asi
preveniry reducir los riesgos a la salud y al ambiente utilizando las mejores tecno-
logias disponibles” (Bustos, 2009, p. 10).

De esta manera, cuando se tiene suelo contaminado por una emergencia
ambiental o pasivo ambiental en México (Reglamento de la Ley General de Pre-
vencion y Gestion Integral de los Residuos, 2000), los responsables tienen la obli-
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gacion de remediar el sitio, por lo que, cuando se reconoce el lugar contaminado,
de inmediato se debe contener su dispersion. Ademas, en el caso de una emer-
gencia ambiental, se debe caracterizar dicho sitio para proponer la tecnologia
de remediacion con su correspondiente estudio costo-beneficio. Por otra parte,
cuando se tiene un pasivo ambiental, se debe realizar una investigacion histérica
del sitio, su caracterizacion correspondiente, y una evaluacion de riesgo ambien-
tal para proponer la tecnologia de remediacion pertinente en extension y profun-
didad (Profepa, 2012; Semarnat, 2021).

En el caso de los suelos contaminados con hidrocarburos en México, la Agen-
cia de Seguridad, Energia y Ambiente (ASEA) es la instancia que autoriza el trata-
miento o remediacion de los suelos. De esta manera, una vez que se define el area
por remediar, se desarrolla el comparativo de las diferentes tecnologias propues-
tas y pertinentes con el fin de seleccionar la mejor técnica y la mas economica. La
Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente (Profepa, 2012) recomienda evi-
tar los siguientes casos:

- Efectuar un lavado del suelo sin control, almacenamiento y tratamiento de la

solucion contaminante generada.

- Mezclar suelos limpios con suelos contaminados para diluir el contami-

nante.

+ Promover el movimiento de suelo con la consecuente emision de particulas

suspendidas en el aire y la dispersion de contaminantes.

- Adicionar compuestos quimicos oxidantes que afecten las propiedades fisi-

coquimicas en el sitio.

En la figura 3 se muestran las tecnologias que se emplean en el mundo para el
tratamiento de suelo contaminado con hidrocarburos.

Figura 3. Tecnologias empleadas en la remediacion
de suelos contaminados con hidrocarburos
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contaminados con hidrocarburos
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Estas tecnologias tienen ventajas y desventajas técnicas en su implementa-

cion, como las que se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Ventajas y desventajas técnicas de las tecnologias
biologicas, fisicoquimicas y termicas

- Econémicos.

Tecnologia Ventajas Desventajas
- Permiten mejorar las condi- | -+ Mayores tiempos de tratamien-
ciones del medioambiente. to que los fisicoquimicos y los
+ Los contaminantes son des- termicos.
truidos y transformados. - Presentan menor toxicidad por
- Requieren un tratamiento mi- intermediarios o productos que
Biologica nimo posterior. otros tratamientos.

- No se emplean en suelos que

no favorecen el crecimiento de
microorganismos.

Fisicoquimica

- Se realiza en un periodo corto

comparado con el tratamien-
to biologico.

- Emplea equipos mas senci-

llos y con menor consumo de
energia que otros tratamientos.

- Son efectivos en cuanto a

costos respecto a otras tec-
nologias.

- Los residuos generados por se-

paracion deben tratarse des-
pués del tratamiento realizado
(aumenta el costo).

- Los fluidos extraidos aumen-

tan la dispersion de los conta-
minantes.

- Necesita sistemas de captacion

de contaminantes moviles.

Termica

- Tiempos rapidos de limpieza

comparados con otros trata-
mientos.

- Mano de obra intensiva.
- Tratamiento mas costoso (em-

pleo de energia y equipo) que
otros tratamientos.

- Desnaturaliza el suelo y lo con-

vierte en cenizas sin materia or-
ganica.

Fuente: elaboracion propia a partir de Bustos (2012), Bustos et al. (2014) y Cazares (2021).

En México, las empresas que ofrecen el servicio de remediar un suelo conta-
minado con petroleo y sus derivados deben tener una autorizacion y una certifi-
cacion de sus tecnologias, otorgada mediante la licencia ambiental Unica (LAU).
De esta manera, se ha logrado un adecuado registro estadistico de las empresas
remediadoras de suelos contaminados principalmente con residuos de hidrocar-
buros generados por las empresas petroleras en México (Cideteq, 2017), como se
representa en la figura 4.
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Figura 4. Porcentaje de los residuos con hidrocarburos generados
en las empresas petroleras en México
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Fuente: elaboracion propia a partir de Cideteq (2017).

De acuerdo con Volke y Velasco (2002), de las empresas autorizadas para tra-
tar diferentes contaminantes en suelo, el 875 % realiza la remediacion in situ y
el resto ex situ. Ademas, la mayoria de las empresas efectua la biorremedia-
cion como bioventeo, compostaje y biolabranza. En cuanto a las tecnologias
fisicoquimicas que se emplean, estan el lavado, el tratamiento quimico, la se-
paracion fisica, la extraccion de vapores y la desorcion térmica, que constitu-
yen parte importante de las tecnologias mas empleadas en Mexico (Volke y
Velasco, 2002).

En cuanto a los costos promedio de estas tecnologias para suelos conta-
minados en México, la biorremediacion por crecimiento de microorganismos
endémicos se encuentra en aproximadamente 50 USD/m3 considerando un vo-
lumen de suelo de 7 000 m3 en un periodo de tratamiento de 150 dias; en el la-
vado de suelos empleando Triton X-114, el costo es de aproximadamente 65
USD/m?3 para 4 200 m3 en un periodo de 5 meses, y para el cultivo solido con re-
siduos agroindustriales de cana es de aproximadamente 20 USD/m3 para mas
de 20 000 ton de suelo en 5 meses de tratamiento. Todos estos tratamientos son
mas costosos, con una mayor inversion de tiempo que el obtenido para la elec-
trorremediacion, que tiene un costo aproximado de 470 USD/m3 en solo 8 ho-
ras, por lo que este ultimo resulta mas eficaz y eficiente comparado con los otros
tratamientos biologicos vy fisicoquimicos (Alba et al,, 2013; Cazares, 2021, Pérez
Corona, 2013b). Es importante considerar que los precios estan en funcion del ti-
po de suelo, concentracion del contaminante y adaptacion de las diferentes tec-
nologias en el campo.
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Tratamiento electrocinético de suelo contaminado
con hidrocarburos en México

La electrorremediacion es una técnica basada en la aplicacion de un campo eléc-
trico que emplea al menos un par de electrodos (@anodo y catodo), definida con un
arreglo 1D, o bien una serie de electrodos conectados en serie o paralelo, definida
como un arreglo 2D. Esta aplicacion del campo eléctrico en el suelo con electrodos
debe hacerse en presencia de un electrolito para incrementar la conductividad io-
nica, generalmente una sal, pues no produce reacciones con el suelo ni en el con-
taminante. Asi, se logra la migracion dirigida de los hidrocarburos con ayuda de los
cationesy los aniones presentes en el suelo hacia uno de los electrodos segun su
carga eléctrica, donde pueden ser degradados o transformados, mientras que los
hidrocarburos a los que no les pasa nada, asi como los productos de reaccion, son
disueltos y llevados del suelo a una solucion, con el fin de extraerlos mecanica-
mente por bombeo y, de ese modo, tratarlos (Bustos, 2009; Bustos, 2012; Bustos
et al, 2014).

Durante la aplicacion de este campo eléctrico en el suelo suceden diferentes
fenomenos de transporte, como se enlista a continuacion (Bustos, 2009; Bustos,
2012; Bustos et al., 2014):

+ Electromigracion: movimiento de iones (aniones o cationes) hacia alguno de

los electrodos.

- Electroosmosis: movimiento de compuestos organicos sin carga, como los
hidrocarburos hacia alguno de los electrodos.

- Electroforésis: movimiento de bacterias, hongos y surfactantes como los aci-
dos humicos y fulvicos hacia algunos de los electrodos.

- Ademas, dependiendo del potencial y de la corriente eléctrica generada al
aplicar el campo eléctrico al suelo contaminado, se pueden desarrollar es-
tos procesos (Bustos, 2009; Bustos, 2012; Bustos et al., 2014):

- Electrolisis del agua: descomposicion del agua en la interfase de los elec-
trodos, lo que genera oxigeno (O,) y un perfil acido por la mayor generacion
de protones (H") en la interfase del anodo, asi como la generacion de hidro-
geno y un perfil basico por la mayor generacion de iones hidroxilo (OH) en
la interfase del catodo.

- Efecto Joule: incremento de la temperatura en el suelo al aplicar el campo
electrico y promover la electrolisis del agua.

Por lo antes mencionado, en el 2006 la Agencia de Proteccion Ambiental en
Estados Unidos divulgo un reporte sobre las diferentes tecnologias basadas en la
aplicacion de un campo eléctrico, e incluyo agentes oxidantes como el O, H.O,,
Ca0,, KMnO,, NaMnO,, Na_$S,0, y reactivo de Fenton, los cuales pueden ser com-
binados para desarrollar tecnologias para la remediacion de suelos in situ y on
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site, como las barreras permeables reactivas, electrocinética acoplada a la oxi-
dacion quimica, electrofenton, electrobiorremediacion y electrofitorremediacion
(EPA, 2006; Gomes y Bustos, 2021).

Ademas, con el fin de que el tratamiento electrocinético individual o combi-
nado sea eficaz y eficiente respecto a otras tecnologias, es importante tener en
cuenta las condiciones experimentales adecuadas, como el tipo, la forma vy el
arreglo de electrodos (Perez-Corona et al., 2013a), pues en algunos reportes de
experiencias en el mundo se registra un 9o % de remocion de hidrocarburos utili-
zando electrodos metalicos como IrO, [ Ti, SON, | Ti, IrO,-Ta,O, | Ti, entre otros, con
menores tiempos de tratamiento que van desde 4 h a 15 dias (dependiendo de la
concentracion del contaminante y de la cantidad de suelo contaminado), y posi-
bilidad de relso. En cambio, los electrodos de carbon como el grafito, fieltro de
grafito, carbodn vitreo reticulado o carbdn activado requieren mayores tiempos de
tratamiento, que van desde 9 h hasta 18 dias; ademas, en la mayoria de las oca-
siones, los electrodos de carbon adsorben los hidrocarburos y al final deben lim-
piarse, disponerse o valorizarse como residuos (Mendez et al., 2012). Es asi como
en Meéxico se ha comparado el tratamiento electrocinético empleando un Gleysol
y un arreglo de electrodos 1D con catodo de Tiy anodo de IrO,-Ta,O, | Ti en NaOH,
asi como lavado con el surfactante Triton X-114, y la biorremediacion con culti-
vo solido a base de residuos agroindustriales de la cana, en el que el tratamiento
electrocinético fue el mas eficaz y eficiente (81.9 % en 3.5 h), seguido de la biorre-
mediacion (44.4 % en 15 dias) y finalmente el lavado (11.9 % en 5 h) (Alba et al., 2013).

Por tal motivo, al desarrollar este tratamiento electrocinético en fase piloto ex
situ (Ochoa et al., 2016) e in situ (Pérez-Corona et al., 2013b) con un arreglo de elec-
trodos 2D circular con seis anodos cilindricos de IrO,-Ta,O, | Ti'y un catodo central
cilindrico de Ti se obtuvo nuevamente una eficiencia mayor al 80 %, sobre to-
do entre los anodos y catodos en tres semanas de tratamiento de 1 m3 de Verti-
sol pélico, con un mejoramiento en la distribucion de nutrientes, y la promocion
en el crecimiento del numero de bacterias y hongos (Oszust et al,, 2013). De es-
ta manera, el hidrocarburo que no se transformo entre los electrodos paso del
suelo a la solucion con NaOH que fue acumulada alrededor del catodo vy, pos-
teriormente, fue bombeada a un reactor Fenton portatil, con el cual se genero
agua para uso industrial (Ochoa et al.,, 2016; Bustos et al. 2019). Finalmente, al de-
sarrollar el tratamiento electrocinético piloto ex situ (Ochoa et al, 2016) e in situ
(Perez-Corona et al., 2013b) anteriormente explicado, se procedio al tratamiento
electrocinético in situ de cerca de 1 hec de vertisol pélico con el arreglo de elec-
trodos 2D acomodados en forma de panal, que logro 56 % de remocion de frac-
cion pesada (C28—C4O, NMX-AA-134-SCFI-2006), 60 % de fraccion media (C -C
NMX-AA-145-SCF1-2008), y 94 % de hidrocarburos poliaromaticos (PROY-NMX-
AA-146-SCFI-2008), como se muestra en la figura 5. Posteriormente, al incorpo-
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rar semillas de maiz para desarrollar fitorremediacion, crecieron mas de 50 cm
después de un mes, y lograron incrementar las eficiencias de remocion observa-
das con el tratamiento electrocinético, sobre todo en los hidrocarburos fraccion
pesada (89 %) y fraccion media (90 %). Después de 2 meses, las plantas de maiz
crecieron en mas de 1 m de altura en promedio y mejoraron la calidad del suelo,
sobre todo en la capacidad de intercambio cationico y materia organica. Por tan-
to, con estos resultados, se comprobo la eficiencia y la eficacia de esta tecnologia
para rehabilitar los suelos contaminados con hidrocarburo en condiciones reales
(Acosta-Santoyo et al., 2019; Bustos y Cardenas, 2018).

Figura 5. Porcentaje de la fraccion pesada y media de hidrocarburos, asi como de hidrocarburos
poliaromaticos después del tratamiento electrocinético (TEC) y fitorremediacion (FIT)
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Fuente: elaboracion propia a partir de Perez-Corona et al. (2013b); Acosta-Santoyo et al. (2019); y Bustos y Cardenas (2018)

Conclusiones

De acuerdo con la informacion mostrada, es factible desarrollar el tratamiento
electrocinetico en laboratorio empleando arreglos de electrodo 1D y 2D, en pre-
sencia de anodos de IrO,-Ta,O,|Ti y catodos de Ti, para lograr su portabilidad y
adaptabilidad a las condiciones del lugar en estudio. Asi, se compite técnica vy
economicamente con las tecnologias biologicas, térmicas y las demas fisicoqui-
micas, ya que al finalizar el tratamiento electrocinético se puede desarrollar fito-
rremediacion con semillas de la canasta basica nacional, como el maiz, lo que
incrementa la remocion de hidrocarburos fraccion pesada y media, asi como la
mejora de las propiedades edafologicas como capacidad de intercambio cationi-
co y materia organica. Todo ello demuestra la eficacia y la eficiencia en fase pilo-
toy en campo en todo el pais.
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Perspectivas

Como se mostrd en este documento, el tratamiento electrocinético de suelo con-
taminado con hidrocarburos se puede llevar a cabo en fases de laboratorio, piloto
y en campo. Esto ha permitido recientemente la proteccion intelectual en México
del equipo y del proceso de tratamiento electrocinetico on site en flujo de suelo
contaminado con hidrocarburos (MX/E/2019/087092), equipo y proceso de tra-
tamiento electrocinético con un arreglo de electrodos circular para la rehabilita-
cion biologica de suelo contaminado con compuestos organicos in situ 'y on site
(MX/2019/087096) y método de fabricacion de recubrimientos para electrodos
de titanio a partir de 6xidos de iridio y tantalio (MX/E/2020/067699). La perspec-
tiva es lograr la transferencia tecnologica de estos equipos, procesos y metodos
a alguna empresa interesada en su empleo.
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Aplicacion de modelos matematicos
en la biorremediacién de suelos
contaminados por hidrocarburos

Mario Andrés Noriega Valencia’
Valentina Méndez Jiménez”

Resumen

La explotacion, el transporte, la refinacion y el almacenamiento de hidro-
carburos puede generar derrames accidentales de gran afectacion am-
biental. El deposito de hidrocarburos en el suelo debe ser mitigado para
reducir la toxicidad en los ecosistemas. La biorremediacion propone de-
gradar estos componentes contaminantes a traves de microorganismos.
Sin embargo, no son claros los diferentes modelos matematicos para pre-
decirla ni para generar disenos apropiados en su implementacion. El uso
de modelos matematicos en biorremediacion promete desarrollar disenos
mas eficientes, seguros, sostenibles y economicos. Adicionalmente, el em-
pleo de simulacion matematica permitira la reduccion de tiempos y costos
de experimentacion. Este trabajo proporciona informacion completa para
el planteamiento y el desarrollo de investigaciones relacionadas con la bio-
rremediacion de suelos. Inicialmente, se presenta una revision bibliografica
sobre los principales modelos matematicos empleados en la biorremedia-
cion de suelos contaminados por hidrocarburos. Posteriormente, estos mo-
delos se clasifican de acuerdo con su complejidad, precision y capacidad
para representar los procesos de biorremediacion vy, finalmente, se presen-
tan casos aplicados de estudio, en los que se emplean los modelos mate-
maticos mas completos para el diseno de sistemas de biorremediacion de
suelos contaminados por hidrocarburos.
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Palabras clave

Biorremediacion, modelamiento y simulacion, modelo de Monod, estima-
cion de parametros, suelos.

Introduccién

0s accidentes con hidrocarburos aumentan la contaminacion de suelos. An-

te ello, la biorremediacion ha demostrado ser una de las tecnologias mas eco-
logicas vy eficientes para la recuperacion de dichos suelos (Das y Chandran, 2011,
Farag et al., 2018). Sin embargo, es complejo predecir con certeza los resultados
debido a la gran cantidad de factores que intervienen (Alvarez y Illman, 2006). Los
modelos matematicos permiten predecir y describir el comportamiento de los pro-
cesos, ademas de ofrecer ventajas al disenar reactores, optimizar costos y analizar
diferentes escenarios de implementacion (Fernandez et al., 2016). Existe una gran
cantidad de trabajos en biorremediacion, pero es baja la cantidad de estudios don-
de se exploren los modelos matematicos aplicados en esta tecnologia, y es todavia
mas escaso encontrar informacion que presente de forma sistematica los diferen-
tes modelos matematicos empleados en biorremediacion incluyendo casos de es-
tudio (Anaele, 2018).

En este capitulo se realizo una revision bibliografica completa sobre mode-
lacion matematica aplicada a sistemas de biorremediacion de suelos contami-
nados con hidrocarburos. La informacion reunida se consolido en las tablas 1, 3
y 5, en las que se presentan aspectos fundamentales de la biorremediacion de
suelos, como la técnica de biorremediacion, el organismo utilizado, el hidrocar-
buro contaminante y el tipo de modelo empleado. Las investigaciones se clasi-
ficaron de acuerdo con el grado de complejidad (baja, media o alta) del modelo
planteado por los autores. Aquellos de complejidad baja (tabla 1) se caracteri-
zan por emplear ecuaciones cineticas de biodegradacion de primer orden (Che-
mlal et al., 2013; Ibarra y Redondo, 2011; Pala et al, 2006; Venosa et al, 1996;
Xu y Obbard, 2004). Los modelos de media complejidad (tabla 3) estan basa-
dos en cinéticas de biodegradacion, principalmente, en variaciones del modelo
de Monod (Balseiro-Romero et al., 2019; Fernandez et al., 2016). Finalmente, los
modelos de alta complejidad (tabla 5) emplean métodos numericos mas avan-
zados, entre ellos los modelos de aprendizaje automatico y las redes neuronales
(Asiabadi et al., 2015; Bao et al.,, 2019; Olawoyin, 2016; Pigram y Macdonald, 2001;
Wu et al., 2013).

Ademas, este trabajo presenta de forma sistematica y clasificada los diferen-
tes modelos matematicos empleados en biorremediacion de suelos contamina-
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dos por hidrocarburos. Adicionalmente, muestra casos de estudio donde el lector
puede comprender el modelo matematico que responde mejor a sus necesida-
des, asi como la metodologia para su empleo. Finalmente, se pueden encon-
trar herramientas suficientes para proponery desarrollar modelos matematicos en
biorremediacion de suelos contaminados por hidrocarburos.

Modelos matemadticos de baja complejidad para biorremediacién de
suelos contaminados por hidrocarburos

Los modelos de complejidad baja se caracterizan por incluir ecuaciones cinéticas
de biodegradacion de primer orden (Chemlal et al., 2013; Ibarra y Redondo, 2011,
Pala et al, 2006; Venosa et al., 1996; Xu y Obbard, 2004) y tener una dependen-
cia exponencial de la concentracion del contenido de carbono organico o de la
concentracion de hidrocarburos (C ) presente en las muestras de suelo respecto
al tiempo (t). Consecuentemente, en estos modelos, la concentracion de reacti-
vos (contaminante) disminuye exponencialmente en ese periodo, mientras que la
concentracion de productos aumenta exponencialmente con el tiempo, y la cons-
tante de velocidad de reaccion (k) esta influenciada por variables como el conte-
nido de nitrédgeno en el suelo, la concentracion inicial de biomasa, la temperatura,
el pH vy la velocidad de aireacion. Un resumen de las principales investigaciones
en modelos matematicos de baja complejidad para biorremediacion se presen-
taen la tabla 1.

Algunos modelos de baja complejidad presentan ligeras variaciones respecto
a las descritas previamente; por ejemplo, el modelo propuesto por Ortega (2012)
presenta dos constantes, kiy k2, que son, respectivamente, la concentracion de
los hidrocarburos totales de petroleo (HTP) en el tiempo cero y el tiempo que tar-
daria en llegar el HTP a la mitad de la concentracion inicial. Sin embargo, la esen-
cia del modelo es la misma: modelos cineticos de primer orden. Por otro lado,
Khamforoush et al. (2013) propusieron un modelo de compostaje aerobico para la
remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos de petroleo. El modelo
tambien correspondio a una cinetica de primer orden. Sin embargo, la constante
cinética incluyo elementos de transferencia de masa y equilibrio de fases.

Los modelos de baja complejidad presentan poca aplicabilidad debido a que
solo pueden describir biorremediacion de suelos en las condiciones de correla-
cion del modelo (temperatura, pH y concentracion inicial de biomasa); y no inclu-
yen factores adicionales como el crecimiento y la muerte microbiana en el suelo.
No obstante, los modelos de baja complejidad son de facil implementacion, por
lo que se recomienda su empleo en la generacion de estimados iniciales y en el
desarrollo de calculos rapidos en campo.
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Tabla 1. Modelos matematicos de baja complejidad para biorremediacion
de suelos contaminados por hidrocarburos

Tipo de
biorremediacion Contaminante Modelo Autores
(organismo, suelo)

Atenuacion natural . Cinética de
Petroleo : Venosa et al. (1996)

(BPS, arenosa) primer orden

Atenuacion natural Hidrocarburos Cinética de
(BPS, sedimentos de aromaticos Xu'y Obbard (2004)

playa) policiclicos primer orden

Biorreactores
de lechq filo Petroleo Qne’uca de Pala et al. (2006)
(bacterias primer orden

heterotroficas, arcilloso)

Landfarmmg Hidrocarburos Qne‘uca de Ibarra y Redondo (2011)
(bacterias) primer orden

Bioestimulacion y
landfarming .
(bacterias, franco- Gasoil Qnetwca de Ortega (2012)
: primer orden
arcilloso-arenoso y
arcillo-arenoso)

Biopilas Diesel Cinetica de Chemlal et al (2013)
(BPS, arenoso) primer orden

Atenuacion natural
(BPS, compostaje
aerobico)

Hidrocarburos de Cinética de

. : Khamforoush et al. (2013)
petroleo primer orden

Nota: BPs equivale a bacterias propias del suelo (autoctonas).

Los modelos matematicos de baja complejidad para biorremediacion de sue-
lo se describen mediante las ecuaciones. Estos modelos son ecuaciones cinéti-
cas de primer orden respecto a la concentracion de los hidrocarburos (ecuacion
1). Después de integrar la ecuacion (1) se obtiene la expresion (2), que describe la
concentracion de hidrocarburos en el suelo respecto al tiempo, donde C o es la
concentracion de hidrocarburos inicial. La constante cinética de estos modelos
puede ser gjustada con la temperatura (T) empleando la ecuacion de Arrhenius
(ecuacion 3), donde E_ es la energia de activacion de la reaccion, R es la constan-
te de gases ideales y A es el factor de frecuencia de las colisiones entre las mo-
leculas de reactivos.
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dc,
—=-kC, W

c
-k-t= ln[CZ] )
Ink=t= InA - g‘; .

Para correlacionar los modelos matematicos de biorremediacion de baja com-
plejidad se requieren los datos de concentracion de hidrocarburos en el suelo res-
pecto al tiempo. Los datos de tiempo se grafican en el eje de la abscisa, mientras
que el In(C,|C, ) se grafica en el eje de ordenadas; la pendiente de esta grafica se-
ra igual a la constante cinética.

La tabla 2 presenta datos experimentales de biorremediacion de suelos con-
taminados por hidrocarburos (Li et al., 1994a, 1994b), los cuales seran empleados
para estudiar el modelamiento matematico de baja complejidad. La primera co-
lumna presenta los datos de tiempo en dias, la segunda muestra la fraccion masi-
ca de hidrocarburos en el suelo en base seca (W, ) y la tercera expone el logaritmo
natural de la fraccion masica del suelo respecto a la fraccion masica inicial para
cada tiempo.

Tabla 2. Generacion de modelo de baja complejidad para la biorremediacion
de suelos contaminados por hidrocarburos

Tiempo (dias) WH In(CH/CHo)
0 032 0
8 03 -0.064539
21 0.26 -0.207639
35 0.2 -0.470004
52 0.14 -0.826679
61 012 -0.980829

Los datos procesados de la tabla 2 se presentan en la figura 1, en la cual el
tiempo se grafica en el gje de las abscisas, mientras que el In(C_/ CH ) se grafica
en el gje de las ordenadas. Posteriormente, se genera una correlacion lineal entre
ambos parametros, y la pendiente de esta grafica sera igual a la constante cinéti-
ca (k=0.0152 dia-1). Notese que la correlacion de la tendencia (r?) es de 0.9876, que
evidencia el buen grado de correlacion del modelo.
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Figura 1. Cinética de primer orden para biorremediacion
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A pesar de su facil correlacion, los modelos matematicos de biorremediacion
de baja complejidad no incluyen parametros fundamentales del escalado del pro-
ceso como la concentracion inicial de microorganismos (CX) ni la concentracion
de microorganismos en el tiempo (C,). En este sentido, este tipo de modelos solo
pueden ser usados en el escalado del proceso si se garantiza que la concentra-
cion inicial de microorganismos en el suelo es la misma a la empleada en la co-
rrelacion del modelo cinetico.

Modelos matemadticos de media complejidad para biorremediacion de
suelos contaminados por hidrocarburos

Los principales modelos matematicos de media complejidad empleados en bio-
rremediacion de suelos se presentan en la tabla 3. Estos se caracterizan por estar
basados en cineticas de biodegradacion, principalmente en variaciones del mo-
delo de Monod (1949), que es la expresion mas empleada para la descripcion del
crecimiento microbiano, y que por lo general no considera la tasa de muerte mi-
crobiana. Elmodelo esta planteado para predeciry describir el crecimiento micro-
biano en presencia de un solo tipo de sustrato a través de una sola especie de
microorganismo. Sin embargo, se ha comprobado que puede ser usado en mez-
clas de sustratos y en cultivos microbianos mixtos (Balseiro-Romero et al., 2019;
Fernandez et al., 2016; Kermanshahi et al., 2006; Li et al., 1095; Moliterni et al., 2012;
Mulder et al,, 2001; Ostendorf et al., 2007; Rein et al,, 2016).

Algunos modelos combinan la transferencia de masa con la cinética de Monod
0 con las cinéticas de primer orden para la biodegradacion de hidrocarburos (Fer-
nandez et al., 2016; Kosterin y Sofinskaya, 2010; Park et al, 2001).
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Por ejemplo, Park et al. (2001) desarrollaron un modelo para predecir la degra-
dacion de naftaleno mediante biocaumentacion, en la cual se asumio que los sue-
los tienen sitios de equilibrio, no equilibrio y no desorcion, y esto se ajustd con
la cinética de Monod vy la cinética de primer orden. Kosterin y Sofinskaya (2010)
plantearon ecuaciones de transferencia por difusion de hidrocarburos y microor-
ganismos en la fase acuosa y la ecuacion de Monod para la bioestimulacion de
un suelo contaminado por petroleo. Por otro lado, Fernandez et al. (2016) em-
plean balances de masa para describir el comportamiento del diésel en cua-
tro fases: solida, agua, liquida no acuosa vy aire. Rein et al. (2016) plantearon un
conjunto de ecuaciones diferenciales, que incluian la disolucion de los hidro-
carburos, la biodegradacion microbiana descrita con la cinética de Michaelis-
Menten (para describir las reacciones catalizadas enzimaticamente) y la cinetica
de crecimiento descrita por la ecuacion de Monod; el modelo incluye el retra-
so del crecimiento, los requisitos de mantenimiento, la velocidad de muerte y de
decaimiento. Alincluir todos estos parametros lograron describir resultados expe-
rimentales con un mayor grado de precision. Ojewumi et al. (2017) investigaron la
modelizacion matematica de la biorremediacion en sitios de suelos contaminados
con petroleo crudo, desarrollaron un modelo matematico basado en el flujo ma-
sivo de aceite a traves del suelo y de la difusion molecular a través de los poros, y
adicionalmente describieron la biorremediacion con el modelo de Monod. Los re-
sultados de simulacion presentaron un buen ajuste con los datos experimentales.
Finalmente, Balseiro-Romero et al. (2019), ademas de incorporar los procesos de
transferencia de masa entre tres fases (suelo, agua, aire), tienen en cuenta el de-
caimiento de bacterias siguiendo la cinética de Monod modificada y la cinética de
desorcion sigmoidea del suelo.

Tabla 3. Modelos matematicos de media complejidad para biorremediacion
de suelos contaminados por hidrocarburos

MESES b!orremed|aC|on Contaminante Modelo Autores
(organismo, suelo)
A\rgacwon con'y =N ) Cinética de Monod )
organismos autoctonos Fuel-oil . Li et al. (1994a, 1094b)
) modificada
(bacterias)
y . Cinética de Monod )
Atenuacion natural Petroleo modificada Li et al (1995)
Reactor por Lote Hidrocarburos
(Pseudomonas 890gN y aromaticos Cinética de Monod Mulder et al. (2001)
8803F, suelo de turba) policiclicos

(Continua)
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Bioaumentacion

Cinética de Monod

(Pseudomonas putida, Naftaleno y cinetida de Park et al. (2001)
franco-arenosos) primer orden
Biopelicula
(Pseudomonas GC/dqvorons p-xilenoy Cinética de Monod Kermanshahi et al (2006)
y Chryseobacterium naftaleno
indologenes, lodo)
Atenuacion natural Petroleo Cinetica de Monod Ostendorf et al. (2007)

Bioestimulacion

Hidrocarburos

propias del suelo)

(células procariotas, argmgtlcos EcgaC|oh¢s Beolchini et al. (2010)
) alifaticos y semiempiricas
sedimento arenoso) o
policiclicos
. B|oest|mulacwon n-tridecano Cinetica de Monod Kosterin y Sofinskaya (2010)
(microbios, chernozem)
Reactor por Lote

(bacterias heterotroficas Diesel Cinética de Monod Moliterni et al. (2012)

Atenuacion natural (BPS)

Hidrocarburos

Cinética de Monod

Yelebe et al. (2015)

(microorganismos
heterotrofos, arcilloso)

de petroleo
Bioestimulacion
Bioaumentacion en
reactor Diesel Cinética de Monod Fernandez et al. (2016)

Bioaumentacion
(Mycobacterium rutilum y
Mycobacterium pallens)

Hidrocarburos
aromaticos
policiclicos

Cinética de
Michaelis-Menten'y
cinética de Monod

Rein et al. (2016)

Atenuacion natural (BPS)
ensuelo contaminado con
petroleo crudo

Hidrocarburos
de petroleo

Cinética de Monod

Sanniy Emetere (2016)

Atenuacion natural (BPS)

Hidrocarburos
de petroleo

Balance de masay
cinética de Monod

Ojewumi et al. (2017)

Atenuacion natural (BPS)

Hidrocarburos

Balance de masay

Zivelyte et al. (2017)

de petroleo cinética de Monod
. ~ Cinética de
Bioaumentacion en o
. Monod y Cinética .
reactor Diesel : 4 Balseiro-Romero et al. (2019)
‘ sigmoidea de
(bacterias) :
Weibull

Nota: BPS equivale a bacterias propias del suelo (autdctonas).
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Los modelos matematicos de media complgjidad para biorremediacion de
suelos se describen mediante las ecuaciones 4-6. La ecuacion (4) describe la ta-
sa de crecimiento microbiano (W), la cual es proporcional a la tasa maxima de cre-
cimiento de biomasa (u,,. ) Y a la concentracion de hidrocarburos en el suelo (C,),
mientras que es inversa a la sumatoria entre la concentracion de sustrato (C )y
la constante K. (propia del tipo de microorganismo y sustrato empleado). Notese
que para valores muy bajos de concentracion de sustrato, la tasa de crecimiento
microbiano aumentara linealmente con elincremento de la concentracion de sus-
trato, y esto representa la inhibicion por ausencia de sustrato (ecuacion 5), mien-
tras que para valores altos de concentracion de sustrato la tasa de crecimiento de
biomasa alcanzara su maximo valor (ecuacion 6).

_ I"'MAX'CH (4)
K.+ C,
My C
SiK,>>C, entonces m:% &)
S
Si K, <<C, entonces p=,,,, ®)

La ecuacion (7) predice el cambio en la concentracion biomasa (C), este térmi-
no es proporcional a la tasa de crecimiento microbiano (W) y a la concentracion de
biomasa en el medio. Notese la similitud con una reaccion quimica autocatalitica
en la cual la capacidad de reproduccion de los microorganismos a su vez acele-
rara la reproduccion celular. La ecuacion (8) describe el consumo total de sustrato
como el producto entre crecimiento de biomasa y el rendimiento observado sus-
trato a biomasa (Y', ). a suvez, Y, ., esigual a la suma del consumo de sustra-
to asociado al crecimiento celular (Y, ), con el consumo de sustrato asociado al
mantenimiento de la biomasa (m.) ecuacion 9. Adicionalmente, la expresion mate-
matica para la descripcion del cambio de la concentracion de sustrato en funcion
del tiempo (ecuacion 10) se obtiene reemplazando la ecuacion (7) en la ecuacion
(8). Los valores de todas las constantes descritas en el modelo pueden correla-
cionarse como una funcion de la temperatura mediante el empleo de la ecuacion
de Arrhenius (ecuacion 3).
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Suponiendo que la velocidad de crecimiento microbiana (u) es constante en
eltiempo e igual a su valor maximo (p=y,,_ ). es posible emplear las ecuaciones
(11) y (12) para describir la concentracion de biomasa e hidrocarburos en el tiem-
po. Con el fin de obtener los parametros cineticos de la ecuacion de Monod, es
necesario contar con datos de concentracion de biomasa (C,) y concentracion
de sustrato (C,) en funcion del tiempo (t). Inicialmente, los datos se procesan de
acuerdo con la ecuacion (11), donde el eje de la abscisa sera el tiempo, el gje
de las ordenadas sera el In(C,/ C, )y la pendiente de la tendencia sera igual a
la tasa maxima de crecimiento microbiano (u,,_ ). Posteriormente, el rendimiento
observado sustrato a biomasa (Y', , ) seraigual a la pendiente de la grafica del para-
metro ¢ _“wect-Uen el eje de la abscisa y de la concentracion de sustrato (C) en
el de ordenadas.

(12)

CH= CHO - Y'X/H : C><o (etvoct—1)

La tabla 4 presenta datos experimentales de biorremediacion de suelos con-
taminados por hidrocarburos (Li et al., 1994a, 1994b), los cuales seran empleados
para estudiar el modelamiento matematico de media complejidad. La primera
seccion de la tabla 4 presenta la correlacion del crecimiento de microorganismos,
mientras que la segunda detalla la correlacion para el consumo de sustrato. Los
datos experimentales por procesar se tomaron solo para la etapa de crecimiento
exponencial con el fin de poder garantizar la aplicabilidad de las ecuaciones (11) y
(12) para la correlacion del modelo.
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Tabla 4. Generacion de modelo de media complejidad para la biorremediacion
de suelos contaminados por hidrocarburos

Correlaciép ZEIEIET c?recimiento o= Correlacion para el consumo de sustrato
microorganismos
Tang | bacterns | We/C0 || TG’ | wH Cufe -
0 14 X 108 0 0 032 0
2 1.6 X105 0.1335 8 03 195 X 105
3 2.0 X105 0.3567 21 0.26 1.24 X 106
4 2.4 X108 0.5390
8 3.2 X105 0.8267

Los datos procesados de la tabla 4 se presentan en la figura 2. Para correlacio-
nar el crecimiento de microorganismos (parte a de la figura 2), el tiempo se grafica
en el eje de las abscisas, mientras que el In(C,/C, ) se grafica en el eje de las orde-
nadas. Posteriormente, se genera una correlacion lineal entre ambos parametros
donde la pendiente de esta grafica sera igual a la tasa maxima de crecimiento mi-
crobiano (uMax =0.1087). Notese que la correlacion de la tendencia es de 0.9815,
que evidencia el buen grado de correlacion del modelo. Por otro lado, para corre-
lacionar el consumo de sustrato (parte b de la figura 2), el parametro C (@t se
grafica en el eje de las abscisas, mientras que la concentracion de hidrocarburos
(C.) se grafica en el gje de las ordenadas. Finalmente, se genera una correlacion
lineal entre ambos parametros (r2= 0.9655) donde la pendiente de la grafica sera
igual al rendimiento observado sustrato a biomasa (Y', = 5x10°).

Figura 2. Modelo de Monod para cinética de biorremediacion de suelos
contaminados por hidrocarburos
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08 | .
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O 04 )
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El modelo matematico de media complejidad reporto un coeficiente de corre-
lacion superior a 0.98 (parte a de la figura 2) sobre el gjercicio, lo que indica un alto
grado de precision del modelo. Los modelos matematicos de media complejidad
para biorremediacion de suelos se recomiendan para escenarios donde sea ne-
cesario incluir efectos de transferencia de masa, como por ejemplo en el escala-
doy el diseno de procesos, plantas y equipos.

Modelos matemadticos de alta complejidad para biorremediacién de
suelos contaminados por hidrocarburos

Finalmente, se clasificaron como modelos de alta complejidad en la biorremedia-
cion de suelos aquellos trabajos que emplearon méetodos numericos mas avan-
zados, como modelos de aprendizaje automatico o redes neuronales (tabla 5).
Las redes neuronales artificiales son modelos computacionales capaces de reco-
nocer relaciones no lineales complejas entre conjuntos de datos y estimar valo-
res de salida basados en los procesos de entrenamiento y aprendizaje. Entre las
principales aplicaciones de redes neuronales en el proceso de biorremediacion
de hidrocarburos en el suelo, Pigram y Macdonald (2001) propusieron un mode-
lo de red neuronal para el modelado predictivo de un biorreactor que forma parte
del proceso de remediacion de aguas residuales, en el cual la complejidad de los
procesos biologicos, fisicos y quimicos del reactor hacen que el modelado deter-
minista no sea adecuado. Wu et al. (2013) evaluaron la relacion entre propiedades
fisicoquimicas del suelo con el cambio en la concentracion de hidrocarburos aro-
maticos policiclicos en suelos, lo que podria ayudar en la toma de decisiones en
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la remediacion. Asiabadi et al. (2015) implementaron una inferencia difusa con dos
entradas (tiempo y profundidad) y 10 funciones de membresia para cuantificar las
concentraciones de hidrocarburos (salida) a diferentes profundidades de suelos
plantados y no plantados durante el proceso de fitorremediacion. Olawoyin (2016)
utilizo una red neuronal artificial de retropropagacion (RNR) para predecir el com-
portamiento de la concentracion de hidrocarburos aromaticos policiclicos utilizan-
do la leguminosa Melitus alba, y reportd un coeficiente de correlacion de 0.9994
entre los datos experimentales y los calculados con el modelo. Finalmente, Bao et
al. (2019) determinaron la capacidad predictiva de la RNR para determinar la con-
centracion de hidrocarburos aromaticos policiclicos en suelos remediados con
paja de maiz al utilizar los datos disponibles de parametros relacionados. Se tu-
vieron en cuenta las propiedades del suelo y la concentracion de hidrocarburos
aromaticos policiclicos, la actividad enzimatica, el carbono organico disuelto y el
carbono de biomasa microbiana, lo que permitio predicciones satisfactorias.

Tabla 5. Modelos matematicos de alta complejidad para biorremediacion
de suelos contaminados por hidrocarburos

Tipo de biorremediacion

. Contaminante Modelo Autores
(organismo, suelo)

Atenuacion natural Hidrocarburos | Red neuronal Pigram y Macdonald (2001)

. Hidrocarburos Modelo de
Atenuacion natural

aromaticos aprendizaje WWu et al. (2013)
(arenoso) Cn "
policiclicos automatico
Atenuacion natural H\drocarpuros Légica difusa Asiabadi et al. (2015)
de petroleo

. L . Red neuronal
Biorremediacion con la Hidrocarburos

leguminosa Melilutus aromaticos artificial de Olawoyin (2016)
C retropro-
alba policiclicos -
pagacion
‘, . Red neuronal
Atenuacion natural Hidrocarburos .
) . " artificial de
(paja de maiz, suelos aromaticos retronro Bao et al. (2019)
agricolas) policiclicos pre
pagacion

Los modelos matematicos de alta complejidad generan, en el mejor de los ca-
sos, modelos empiricos de caja gris, en los que el modelo tiene que ser entrenado
para cada condicion diferente del sistema que se esta estudiando. Estos mode-
los requieren herramientas computacionales mas complejas para su implemen-
tacion; su velocidad de solucion es baja y requieren un intensivo entrenamiento.
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Los modelos matematicos de alta complejidad para biorremediacion de suelos se
recomiendan para escenarios donde se requiera incluir variables de proceso no
contempladas en el modelo de Monod, como la composicion del suelo, la canti-
dad de radiacién solar o la cantidad de lluvias.

Conclusiones

Los modelos matematicos usados en biorremediacion de suelos contaminados
por hidrocarburos se pueden clasificar por baja, media y alta complejidad. Los
modelos de baja complgjidad son aquellos en los que se aplican ecuaciones ci-
néticas de primer orden para describir la desaparicion de los hidrocarburos en el
suelo; estos modelos no consideran ningun factor adicional, y son calculos sen-
cillos y de rapida ejecucion. Sin embargo, tienen baja reproducibilidad y escala-
bilidad. Se recomienda su empleo en la generacion de estimados iniciales y en el
desarrollo de calculos rapidos en campo.

Los modelos de complejidad media incluyen principalmente cinéticas micro-
bianas, como cinéticas de Monod simples y modificadas. Estos modelos presentan
alta reproducibilidad, alta escalabilidad y alta precision. Los modelos matematicos
de media complejidad para biorremediacion de suelos se recomiendan en esce-
narios donde sea necesario incluir efectos de transferencia de masa, por ejemplo,
en el escalado y el diseno de procesos, plantas y equipos.

Los modelos matematicos de alta complejidad requieren herramientas mate-
maticas de mayor complejidad para suimplementacion; su velocidad de solucion
es bajay requieren un intensivo entrenamiento del modelo. Estos se recomiendan
para escenarios donde se requiera incluir variables de proceso no presentes en el
modelo de Monod, como la composicion del suelo, la cantidad de radiacion so-
lar o la cantidad de lluvias.

Finalmente, el estudio de estos modelos matematicos permite comprender a
profundidad los fundamentos de la biorremediacion de suelos, asi como su esca-
lado e implementacion en campo. Adicionalmente, en el futuro, se recomienda el
estudio de modelos matematicos de complejidad mixta donde se puedan apro-
vechar de forma sinérgica las diferentes fortalezas de los modelos estudiados en
este trabajo. Ademas, se propone la construccion de una base de datos que in-
cluya las principales constantes de modelamiento matematico para biorremedia-
cion de suelos.
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Resumen

En la actualidad, los derrames de hidrocarburos de petroleo y sus deriva-
dos producen serios problemas ambientales, ademas de generar impactos
economicos, sociales y de salud publica. La explotacion y el transporte de
hidrocarburos son las principales fuentes de contaminacion. Para dar solu-
cion a esta problematica, existen meétodos como la técnica de biorremedia-
cion. El objetivo de esta investigacion fue la evaluacion de dicha técnica a
traves de la inoculacion de un suelo artificialmente contaminado de la zo-
na de la Patagonia, Argentina. Luego de obtener cepas con alta capacidad
de transformacion del petroleo, se cuantifico la biodegradacion a traves del
tiempo y se determino el contenido residual de los hidrocarburos del sue-
lo por cromatografia. Tambien se evaluo la poblacion de microorganismos
heterotroficos totales (MHT) y microorganismos biodegradables del petroleo
(MBP) en el tiempo. Se aislaron y caracterizaron dos especies, una del géenero
Raoultella y otra de Enterobacter con capacidad de biodegradacion de pe-
troleo. Despues de 190 dias de tratamiento, se detectaron diferencias signi-
ficativas en la poblacion de MBP en suelos contaminados (petroleo y aceite).
Los aumentos fueron de 281 % para el tratamiento con petroleo y de 27.4 %
para el tratamiento con aceite. Se observo, con el transcurso del tiempo,
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una disminucion de los componentes del petroleo en los suelos inoculados
respecto a los testigos. Cuando se aplicaron bacterias seleccionadas a los
suelos contaminados con petroleo, luego de 190 dias, hubo una biodegra-
dacion del 100 %, mientras que el suelo sin tratar fue del 78 %. Con base en
estos resultados, se propuso la implementacion de una técnica de biorre-
mediacion en los programas de recuperacion de suelos contaminados con
hidrocarburos en la provincia de Tierra del Fuego. El propodsito de este capi-
tulo es incluir una vision de la biorremediacion de suelos contaminados uti-
lizando microorganismos autoctonos de la Patagonia, Argentina.

Palabras clave

Petroleo, suelo patagonico, microbiologia de suelos, biorremediacion, bac-
terias autoctonas.

Introduccién

|_a Patagonia esta ubicada en el sur argentino y presenta caracteristicas diferen-
ciales con el resto del pais. En esta area se desarrolld una importante actividad
de la industria petrolera, como en la figura 1, en la que se muestran las concesio-
nes de explotacion de hidrocarburos (HC) del Argen-Map. Cabe destacar que el
petroleo se origind a traves de la descomposicion anaerobica de materia organi-
ca a altas temperaturas y presion. Asociados a esto, comenzaron algunos proble-
mas de contaminacion que pocas veces se han tratado debido a su extension y
dificultad de acceso (Acuna et al., 2008).

Cuando un contaminante como el petroleo o sus derivados es derramado en el
suelo, existen diferentes posibilidades con respecto a su destino. Una de ellas es que
permanezca en el suelo por largos periodos sin ser modificado, lo que se denomina
pasivo ambiental, y de estos existen muchos ejemplos en la Patagonia (Acuna et al,,
2013). Al estar expuestos a diferentes condiciones en el medioambiente, estos pasi-
vos ambientales sufren procesos fisicoquimicos, como oxidacion, evaporacion, et-
cetera, o procesos bioldgicos no asistidos (Singleton y Sainsbury, 2006).

Otra alternativa es la biorremediacion, que consiste en la utilizacion de mi-
croorganismos con capacidad de biodegradacion de hidrocarburos hasta llegar a
productos inocuos para el suelo y todo el ambiente (Nilanjana y Chandran, 2011).
Entre sus ventajas respecto a los meétodos fisicoquimicos estan su bajo costo eco-
nomico (Ulrici, 2000), la no afectacion de otros compartimentos ambientales y la
optimizacion de los recursos (Klein, 2000). Mediante esta técnica se han logrado
interesantes resultados, ademas de ser una tecnologia en clara expansion y muy
competitiva (Bollag, 1992).
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Figura 1. Zonas petroleras en
la Patagonia, Argentina
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Fuente: Secretaria de Energia de la Republica Argentina (s.f)

Una forma de mejorar la capacidad de biodegradacion en los tratamientos de
biorremediacion es mediante la bioaumentacion, que utiliza bacterias altamente
especializadas. Este proceso es empleado cuando se detecta una baja actividad
de los microorganismos del suelo con capacidad de utilizacion de los hidratos de
carbono presentes en una contaminacion con petroleo o sus derivados. De acuer-
do con Riser (1998), este método consiste en adicionar microorganismaos, ya sea
autoctonos o externos, a un sitio, con la finalidad de incrementar la cantidad de
estos y promover la biodegradacion o la biotransformacion del contaminante.

Un plan de biorremediacion efectivo requiere un estudio previo de las condi-
ciones ambientales y de la evolucidn de las poblaciones microbianas degradado-
ras de hidrocarburos en los suelos por tratar.

Los denominados pasivos ambientales representan los efectos negativos y las
consecuencias que genera la actividad comercial en la explotacion de un recur-
so como el petroleo. Por eso, su aplicacion requiere una gestion que permita ca-
racterizarlos, evaluar su riesgo e implementar medidas de mitigacion tendientes
a reducir los riesgos potenciales que representan para la sociedad, el ambiente,
la fauna y la flora.
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En este trabajo se estudiaron los efectos de la aplicacion de microorganis-
mos autoctonos de la provincia de Tierra del Fuego (Patagonia, Argentina) en
suelos contaminados artificialmente con Hc (petroleo y aceite). Ademas, con base
en los resultados obtenidos, se desarrollo una propuesta para la biorremediacion
de suelos contaminados con derrames de petroleo.

Materiales y métodos

Aislamiento de bacterias biodegradadoras de petréleo

Primero, se recolectaron muestras de suelo que habian sufrido derrames de pe-
troleo del yacimiento de San Sebastian, en el area denominada Chorrillo, en la
planta de almacenaje Cruz del Sur, provincia de Tierra del Fuego (53°1912,5" Sy
68°36'33" W). Se utilizd un barreno muestreador de suelos y se extrajeron mues-
tras de 10 cm de profundidad en 3 lugares diferentes distanciados 10 m uno de
otro. Estas muestras se colocaron en bolsas de polietileno y se homogenizaron.

Una vez llevadas al laboratorio, se tomaron 10 g de suelo contaminado y se co-
locaron en dos matraces de Erlenmeyer con 90 mL de solucion fisiologica esteril
(8.5 g de NaCl/L, suplementado con 0.4 % de Tween 80). Se mantuvieron en agita-
cion a 180 r. p. m. durante 20 minutos y se tomaron alicuotas de 0.1 mL que fueron
colocadas y extendidas con espatula de Drigalsky sobre la superficie de medio de
cultivo Tripteina Soya Agar con la siguiente composicion: g/L, Tripteina de soya 10;
extracto de levadura, 5,y NaCl: 10, agar 15. Se incubaron a 28 °C durante 6-7 dias,
y se aislaron cultivos axénicos que fueron conservados en agar nutritivo.

Posteriormente, las cepas bacterianas aisladas fueron sembradas en medio
R2A (Reasoner y Geldreich, 1985), donde la Unica fuente carbonada fue el petro-
leo que reemplazo la glucosa. El medio se distribuyo en las cajas de Petri y una
vez que estuvo solidificado, se vertieron en la superficie 5 mL del mismo medio
con el agregado de petroleo (esterilizado por filtracion *Millipore®" 0,25 um). Las
colonias que mantuvieron un crecimiento activo en sucesivas resiembras en este
medio fueron seleccionadas como potencialmente biodegradadoras de petroleo.
Adicionalmente, se confirmo su crecimiento en medio liquido R2A, enriquecido
con petroleo (1 %), como Unica fuente carbonada. Se mantuvieron en agitacion a
180 r. p. m. por 10 dias, y se evaluod el crecimiento por turbidimetria (Ingraham e
Ingraham, 1998).

Identificacion de las bacterias biodegradadoras de petréleo

Se obtuvieron dos cepas bacterianas denominadas provisoriamente MR1y MR2,
que fueron enviadas al Laboratorio de Biologia de Suelos de la Plataforma de Ser-
vicios Biotecnologicos de la Universidad Nacional de Quilmes (Buenos Aires, Ar-
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gentina) para su identificacion molecular. Se evalud la capacidad de crecimiento
en medio selectivo Gould S1 (Gould et al, 1985) y se realizaron reacciones de am-
plificacion de ADN (PCR) a partir de colonias aisladas luego de 24 h de crecimiento
en agar nutritivo a 28 °C. Se utilizaron los siguientes oligonucledtidos: a) univer-
sales para 16S rbNA (ARN ribosomal 16S) de Eubacterias, con un tamano de pro-
ducto esperado de 1450 pb (Picard et al, 2000); b) especificos para el gen oprF
del género Pseudomonas, que codifica una porina de membrana externa, con un
tamano de producto esperado de 650 a 750 pb (Agaras et al, 2012); ¢) especifi-
cos para el gen rpoB del género Pseudomonas (codifica la subunidad beta de la
ARN polimerasa), con un tamano de producto esperado de 1000 pb (Mulet, et al,
2010). Se verifico la amplificacion por electroforesis en agarosa. Se determinaron
las secuencias de los productos de amplificacion del 16S rbNA (Macrogen Inc, Ko-
rea) y se realizd la asignacion taxondmica mediante su analisis comparativo con
secuencias de cepas tipo (Yoon et al., 2017). Estas secuencias se introdujeron co-
mo argumentos de busqueda en los servidores BlastN NCBI, Ribosomal Database
Project y EzBiocloud para identificar las especies tipo mas cercanas taxonomica-
mente a los aislamientos MR1y MR2. Las secuencias de las especies tipo iden-
tificadas se descargaron y alinearon junto a las obtenidas para MR1y MR2 en el
algoritmo Muscle, con parametros por defecto. El alineamiento resultante se uti-
lizo para generar un arbol de relaciones evolutivas con el método Minimum Evo-
lution, utilizando 28 secuencias con un total de 1299 posiciones nucleotidicas en
el conjunto final de datos. Los analisis evolutivos se llevaron a cabo en MEGA X
(Kumar, et al. 2018), utilizando parametros por defecto. Las secuencias parciales
ribosomales del gen 16S de Vibrio cholerae y Escherichia coli se utilizaron como
referencias externas.

Ensayo de biorremediacién con suelo zonal empleando bacterias autéctonas

Se realizo un ensayo de biorremediacion en ambientes controlados con el objeti-
vo de obtener informacion del efecto de la adicion de bacterias autoctonas de la
Patagonia en suelos contaminados artificialmente.

El suelo empleado en el experimento fue extraido de un campo ubicado en la
ciudad de Rio Grande Tierra del Fuego (Argentina) (53°4844.11° S, 87°47°08.75" O).
Se extrajo del horizonte A, tomando las muestras de los 0,20 m de profundidad.
Este lugar se eligio por no haber tenido contaminacion previa con hidrocarburos.
Se homogenizo y se tamizo con malla de 8 mm.

Para conocer las propiedades edaficas, se realizd un analisis fisico y quimico
del suelo en el laboratorio de suelos del Instituto de Suelos del Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria (INTA) Castelar Buenos Aires, Argentina (tabla 1).
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Tabla 1. Composicion fisica y quimica del suelo empleado en el ensayo

Analisis Valor obtenido Metodologia
Arena fina (%) 53 Sedimentologia
Arena media (%) 10 idem arena fina
Arena ultrafina (%) 27 idem arena fina
Limo + arcilla (%) 10 idem arena fina
Capacidad de retencion hidrica (%) 32 Gravimetria
pH 7.6 Potenciomeétrico con electrodo
Densidad aparente 113 Cilindro y gravimetria
Porosidad (%) 48 Humedad y saturacion
Carbono organico (mg/kg) 3.59 Walkey y Black
Materia organica (mg/kg) 6,20 C (%) x 1,724
Fosforo total (mg/kg) 81 Olsen
Nitrato (mg/kg) 20,8 Acido fenoldisulfonico
Calcio (mg/kg) 17 Volumetria con EDTA
Magnesio (mg/kg) 49 idem calcio

Para el ensayo se utilizaron recipientes de 20 L de plastico con 7 kg de suelo,
por triplicado.

Tratamientos

Los tratamientos fueron los siguientes:

1) Testigo sin hidrocarburo y sin inocular
2) Con petroleo sin inocular

3) Con petroleo inoculado

4) Con aceite sin inocular

5) Con aceite inoculado

Todos los tratamientos tuvieron tres repeticiones. Para realizar la impregnacion
del petroleo crudo y del aceite, se pulverizo el HC sobre el suelo en una propor-
cion equivalente al 5 % v/p. Se considero la cantidad de Hc agregado como opti-
ma para el proceso de biodegradacion (Vecchioli et al, 1990).
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El aceite usado para los tratamientos se obtuvo a partir de motores de un ta-
ller mecanico de la zona. La inoculacion de los microorganismos se realizo al im-
pregnar el sustrato con 10 mL de inoculante por kg de suelo, que contenia 3,1 x 10°
UFC/mL, en la etapa de crecimiento exponencial.

Las macetas se mantuvieron con una humedad aproximada al 60 % de la ca-
pacidad de campo y se cubrieron con un polietileno para evitar encharcamientos
y permanecer en esas condiciones durante 6 meses.

Se extrajeron muestras de suelo para realizar las evaluaciones correspondien-
tes, en tres periodos: T1, T2y T3 (63, 116 y 190 dias de tratamiento, respectivamen-
te). Luego se colocaron en recipientes refrigerados hasta su evaluacion.

Analisis microbioldgico
Para evaluar la poblacion de los microorganismos heterotroficos totales (MHT) co-
mo los biodegradadores de petroleo (MBP) en el suelo fueron cuantificados de

acuerdo a Frioni (2006) y fueron expresados como UFC/g de suelo (Unidades For-
madoras de Colonias por gramo de suelo).

Determinaciones quimicas

La concentracion de hidrocarburos totales de petroleo (HTP) se analizo en el la-
boratorio de la Universidad Tecnologica Nacional de Rio Gallegos, Santa Cruz, Ar-
gentina, mediante cromatografia de gases de acuerdo con la norma TNRCC 1005
(Saitas, 2001). A partir de estos datos, y para evaluar la biodegradacion de las dife-
rentes fracciones del hidrocarburo presente, se realizd una cuantificacion de aper-
tura de carbono. De igual forma se realizo el analisis de los indices C17/pristano y
C18/fitano, los cuales se encuentran descritos por Minai-Tehrani et al. (2015), y nos
permiten determinar si la disminucion de contaminantes en los sistemas estudia-
dos se debe a un proceso de biodegradacion.

Andlisis estadistico

Todas las determinaciones de contaje de microorganismos y analisis de hidrocar-
buros se realizaron con tres repeticiones y con un analisis de la varianza no para-
meétrica utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. Los resultados fueron procesados
por el paquete estadistico de InfoStat (Di Renzo et al, 2008).

Propuesta para la incorporacién del método de biorremediacion a los
programas de recuperacion de suelos

En este trabajo se estudio la biorremediacion de suelos con elinterés de disminuir
el efecto contaminante de hidrocarburos a rangos no toxicos.
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Con base en los datos obtenidos y las respuestas de biorremediacion de suelos
contaminados con petroleo, se efectud un analisis de posibilidades de implemen-
tacion de esta técnica en los programas de recuperacion de suelos contamina-
dos con hidrocarburos en la provincia de Tierra del Fuego, Patagonia, Argentina.

Resultados

Aislamiento de bacterias biodegradadoras de petréleo

Como puede observarse en la figura 2, las colonias con capacidad de biodegrada-
cion de petroleo formaron un halo trasparente en la superficie del agar que contiene
petroleo como unica fuente carbonada. Esto evidencio un efecto de aprovecha-
miento de la fuente carbonada con una consecuente degradacion del HC.

Figura 2. Cultivos de bacterias biodegradadoras de petroleo

De esta forma, se obtuvieron dos cepas de microorganismos que se denomi-
naron provisoriamente MR1y MR2,

Identificacion de las bacterias biodegradadoras de petréleo

Ante la sospecha inicial de que los aislamientos MR1 y MR2 fueran representan-
tes del género Pseudomonas, se evalud su capacidad de crecimiento en el me-
dio selectivo para Pseudomonas S1 (Gould et al, 1985). Sin embargo, ninguno de
los aislamientos fue capaz de crecer en este medio. En forma consistente con es-
ta observacion, no se obtuvieron productos especificos de amplificacion a partir
de los dos aislamientos en las PCR especificas para el género dirigidas a los genes
oprFy rpoB. Por ello, se determino la secuencia de los productos que se obtuvie-
ron con primers universales para el gen ribosomal 16S. Las secuencias se depo-
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sitaron en la base de datos Genbank, bajo los codigos de acceso MWQ40702 y
MW/940703, para MR1y MR2, respectivamente. Como se observa en la figura 3,
la comparacion de las secuencias parciales del gen 16S rDNA con las de cepas
de referencia reveld que ambos aislamientos pertenecen a la familia Enterobac-
teriaceae. La mayor similitud secuencial del gen ribosomal del aislamiento MR1
fue con la cepa tipo de la especie Raoultella planticola (99.6 % similar), mientras
que para el aislamiento MR2 fue con la cepa tipo de la especie Enterobacter soli
(987 % similar).

Figura 3. Relaciones evolutivas de los linajes bacterianos
relacionados a los aislamientos MR1y MR2

Vibrio cholerae

Escherichia coli

Hafnia paralvei ATcc29927

Cedecea lapagei 1cM1684
Pseudocitrobacter vendiensis cPo20170097
Kluyvera georgiana ATCC51603
Kluyvera ascorbata ATCC33433
Raoultella ornithinolytica JcMB096

MR1

Raoultella planticola ATCC33531
Klebsiella michiganesis w14

Yokenella regensburgei ATCC
Klebsiella quasipneumoniae subsp. similipneumoniae 07A004
Citrobacter cronae Tue 2 1

Citrobacter braakii ATCC51113
Citrobacter murliniae cbc2970-59
Citrobacter europaeus 97/99
Klebsiella aerogenes KCTC2190

Kluyvera cryocrescens ATCC33435
Raoultella terrigena ATCC33257
Lelliottia amnigena NBRC105700

MR2

Enterobacter soli ATCCBAA-2102
Enterobacter wuhouensis WCHEW
Enterobacter huaxiensis 090008
Leclercia adecarboxylata NBRC102595
Lelliottia nimipressuralis LMG10245
Lelliottia joetgali PFLO1

aH

i

il

Determinaciones quimicas

En el sistema contaminado con petroleo y sin inoculacion, inicialmente se pudo de-
terminar un total de 35 734 ppm de HTP, y al finalizar la biorremediacion este valor
descendio significativamente (p < 0.05) a 7 747 ppm, que significa una disminucion
de 78.32 % (tabla 2). Se observo que en los hidrocarburos de alto peso molecular
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(C30 a C32) casi no hubo cambios, quizas porque estos compuestos son mas re-
calcitrantes. Por otro lado, los hidrocarburos presentes en el suelo estan represen-
tados en su mayoria por compuestos de mas de 10 atomos de carbono, y en su
minoria por hidrocarburos de menor peso molecular (tabla 2).

En eltiempo T1 se observd un marcado descenso en la concentracion de HTP,
y con ello una disminucion significativa (p < 0,05) del 42.9 % de la concentracion
de HTP. En el tiempo T2 la degradacion de HTP fue de 55.05 % respecto al tiem-
po inicial, y al tiempo T3 de 78.32 %. Esto demuestra que, en la primera etapa del tra-
tamiento, se ha logrado la mayor reduccion de componentes de petroleo en el
suelo con una tasa de degradacion mayor al inicio, y que va descendiendo con
el transcurso del tiempo de tratamiento. Se obtuvo una mayor degradacion en los
componentes de menor peso molecular y se observo que en los HTP de mas de
C30 la disminucién en la concentracion de estos no fue significativa, lo cual pue-
de deberse a su menor degradabilidad debido a la estabilidad en su estructura
quimica. Si bien al tiempo T3 del tratamiento puede verse una significativa reduc-
cion del 78.32 % (p < 0,05) en la concentracion de HTP, aun quedan restos de HC en
el suelo, lo cual deberia ser eliminado totalmente si lo que se busca es reducir al
minimo el impacto ambiental producido.

En el sistema de suelo contaminado con petroleo y tratado con bacterias bio-
degradadoras, se observa que la biodegradacion de los componentes fue mucho
mas significativa (p < 0.05) y al finalizar la experiencia no se detectaron componen-
tes del petroleo adicionado (tabla 2). A medida que pasa el tiempo (To a T3) hay
una disminucion de los componentes del petroleo mas pronunciada que en el sis-
tema sin inoculante (p 2 0.05). Inicialmente se pudo determinar un total de 18 444 ppm
de HTP y al finalizar la experiencia de biorremediacion este valor descendio a 0
ppm; asi, se demuestra una disminucion del 100 % en el total de los hidrocarbu-
ros presentes. En este caso tambien hubo una accion biodegradadora aun en
compuestos de alto peso molecular (tabla 2).

Tabla 2. Componentes de hidrocarburos en sistemas con petréleo

To (o dias) T1 (63 dias) T2 (116 dias) T3 (190 dias)
Unidad (ppm)
Sl Cl Sl Cl S| Cl S| Cl
<C8 0 27 0 9 0 0 0 0
C8a<Cio 1120 1304 29 24 39 0 0 0
Ci0a<Ci12 4473 2510 1171 333 1132 224 225 0
Ci12a<C14 4240 2390 1455 846 1429 360 658 0
Ci14a<Ci16 4062 2216 1975 1527 1550 532 874 0
Ci16a<C18 3949 2121 2580 22110 1927 960 1027 0
(Continua)
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Ci8a<C20 2068 1052 2142 1877 1642 677 942 0
C20a<C22 3158 1584 2350 1523 1885 620 1048 0
C22a<C24 3408 1278 2375 1256 1751 544 784 0
C24a<C26 2597 1124 1876 1095 1371 474 503 0
C26a<C28 2080 955 2066 912 1478 4901 624 0
C28a<C30 3047 723 1852 710 1309 636 485 0
C30a<C32 632 261 532 255 548 64 487 0
>C32 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 35734 | 18444 20403 12478 16062 5582 7747 0
BiOde%SdaCion - - 4290 | 3234 | 5505 | 6974 | 7832 | 10000
C17/pristano 112 146 093 129 0.92 125 074 0.00
C18/fitano 131 2.06 092 142 0.68 123 051 0.00

Nota: si= sin inoculacion, ci= con inoculacion

En los suelos contaminados con aceite se observan menos hidrocarburos de
bajo peso molecular, asi como una disminucion de esos componentes en un
tiempo breve de tratamiento (T1), pero en los hidrocarburos de alto peso molecu-
lar no se muestra una disminucion muy marcada (tabla 3). En esta situacion de
biorremediacion de suelos contaminados con aceite, la accion de los microorga-
nismos adicionados fue muy significativa (p < 0.05) en los compuestos de bajo pe-
so molecular (hasta compuestos con C18) (tabla 3). En aquellos compuestos con
mas carbonos se observo una disminucion mas marcada que en el caso de sue-
los con aceite y sin la incorporacion del inoculo bacteriano (p < 0.05).

Tabla 3. Componentes de hidrocarburos en sistemas con aceite

To (o dias) T1 (63 dias) T2 (116 dias) T3 (190 dias)
Unidad (ppm)

Sl Cl Sl Cl Sl Cl Sl Cl

<C8 0 0 0 o} 0 0 0 0

C8a<Ci0 429 0 0 o} 0 0 0 o}

Ci0a<C12 2086 816 239 186 88 78 75 0

Ci2a<Ci14 2718 1577 601 586 397 186 359 24

C14a<C16 388 613 378 310 247 204 231 33

Ci16a<C18 651 531 411 499 354 271 325 35
Ci8a<Cz20 617 506 490 499 466 265 429 158
C20a<C22 1693 1518 1657 1497 1541 058 1358 584
C22a<C24 4396 4281 4322 4292 3808 3000 3741 2310

(Continua)
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C24a<C26 4156 3856 4121 3741 3735 2569 3594 1863
C26a<C28 5940 5517 5892 5491 5093 3742 4866 2974
C28a<C30 4854 5317 4799 5249 4438 3700 4211 3025
C30a<C32 1768 1458 1731 1169 1432 1399 1204 847
>C32 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 30596 25990 24730 23519 21691 16372 20483 11853

Biodegradacion

) - - 19.17 951 2911 37.01 33.05 54.39

C17/pristano 1.68 2.30 1.03 0.30 0.32 0.12 0.21 0.05

Ci8/fitano 0.18 0.25 0.05 0.07 0.02 0.03 0.02 0.02

Nota: si= sin inoculacion, ci= con inoculacion

En resumen, puede observarse que la biodegradacion expresada en porcenta-
Jje cuando se impregnaron los suelos con petroleo y no se aplicaron bacterias fue
de 7832 %, mientras que cuando se aplicaron bacterias (MR1+MR2), la biodegra-
dacion fue del 100 % luego de aproximadamente 6 meses. Por otro lado, en siste-
mas con aceite como contaminante, la degradacion natural fue del 33.05 % versus
la lograda con biorremediacion de 54.39 % (tabla 3). Esto demuestra que, con am-
bos tipos de contaminantes, la biodegracion de estos fue significativamente ma-
yor (p < 0,05) cuando se incorporod el inoculante bacteriano en el suelo estudiado.

Los indices C17/pristano y C18/fitano se denominan biomarcadores y brindan
informacion sobre la efectividad de los procesos de degradacion de los residuos
del petroleo utilizando microorganismos. Ambos indices disminuyeron significati-
vamente (p < 0.05) a medida que avanzo el tiempo, y fue aun mas marcada su dis-
minucion en los suelos inoculados con microorganismos, lo que evidencid una
mayor descontaminacion y un proceso mas eficiente de biodegradacion. En los
sistemas de suelos contaminados con aceites, ambos indices descendieron con
una pendiente negativa mayor (p < 0.05) a lo observado en los sistemas con pe-
troleo (tablas 2y 3).

Recuento de microflora heterotréfica y biodegradadora de petréleo

Como puede observarse en la figura 4, en todos los muestreos realizados, la evo-
lucion de la poblacion de MHT fue superior en ambos suelos con contaminantes
respecto al testigo. Al finalizar el ensayo en los 190 dias se detectaron diferencias
significativas (p < 0.05) en la poblacion de microorganismos en ambos contami-
nantes entre el testigo y los inoculados con petroleo y aceite. Los aumentos fue-
ron de 19 % para el tratamiento con petroleo y de 17.3 % para el tratamiento con
aceite.
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Figura 4. Evolucion de la poblacion de MHT en suelos
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Respecto a las bacterias biodegradadoras (MBP), estas tuvieron un compor-
tamiento similar en los suelos con ambos contaminantes (petroleo y aceite), y
mostraron un mayor numero de UFC/g de suelo respecto al testigo en todos los
tiempos analizados (figura 5). La poblacion de estos microorganismos en los sue-
los inoculados fue estable y con un alto numero de bacterias MBP respecto al tes-
tigo, lo que permitioc alcanzar valores entre 1.6 x 105y 1.8 x 105 UFC/g de suelo
seco.

Figura 5. Evolucion de la poblacion de MBP en suelos
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Alfinalizar el ensayo en los 190 dias se detectaron diferencias significativas en la
poblacion de MBP en ambos contaminantes entre el testigo y los inoculados con
petroleo y aceite. Los aumentos fueron de 28.1 % (p < 0.05) para el tratamiento
con petréleo, y de 274 % (p < 0.05) para el tratamiento con aceite.

217



= Contaminacion de suelos por hidrocarburos en America Latina

Implementacién de una técnica
de biorremediacion en Tierra del Fuego

El impacto ambiental ocasionado por derrames de hidrocarburos en la Patago-
nia, Argentina, ha ocasionado danos en miles de hectareas, kilbmetros de rios y
quebradas (Acuna et al., 2008). El dano hecho por este tipo de siniestros es prac-
ticamente irremediable. Los procesos de remediacion no son lo suficientemente
eficientes; ademas, se implementan mucho tiempo despues, cuando el petréleo
ya ha penetrado en el sistema. El dano realizado al suelo, a los mantos acuiferos,
a la floray a la fauna no puede revertirse por completo. Sin embargo, es necesa-
rio implementar procesos que permitan las condiciones originales del sitio en la
mayor medida de lo posible.

Para que un método de biorremediacion resulte productivo hay que tener en
cuenta varios factores como una poblacion de microorganismos efectiva en la
biodegradacion y tambien los elementos ambientales propicios para que puedan
desarrollarse eficientemente (Boopathy, 2000).

Con base en los datos obtenidos y las respuestas de biorremediacion de
suelos contaminados con petroleo, se efectud un analisis de posibilidades de
implementacion de esta técnica en los programas de recuperacion de suelos
contaminados con hidrocarburos en la provincia de Tierra del Fuego, Patago-
nia, Argentina.

Desde la Direccion General de Gestion Ambiental de la provincia de Tierra del
Fuego se implementan mecanismos de fiscalizacion y control ambiental respec-
to a los incidentes ocurridos en el ambito petrolero, con el fin de controlar aque-
llos que pudieran impactar el ambiente, para prevenir y coordinar acciones que
alerten, asi como exigir al administrado que implemente de manera inmedia-
ta los protocolos de emergencia y las medidas de mitigacion correspondientes.

Acciones ante derrame de Hc en suelo

Este analisis y la propuesta de biorremediacion se elaboraron bajo los conceptos
anunciados por la Secretaria de Medio Ambiente de Tierra del Fuego, Argentina
(figura 6).
La propuesta contempla los siguientes aspectos:
a) Realizacion del primer diagnostico
b) Recopilacion de informacion
y verificacion in situ
¢) Informacion a las autoridades correspondientes:
Secretaria de Medio Ambiente,
Direccion General de Gestion Ambiental

218



Biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos con aplicacion de microorganismos m

Figura 6. Diagrama de acciones ante un derrame de hidrocarburo
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Fuente: elaboracion propia con base en investigaciones en la Secretaria de Ambiente
y consultas al personal de las petroleras argentinas.

Tratamiento mediante biorremediacion

Para que un proceso biologico de tratamiento sea efectivo, es necesario realizar
la caracterizacion total del sistema. En primer lugar, se deben determinar las po-
blaciones microbianas presentes, asi como la biodegradabilidad de los contami-
nantes. A la par, se tiene que considerar tambien la caracterizacion de los factores
fisicos, quimicos y ambientales del sitio, ya que esos parametros condicionaran
dicho proceso biolégico. Una vez contempladas todas las variables, se deben
realizar experimentos a escala laboratorio, con la finalidad de evaluar el compor-
tamiento esperado, bajo condiciones controladas, antes de su aplicacion en un
suelo contaminado (Zhou y Crawford, 1995).

En lo relacionado al aspecto microbiologico se deben programar ensayos
donde se determina el numero de microorganismos por gramo de suelo con ca-
pacidad biodegradadora, asi como su proporcion respecto a la poblacion total en-
démica del suelo contaminado. De esta forma, se podra determinar si la poblacion
autoctona esta metabolicamente activa vy, si fuera necesario, estimularla a traves
de una bicaumentacion. Una vez que tanto el suelo, los contaminantes y la po-
blacion microbiana han sido estudiados, se debe evaluar la biodegradabilidad de
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los contaminantes. Para llevarlo a cabo, estos estudios se realizan en dos fases.
La fase | de biodegradabilidad, que se lleva a cabo mediante ensayos rapidos vy,
posteriormente, la fase I, llevada a cabo en un periodo mayor, en el que se eva-
lban todos los factores fisicoquimicos y biologicos que puedan afectar el proce-
so de biodegradacion.

Figura 7. Fases para la implementacion de la biorremediacion de suelos contaminados
con Hc, empleando microorganismos autéctonos de la Patagonia

| Suelo contaminado l

| Tratamiento ex-situ l

FASE I: 30 dias de duracion

Ensayo de tratabilidad
Caracterizacion fisico-quimica
- Textura
- Capacidad de campo
- Conductividad y pH
- Nitrogeno total y carbono organico total
- Nitrato, nitrito, amonio, fosfato
- Extracto organico total, hidrocarburos
totales de petroleo
- Caracterizacion microbiologica
- Microorganismos heterotrofos totales
- Microorganismos degradadores de
hidrocarburos

FASE II: 6 meses aproximados de duracion

Bioaumento: adquisicion y aplicacion de inoculantes con
bacterias MR1 (Raoultella) y MR2 (Enterobacter), para la
biorremediacion de los suelos contaminados

Bioestimulacion: aireacion, humedad, fertilizacion

Raoultella planticola es una especie de enterobacteria descrita por Drancourt
et al. (2001), que posee una amplia distribucion ambiental, y de la cual se han re-
portado aislamientos con capacidad de biorremediar compuestos hidrofobicos y
policiclicos recalcitrantes (Sugimori et al, 2013; Ping et al,, 2017). Por su parte, En-
terobacter soli fue descrita como una especie de enterobacteria aislada de sue-
lo con capacidad de degradar lignina, un polimero abundante de origen vegetal
compuesto por fenoles altamente ramificados (Manter et al., 2011). Estas caracte-
risticas son consistentes con el aislamiento de MR1y MR2 a partir del suelo, selec-
cionadas por su capacidad para degradar petréleo, como cepas genéticamente
relacionadas con R. planticola'y E. soli.
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El resultado fue que las poblaciones de bacterias biodegradadoras de Hc fue-
ron mayores en los suelos empetrolados contra los testigos, y no en los tratados
con aceite; esto podria deberse a que los inoculantes fueron elaborados con bac-
terias seleccionadas de suelos con derrames de petroleo. En la situacion de los
tratamientos con aceite —en este caso aceite usado—, la composicion podria ser
bastante diferente y sobre todo con otros elementos producto de la combustion
de maquinas con motores a explosion.

En la Patagonia tambien se realizd la remediacion de un predio con desechos
petroleros acumulados por décadas en forma de una laguna. Se trabajo con hon-
gos y bacterias autdoctonos cultivados en Neuquén. El proceso de biorremedia-
cion logro reducir los niveles de contaminacion de 30 % a 3 0 4 % en un periodo
de 6 meses. Este trabajo fue realizado por especialistas de la Universidad Na-
cional del Comahue, quienes realizaron el cultivo de los microorganismos y la
implementacion del proceso de biorremediacion (Ortiz, 1997). Luego de un mes,
el 43 % de los Hc fueron degradados en suelos no inoculados, mientras que en
aquellos inoculados el porcentaje de degradacion ascendid a un 65 % (Vecchioli
et al, 1990).

En eltrabajo de Lin et al. (2010) se observo que uno de los parametros mas im-
portantes de los contaminantes es su peso molecular. Las fracciones mas ligeras
son mas facilmente degradables en comparacion con las mas pesadas, que re-
quirieron mayor tiempo para degradarse.

Esta observacion también es compartida por Pucci et al. (2013), quienes con-
cluyen que conocer la composicion quimica del hidrocarburo contaminante es vi-
tal para su eliminacion eficaz. Koma et al. (2003) y Raju et al. (2017) mencionan que,
por ejemplo, los aceites lubricantes se encuentran constituidos por cadenas de
hidrocarburos saturados de 25 a 35 atomos de carbono y 75 % de cicloalcanos,
los cuales hacen que este contaminante sea muy dificil de degradar. A esta frac-
cion de hidrocarburos se le conoce como recalcitrante para la degradacion micro-
biana. Por lo general, la fraccion alifatica compuesta por n-alcanos es facilmente
metabolizada por los microorganismos (Rios y Nudelman, 2008; Minai-Tehrani
etal, 2015).

La dificultad en la degradacion de los aceites lubricantes por parte de los mi-
croorganismos tambien fue evidenciada por Bhattacharya et al. (2015) a partir de
experiencias con la cepa de Ochrobactrum sp. C1. En dicha experiencia compro-
baron que los alcanos lineales comprendidos entre n-C12 a n-C28 fueron metabo-
lizados de manera efectiva. Sin embargo, a medida que la longitud de la cadena
de los alcanos aumentaba, dicha eficiencia se veia disminuida, situacion tambien
reportada por otros investigadores (Wang et al,, 2011, Zhang et al., 2011).
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Conclusiones

El uso de bacterias de los géneros Raoultella planticola y Enterobacter soli acele-
ran el proceso de biorremediacion de suelos contaminados con petroleo y aceite
de motores. En un periodo de 6 meses se logrd remediar el 100 % de los com-
puestos del petroleo.

Los indices C17/pristano y C18/fitano son utiles para los estudios de biorreme-
diacion con microorganismos en suelos contaminados con HC.

Finalmente, se propone un sistema con dos fases para la implementacion y se-
guimiento de suelos contaminados con HC empleando microorganismos autocto-
nos de la Patagonia, Argentina.
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Resumen

Los derrames de petroleo y sus subproductos significan problemas am-
bientales relevantes en el mundo, ya que contaminan el aire, el agua y los
suelos, en los que pueden persistir durante anos y afectar a los distintos or-
ganismos. Las tecnologias convencionales utilizadas para la remediacion
son generalmente costosas; por ello, se han desarrollado metodologias con
bajo costo e impacto ambiental. En este contexto, la biorremediacion es
una alternativa cada vez mas destacada, dada su rentabilidad frente a otras
tecnologias. Estas técnicas tienen como objetivo convertir compuestos xe-
nobidticos en inocuos; ademas, cuando utilizan plantas, se suma la estabi-
lizacion y la proteccion de los suelos.

Entre los cultivos utilizados en fitorremediacion —una variante de biorre-
mediacion— se destacan las poaceas por incluir una gran variedad de es-
pecies con capacidad para dicha actividad. Por su parte, entre los hongos
encontramos un grupo endofito de raiz conocido como endofitos septados
oscuros (DSE, por sus siglas en inglés). Estos tienen la capacidad de crecer
en forma biotrofica y saprofitica, y de compartir funcional y ecologicamente
nichos con otros hongos del suelo. Los DSE han mostrado tolerancia a dife-
rentes estreses bioticos y abioticos, entre ellos los ambientes contaminados
con hidrocarburos.

En este capitulo se presentan resultados de investigaciones de aisla-
miento, clasificacion y caracterizacion metabolica de hongos DSE; crecimien-
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to, acumulacion de biomasa, capacidad emulsionante y de degradacion del
queroseno y aceite lubricante, y un ensayo con Dactylis glomerata L.y Fes-
tuca arundinacea Schreb., inoculadas con estos hongos. Estos resultados
aportan herramientas y conocimientos potenciales para ser utilizados en la
mitigacion de los efectos negativos generados por los derrames de hidro-
carburos en el ambiente.

Palabras clave

Micorremediacion, fitorremediacion, queroseno, aceite lubricante, capaci-
dad emulsionante.

Introduccién

0s hidrocarburos y sus derivados constituyen la principal fuente energética

de la humanidad, situacion que desencadend su uso excesivo. El progresivo
aumento de demanda los convirtio en uno de los agentes contaminantes mas re-
levantes de los ultimos anos. Por esta razon, se registrd un rapido incremento en
la cantidad de suelos contaminados con hidrocarburos y sus derivados. Estos de-
rrames significan problemas ambientales importantes, ya que contaminan el aire,
elaguay los suelos (Michely Fingas, 2016). La contaminacion por hidrocarburos
tiene una amplia distribucion geografica, que abarca mares, océanos, lagos, sue-
los, aguas freaticas, rios y playas. El petroleo crudo y sus derivados afectan a todos
los organismos vivos; ademas, la contaminacion residual puede persistir durante
anos (Michely Fingas, 2016).

Los impactos generados en el suelo por los hidrocarburos dependen tanto
del tipo como del volumen de este; de las caracteristicas fisicas, quimicas y mi-
crobiologicas de dicho suelo, y de factores ambientales como la humedad, la
temperatura y aspectos climatologicos. Usualmente los hidrocarburos ocasio-
nan un efecto pronunciado sobre las propiedades de los suelos y disminuyen su
calidad (Inoni et al, 2006). Esta situacion puede desencadenar efectos negati-
vos en el desarrollo de la vegetacion y, a su vez, alterar las poblaciones micro-
bianas (Jobson et al., 1974).

Las tecnologias convencionales para la recuperacion de sitios contamina-
dos con petroleo son generalmente costosas vy, a veces, insuficientes (Rayu et al.,
2012). Esto ha llevado a la necesidad de desarrollar tecnologias con bajo impacto
ambiental y a menor costo (Van Hamme et al, 2003). En este contexto, la fitorre-
mediacion es una alternativa de interés creciente, ya que es una tecnologia que
puede resultar rentable frente a otras (Rayu et al,, 2012).
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La remediacion de suelos contaminados que utilizan plantas con o sin microor-
ganismos asociados es conocida como fitorremediacion, y tiene como objetivo
convertirlos en inocuos o, al menos, disminuir la toxicidad de los contaminantes
a través de la extraccion, secuestro, detoxificacion, contencion y conversion de
ellos (Abatenh et al, 2017). La exploracion del suelo por parte de las raices pone
en contacto a las plantas y a los microorganismos con los contaminantes; asi, se
acelera el proceso de remediacion. Una ventaja de la implementacion de la fito-
rremediacion es que la recomposicion de la cobertura vegetal permite la estabi-
lizacion y la proteccion de los suelos, también disminuye el riesgo de ocurrencia
de erosion hidrica y eolica.

Existen numerosos trabajos que estudian el proceso de fitorremediacion con
multiples especies provenientes de diversas familias y a su vez en presencia o
ausencia de microorganismos (bacterias y hongos) (Ansari et al., 2015; Terry y Ba-
nuelos, 2019). Dentro de los cultivos utilizados en fitorremediacion se destacan las
poaceas, de las que se conoce una gran variedad de especies con potencial y ca-
pacidad fitorremediadora, como las Dactylis glomerata (Rasmussen y Olsen, 2004)
y Festuca arundinacea (Ho y Banks, 2000), las cuales son utilizadas en varios pai-
ses como forrajeras.

Por una parte, Festuca arundinacea (festuca alta) es la graminea forrgjera pe-
renne mas importante de las pasturas cultivadas de la region templada humeda'y
subhumeda de Argentina. Tiene capacidad de desarrollarse en una gran diversi-
dad de ambientes, ademas de tolerar suelos pesados, pH acido a alcalino (desde
4.7 a2 9.5), encharcamientos y sequias. Las pasturas perennes que incluyen festuca
alta son utilizadas para la produccion de carne y leche en toda la region (Cauhe-
pé y Gutheim, 2013). Por otro lado, Dactylis glomerata (pasto ovillo) es una grami-
nea nativa de Europa con gran importancia forrajera. Es una especie perenne de
clima templado y porte erecto que se encuentra difundida en Europa, Asia 'y nor-
te de Africa. En América del Sur, principalmente, se concentra en Chile y Argen-
tina. Esta especie se adapta a suelos livianos de fertilidad media a alta, asi como
a suelos con pH neutro (6.0 a 7.0); no requiere altas temperaturas para su creci-
miento activo, y tolera facilmente el invierno, pero no asi los suelos que se enchar-
can. Tiene un sistema radical poco profundo y es poco resistente a las sequias. Se
trata de una graminea otono-inverno-primaveral, con un crecimiento rapido en
primavera (Cauhepe y Gutheim, 2013).

Los microorganismos también participan en procesos de remediacion (Ansari
et al,, 2015; Terry y Banuelos, 2019), y en una gran cantidad de suelos contamina-
dos se ha encontrado un numero importante de bacterias y hongos capaces de
tolerary degradar hidrocarburos. Esto sucede como consecuencia de respuestas
fisiologicas y enzimaticas que permiten a los microorganismos utilizar estos hidro-
carburos como fuente de carbono (Atlas et al, 1991). Los microorganismos tam-
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bién poseen capacidad para producir biosurfactantes, que son compuestos que
mejoran la biodisponibilidad de los compuestos hidrofobos (Ron, 2000; Silva et al.,
2018). Esta capacidad emulsionante permite la desorcion de contaminantes de la
matriz solida, y facilita su movilizacion, remocion y eliminacion (Potin et al., 2004;
Banat et al., 2010).

La mayoria de los trabajos de remediacion a escala industrial utilizan bacterias;
sin embargo, los hongos presentan ventajas debido a que pueden degradar di-
versos tipos de xenobioticos de gran tamano molecular (Pointing, 2001). Y de este
modo, esta tecnologia que utiliza hongos para la recuperacion de suelos conta-
minados, llamada micorremedicacion, representa una alternativa con un gran po-
tencial (Wu et al, 2007). Entre los grupos de hongos mas estudiados en cuanto
a su capacidad de degradar el petroleo crudo, el benzopireno y otros compues-
tos policiclicos, se encuentran los hongos superiores lignoliticos (Basidiomycetes)
llamados de "podredumbre blanca’ (Pleurotus ostreatus, Irpex lacteus y Phanero-
chaete chrysosporium) y hongos imperfectos (Penicillium, Trichoderma, o Aspergi-
llus) (Byss et al., 2008).

Por otro lado, existe una gran variedad de hongos endoéfitos que habitan en las
raices de las plantas vasculares, y esto les permite establecer un amplio rango
de interacciones simbidticas (Jumpponen y Trappe, 1998; Mandyam y Jumppo-
nen, 2005), ademas de las micorrizas. Entre ellos se encuentran los hongos endo-
fitos de raiz conocidos como endofitos septados oscuros (DSE, por sus siglas en
inglés) (Barrow, 2004; Mandyam y Jumpponen, 2005). Estos hongos DSE se carac-
terizan por crecer en forma biotrofica y saprofitica, presentar hifas septadas y me-
lanizadas capaces de colonizar las raices inter e intracelularmente, y por formar
microesclerocios y clamidosporas (Sieber y Grunig, 2006). Funcional y ecologica-
mente se solapan con otros hongos del suelo, como los saprotrofos, los patoge-
nos facultativos y obligados, y los hongos micorricicos arbusculares (Mandyam'y
Jumpponen, 2005). No obstante, pese a que son encontrados en una gran diver-
sidad de ambientes, representan uno de los microorganismos menos estudiados
en el mundo. Esto se debe en parte a que su identificacion mediante las herra-
mientas de la taxonomia clasica presenta dificultades dado que frecuentemente
no producen in vitro estructuras sexuales ni asexuales para su caracterizacion. Por
ello, desde hace unos anos se ha avanzado en la identificacion taxonomica de es-
tos mediante el uso de técnicas moleculares (White et al., 1990).

Debido a su gran heterogeneidad, los hongos DSE pueden establecer efectos
positivos, neutros o negativos sobre sus hospedantes efectos. Se estima que los
DSE poseen un papel significativo en la adquisicion de nutrientes, especialmen-
te a partir de fuentes organicas complejas o recalcitrantes, no disponibles para la
planta hospedante. Se ha demostrado, ademas, su capacidad para producir en-
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zimas extracelulares, como lipasas, amilasas, proteasas, celulasas y ligninasas, lo
que permite la utilizacion de compuestos organicos (Mandyam et al,, 2012). Algu-
nos hongos DSE han mostrado tolerancia a diferentes factores de estrés bidtico y
abidtico (Zhang et al,, 2017; Berthelot et al,, 2019). Se les ha encontrado en habitats
muy diferentes, incluidos sitios contaminados con petréleo (Bourdel et al., 2016).
Sin embargo, su asociacion con plantas hospedantes y su comportamiento en
ambientes contaminados con hidrocarburos son menos conocidos que con otros
hongos (Mandyam et al., 2012). Dentro del grupo de hongos saprobios del suelo se
incluyen tambien géneros que han sido reportados como Dse. Al-Nasrawi (2012) y
Snellman et al (1988) aislaron hongos del género Alternoria sp. y Humicola sp. de
suelos contaminados con alto contenido de hidrocarburos,

Otras especies como Ophiosphaerella agrostidis, Curvularia lunata 'y Exophiala
sp. se han registrado en diferentes sitios contaminados con petroleo (Flayyih y Al-
Jawhari, 2014; Godoy et al., 2016; Mohammadian et al., 2017). La diversidad de es-
pecies de hongos DSE en ambientes contaminados con petroleo o sus derivados
se incrementa en forma continua, pues se reconocen especies de hongos como
Setosphaeria pedicellata que no se habian registrado previamente en este tipo de
ambientes (Ureta et al.,, 2022). No obstante, los estudios sobre la capacidad de los
hongos DSE para remediar suelos contaminados con diferentes compuestos del
petréleo son limitados.

Dado que en los ultimos tiempos se ha generado mucho interés en las tecni-
cas de recuperacion bioldgica, en el presente capitulo nos proponemos ahondar
en el conocimiento de la tematica de la biorremediacion utilizando hongos y plan-
tas. La idea es aportar conocimientos y herramientas que puedan ser utilizadas
para contrarrestar los efectos negativos generados por la dispersion de los hidro-
carburos en el medio. Existen marcadas diferencias entre la actividad de las dis-
tintas cepas de DSE estudiadas e, incluso, entre cepas de la misma especie, sobre
todo si se toma en cuenta que el comportamiento de los diferentes aislamientos
esta influenciado por el tipo de derivado de hidrocarburo utilizado en las investi-
gaciones. La respuesta de crecimiento, y la actividad tensoactiva y de metaboliza-
cion de compuestos de estos hongos es en general positiva, aunque, en algunos
casos, las respuestas encontradas de bacterias y de otros hongos alcanzan valo-
res superiores. Pese a ello, con base en sus tasas de crecimiento y sus resultados
en capacidad emulsionante y de degradacion se considera que la inoculacion de
cultivos con estos hongos endofitos septados oscuros tiene potencial tecnologico
para su aplicacion en procesos de biorremediacion (Ureta et al., 2022).

Desarrollo de estudios

Para obtener hyphomycetes dematiaceos (hongos imperfectos dematiaceos)
y DSE se suelen tomar muestras de suelo rizosférico y de raices de diferentes
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plantas en sitios con alta exposicion a hidrocarburos. En el presente estudio, el
muestreo se realizd en un area contaminada con hidrocarburos, una refineria de
petroleo ubicada en la ciudad de Campana, provincia de Buenos Aires, Argentina
(-34.155217, -58.954149). Se recolectaron diferentes plantas con suelo rizosférico
realizando los aislamientos fungicos segun las tecnicas de Bisset y Widden (1972)
y de Silvani et al. (2008). Luego, los aislamientos fueron agrupados en morfotipos
de acuerdo con los caracteres propuestos por Lacap et al. (2003). De cada uno de
los morfotipos obtenidos se realizaron ensayos enzimaticos, de los cuales fueron
elegidos para este trabajo aquellos que mostraron un perfil metabodlico dptimo.

A continuacion, se identifican los hongos taxonomicamente. Hace algunas de-
cadas este procedimiento se hacia a traves de una caracterizacion morfologica a
traves de observaciones macro y microscopicas siguiendo las claves taxonomi-
cas de Domsch et al. (1980), Kirk et al (2008) y otras, asi como de claves interacti-
vas. Por otro lado, en los ultimos anos, para identificar los aislados, se amplifican
y secuencian los genes que codifican para ARN ribosomales presentes en uni-
dades transcripcionales 16-18S, 5.8S y 23- 28S; dos espaciadores transcritos in-
ternos ITS1 e ITS2, y dos secuencias espaciadoras externas 5y 3" ETS del ADN
genomico (Korabecna, 2007). La variabilidad que presentan las regiones ITS per-
mite realizar una identificacion taxondmica de geénero y especie (Schoch et al.,
2012). White et al. (1990) desarrollaron los primeros ITS1/1TS2 e ITS3/1TS4 y los
utilizaron como herramienta para estudios filogenéticos de hongos. De esta for-
ma, se lograron disenar oligonucleotidos universales y especificos para cada
especie. El resultado de la secuenciacion se compara con las secuencias de re-
ferencia depositadas en el GenBank. Los analisis bioinformaticos, la anotacion y
la prediccion de genes, las comparaciones entre los genomas analizados y dife-
rentes genomas ya publicados se realizan utilizando programas disponibles en
linea: BLASTClustal, MetaCyc.

Se seleccionaron dos derivados del petroleo para evaluar el crecimiento de las
cepas: queroseno vy aceite lubricante semisintético para motores. El crecimiento
fungico se verifico mediante metodologias clasicas: medio solido, que mide el dia-
metro de la colonia fungica; y medio liquido, que registra la formacion de bioma-
sa fungica. Esto indica la capacidad de uso de los hidrocarburos como fuente de
energia; es decir, es un primer indicio de la capacidad remediadora de los hongos.
Para medir el crecimiento de las cepas en medio solido se sembrod el indculo en
placas que contenian medio mineral sélido, queroseno o aceite lubricante al 1 %,
mas su control (1 % de glucosa), y se incubaron en oscuridad a 25°C. La tasa de
crecimiento se analizo mediante la ecuacion de Mead et al. (1993), y la inhibicion o
induccion del crecimiento se calculd utilizando la ecuacion de Pandey et al. (1982).
El crecimiento de los hongos en medio liquido fue semejante al obtenido en me-
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dio solido, pero usando un frasco Erlemeyer para contener el medio mas quero-
seno o aceite lubricante al 1 %. Posteriormente, la biomasa de micelio se recupero,
peso y evalud mediante la ecuacion de Eman et al. (2013).

La capacidad tensoactiva se evalud utilizando el sobrenadante de los hongos
que crecieron en queroseno, aceite lubricante o el control, procedente del ensa-
yo de crecimiento fungico en medio liquido. Luego de 24 h, cuando se visualizo la
capa emulsionante, se calculo elindice de actividad emulsionante (IAE) de acuer-
do con Coopery Goldenberg (1987). El sobrenadante que resulté de los hongos en
crecimiento en aceite lubricante se utilizo para cuantificar el aceite remanente en
la muestra mediante cromatografia de gases, y de ese modo inferir la capacidad
de degradacion de los hongos a este derivado de petroleo (EPA, 2003).

Por otro lado, las plantas superiores constituyen otro camino biolégico para
proceder a la remediacion de sitios contaminados con petroleo, especialmente
asociadas con microorganismos. Para investigar esta via, la primera etapa es llevar
a cabo ensayos en invernaculo. Sin embargo, de acuerdo con Beans (2017), sera
necesario pasar a la etapa de campo para verificar el beneficio concreto de estas
técnicas. Siguiendo estas metodologias se aportan herramientas y conocimientos
potenciales, que, corroborados en condiciones de campo, pueden ser utilizados
en la mitigacion de los efectos negativos generados por los derrames de hidro-
carburos en el ambiente. A continuacion, se describen fundamentalmente resul-
tados propios utilizando dichas metodologias.

Crecimiento de cepas de hongos pse en derivados del petréleo

Para evaluar el crecimiento de hongos (que en este estudio incluyeron Setosphae-
ria pedicellatay Ophiosphaerella sp.), se suelen seleccionar distintos derivados del
petroleo, dentro de los cuales se destacan el queroseno y el aceite lubricante pa-
ra motores de automoviles. El crecimiento fungico se corrobora en medio solido,
a través del diametro de crecimiento de la colonia, y en medio liquido, por la acu-
mulacion de biomasa fungica.

Tanto Setosphaeria como Ophiosphaerella crecieron en medio sélido con que-
roseno y aceite lubricante, pero Setosphaeria pedicellata presentd una tasa de
crecimiento muy superior a la tasa de Ophiosphaerella sp. en queroseno. Por el
contrario, en aceite lubricante si bien Setosphaeria pedicellata crecio mas que
Ophiosphaerella sp., las tasas no fueron tan disimiles. Los rangos de crecimien-
to de los hongos aqui evaluados (tabla 1) fueron superiores a los encontrados por
Dos Santos et al. (2008), quienes evaluaron la respuesta de 4 cepas de Aspergi-
llus sp. en medio solido con el agregado de diesel, y cuyos registros fueron valo-
res de 0.8 a 21 mm/dia, y de 1a 21 mm/dia a 0.5y 0.25 %, respectivamente, del
hidrocarburo.

232



Potencial de poaceas y hongos DsE para la fitorremediacion de suelos m

Tabla 1. Valores maximos y minimos de la tasa de crecimiento promedio

Tasa crgumlentg Queroseno Aceite lubricante
promedio (cm/dia)
Valor maximo Setosphaeria pedicellata 057 + 0.010 | Setosphaeria pedicellata 057 + 0
Valor minimo Ophiosphaerella sp. Ophiosphaerella sp.
0.10 + 0.038 0.49 * 0.038

Nota: los datos sefnalan los hongos que presentaron los valores maximos (Setosphaeria pedicellata) y minimos de la
tasa crecimiento promedio (cm/dia) (Ophiosphaerella sp.) en medio solido (Mead et al,, 1993) con queroseno y acei-
te lubricante.

La tasa de crecimiento promedio de cada colonia permite inferir su capacidad
de degradacion, ya que ambos procesos muestran una relacion directa (Leahy y
Colwell, 1090). Lo mas destacable es que estos hongos pueden utilizar querose-
no como fuente de carbono; ademas, son capaces de degradar significativamente
el aceite lubricante. Estas y otras cepas pueden utilizar indistintamente derivados
del aceite o de la glucosa como fuente de carbono (tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de inhibicion o crecimiento en medio solido

Porcentajg O!e |nh|kz|<:|on Queroseno Aceite lubricante
o crecimiento (%)
Inhibicion S. pedicellata S. pedicellata
00 0:0
. C2-2-18° Ophiosphaerella sp.
Crecimiento 5781t 2215 124.03 + 23.61

Nota: se muestran los resultados presentados por los hongos Setosphaeria pedicellata 'y Ophiosphaerella sp., en que-
roseno o aceite lubricante, en medio liquido (Eman et al., 2013)

Los valores de biomasa de los hongos que crecen en queroseno y en aceite lu-
bricante (tabla 3) fueron similares a la biomasa de otros hongos cuando crecieron
en condiciones de cultivo semejantes (Hashem, 2007, Flayyih y Al-Jawhari, 2014).

Tabla 3. Porcentaje de inhibicion o crecimiento en medio liquido

Porcentajg d.e |nh|t3|C|on Queroseno Aceite lubricante
o crecimiento (%)
Inhibicion S. pedicellata S. pedicellata
80.03 £ 544 362+ 286
Crecimiento Ophiosphaerella sp. Ophiosphaerella sp.
8479+ 8.94 -282.21 £ 53.46

Nota: se muestran los resultados presentados por los hongos Setosphaeria pedicellata 'y Ophiosphaerella sp., en que-
roseno o aceite lubricante, en medio liquido (Eman et al,, 2013).
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Algunos resultados de capacidad surfactante

Para evaluar la capacidad surfactante de las cepas se utilizo la técnica del indice
de actividad emulsionante y, en algunos otros casos, se utilizé como medida el
numero y diametro de burbujas (llamadas gotas-drops).

La cantidad, la calidad y el tipo de biosurfactantes producidos por los hongos
se encuentran relacionados con la fase de crecimiento, las fuentes de carbonoy
nitrogeno, y con factores ambientales como los rangos de pH, temperatura y sa-
linidad (Sarubbo et al., 2001; Bhardwaj et al, 2013). No se registro la formacion de
una capa emulsionante en la prueba con queroseno, excepto una minima presen-
cia en el ensayo con Ophiosphaerella sp. Esto se considera positivo, porque su for-
macion se atribuye al mismo proceso que la formacion de una emulsion.

En distintas especies de hongos se observd en todos los tratamientos con
aceite lubricante la formacion de una capa emulsionante blanca opaca (Camargo
et al, 2003), y que nuestros resultados de IAE fueron similares o inferiores a los en-
contrados con otros hongos, por Kiran et al (2009). La capacidad emulsionante de
diferentes cepas de una misma especie puede ser diversa (Mollea y Bosco, 2020),
en nuestro caso, las dos cepas de Alternaria alternata mostraron una produccion
diferente de la capa emulsionante en aceite lubricante (tabla 4).

Tabla 4. Valores maximo y minimo del indice
de actividad emulsionante (IAE) en aceite lubricante

IAE (%) Aceite lubricante
Valor maximo A. alternata (cepa 14-2) 24.39
Valor minimo A. alternata (cepa 6-4) 217

Nota: se presentan los valores de diferentes cepas de Alternaria alternata (Cooper y Goldenberg, 1987).

Capacidad de degradacion del aceite

Entre las cepas estudiadas, A alternata (6-4) fue la cepa que degrado la mayor
cantidad de aceite lubricante. Esto podria indicar que utilizo una estrategia meta-
bolica diferente a otros hongos para dicha degradacion, e hizo un mejor uso de
este aceite como fuente de carbono. Estos resultados explicarian la menor con-
centracion de aceite remanente encontrado con A. alternata (6-4), aunque su ac-
tividad tensoactiva haya sido baja (tabla 5). En el tratamiento con Ophiosphaerella
sp. quedo un 23.5 % de aceite remanente sin degradar, en cambio con A. alternata
(6-4) el aceite remanente fue menos del 0.1 %. El proceso de degradacion del acei-
te no estaria relacionado con la produccion de compuestos tensoactivos, sino con
otros mecanismos, como la induccion de actividad enzimatica. Esto explicaria los
resultados de degradacion del aceite lubricante y su relacion con la produccion
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de biomasa (Aranda et al., 2017). Esta presuncion fue consistente con la regresion
lineal existente entre el IAE y el aceite lubricante remanente en todas las cepas, lo
que muestra que la degradacion no esta relacionada (R? = 0.07) con la produccion
de compuestos tensoactivos. Por el contrario, el peso seco de la biomasa fungica
y el aceite remanente se relacionaron inversamente (y = -63434x + 87917, R? = 0.98).

Tabla 5. Valores maximo y minimo de la capacidad de degradacion fungica

Hidrocarburo remanente (ug/mb Aceite lubricante
Valor maximo A alternata (6-4) 0.3 £ 0.007
Valor minimo Ophiosphaerella sp. 2350 + 622.2

Nota: se muestran los hongos que presentaron los valores maximo y minimo, cuantificados como aceite lubricante
remanente (ug/mb (EPA, 2003)

Estudio con plantas superiores

Ureta (2017) llevo a cabo un ensayo en invernaculo de corto plazo en condicio-
nes semicontroladas, utilizando dos especies forrajeras, Dactylis glomerata y Fes-
tuca arundinacea. Se trabajo en macetas utilizando sustrato (suelo: vermiculita; 1:2)
tindalizado. El sustrato se mantuvo en valores cercanos a la capacidad de campo
y se aplico queroseno en suspension acuosa al 1y 3 %. Se midieron parametros
morfologicos de las plantas como altura, biomasa aérea y biomasa radical. Todas
las variables medidas en los distintos tratamientos del experimento se analizaron
mediante ANOVA

Diferentes trabajos de investigacion muestran que D. glomerata y F. arundi-
nacea tienen tolerancia frente a la presencia de hidrocarburos. Se han estudia-
do sus efectos directos sobre la degradacion de este tipo de compuestos (Ho y
Banks, 2006), y autores como Kulakow et al (2000) concluyeron que, frente al es-
trés generado por hidrocarburos, F. arundinacea fue la mas tolerante dentro de 26
especies evaluadas; D. glomerata, en cambio, tuvo un menor crecimiento. Otros
autores (Cruz-Hernandez et al,, 2013) encontraron que la biomasa radical y aérea
de festuca alta disminuyo frente a una mezcla de hidrocarburos. Asimismo, con
otras poaceas encontraron menor area foliar y menor volumen radical, ademas
de biomasa de raiz y de parte aérea. En nuestro caso, la presencia de querose-
no afecto de forma negativa la biomasa radical y aérea en ambas especies, par-
ticularmente D. glomerata, mientras que la altura de la planta en algunos casos
aumento (figura 1). La inoculacion con distintas cepas fungicas no afecto estos pa-
rametros de las plantas.

Estos efectos negativos observados en las plantas pueden deberse a que la
presencia de queroseno genera una gran hidrofobicidad en el suelo, lo cual dismi-
nuye la eficiencia en el uso del agua, y conlleva a una disminucion en la absorcion
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de nutrientes (Chaineau et al,, 1997). Otro factor importante es que la degradacion
del queroseno exige una alta demanda biologica de oxigeno, que a su vez gene-
ra condiciones anaerobias que pueden afectar el desarrollo de las raices y los mi-
croorganismos, situacion que ha sido observada aun a bajas concentraciones de
compuestos derivados del petroleo (Rentz et al., 2003).

Figura 1. Altura de planta, peso seco de biomasa radical y aérea de Festuca arundinacea 'y Dactyli s
glomerata, sometidas al efecto de queroseno (cq) y sin queroseno (sQ)

Festuca arundinacea Dactylis glomerata mm cq
M SQ
no no
si si
0 5 10 15 20 o 5 10 15 =20
Altura (cm)
C
© no no
(6]
8
>
8 si si
£
0.0 05 10 15 00 05 10 15

Biomasa Raiz (g)

no no

si si

O.IO OI‘5 1‘IO 115 210 275 OjO Oj5 1.IO 175 ZTO 2:5
Biomasa Aérea (g)

Conclusiones

Se ha documentado la presencia de una diversidad importante de hongos DSE en
ambientes contaminados con derivados del petroleo. Diferentes especies de es-
tos hongos e incluso cepas de la misma especie extraidas de suelo contamina-
dos presentaron variabilidad en su crecimiento, aunque el comportamiento de los
diferentes aislamientos estuvo influenciado por el tipo de derivado de hidrocar-
buro (queroseno o aceite lubricante). La respuesta de crecimiento, y la actividad
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tensoactiva y de metabolizacion de estos hongos frente a los derivados del pe-
troleo fueron positivas, aunque, en algunos casos, inferiores a las registradas pa-
ra bacterias y otros hongos. No hubo relacion entre la capacidad emulsionante y
la degradacion del aceite entre los hongos DsE estudiados. A diferencia de otras
investigaciones, en nuestro caso, las dos especies forrgjeras analizadas no pre-
sentaron tolerancia frente a la presencia del queroseno y, contrariamente a lo in-
dicado en otros reportes, la presencia de hongos DSE no afecto los parametros
morfologicos medidos. Hay que indicar, sin embargo, que también se han regis-
trado resultados negativos, por parte de otros autores.

Pese a los resultados negativos obtenidos con plantas, inoculadas o no, se
considera que los hongos DSE tienen potencial tecnologico para su aplicacion
en procesos de biorremediacion. Los resultados positivos de crecimiento en de-
rivados de petroleo, y su capacidad emulsionante y de degradacion justifican
ulteriores investigaciones para avanzar en biosoluciones a estos problemas de
contaminacion.
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Resumen

La recuperacion de suelos contaminados con hidrocarburos por biorreme-
diacion en biopilas puede incluir la adicion de nutrientes con el fin de es-
timular a los microorganismos nativos para que degraden contaminantes.
Por otra parte, algunos residuos agroindustriales pueden servir de nutrien-
tes y a la vez como texturizantes del suelo. El objetivo de este trabajo fue
estudiar el proceso de biorremediacion en biopilas utilizando enmiendas
con cachaza y bagazo de cana, y la adicion de nutrientes en un suelo de
textura franco-arenosa contaminado por derrame de petroleo maya, pro-
veniente del sur de Veracruz. Se prepararon nueve biopilas con una hume-
dad inicial del 45 %y, a capacidad de campo, se les adicionaron nutrimentos
(NH,),SO, y (NH,),HPO, en relacion CN:P 1001101, y enmiendas de cacha-
za 'y bagazo de cana de azucar al 2 %. A tres se les aplico volteo manual, a
otras tres se les instalaron tubos perforados y el resto fueron utilizadas co-
mo control. Se monitorearon pH, materia organica, fosforo, nitrogeno, hidro-
carburos totales del petroleo (HTP) fraccion pesada, y se hizo la cuenta total
de bacterias heterotroficas y de hongos. Adicionalmente, se realizo la prue-
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ba de evasion con lombriz (Eisenia andrei), actividad deshidrogenasa y lipa-
sa, y germinacion de frijol (Phaseolus vulgaris) y trigo (Triticum aestivum). A
los 240 dias se removio el 66 % de HTP fraccion pesada con volteo manualy
de aireacion con tubos de 59 %; la actividad deshidrogenasa fue del 75 %, la
germinacion en frijol fue de 93.3 % con volteo manual, y para el aireado con
tubos, 90 %. En la evasion de la lombriz se presentd un 33.3 % para la biopila
aireada con tubos y un 30 % para la aireada manualmente. Se concluye que
los tratamientos en biopilas pudieron remover los hidrocarburos y reducir la
toxicidad del suelo en estudio.

Palabras clave

Residuos agroindustriales, nutrimentos, hidrocarburos, bioindicadores.

Introduccién

En Mexico, como resultado de las actividades relacionadas con la industria del
petroleo, se reportd que tan solo en 2020 se presentaron 692 derrames y fu-
gas, y 1544.8 toneladas/ano de hidrocarburos que impactaron el suelo y el agua
(Pemex, 2020). Las fugas de hidrocarburos producen alteraciones en las propieda-
des fisicas y esto provoca cambios en las reacciones de oxido-reduccion. Su nivel
de toxicidad dependera de la estructura quimica del hidrocarburo, la temperatu-
ra, la humedad, la textura y la magnitud del derrame (Martinez y Lopez, 2002); re-
lacionado con esto, se sabe que los suelos mas afectados son aquellos con alto
contenido en materia organicay textura arcillosa, y los menos afectados, aquellos
con texturas arenosas y alta fertilidad. Los suelos de las planicies costeras son los
de mayor interés por elimpacto que se pueda presentar en sus acuiferos, debido
a su alta permeabilidad (Benavides et al., 2006).

Los hidrocarburos en suelo también provocan alteraciones en las propieda-
des bioldgicas del suelo, como la destruccion de la estructura terciaria de las
proteinas, la desnaturalizacion de las enzimas y la deshidratacion de las célu-
las (Alrumman et al,, 2015), que afecta a las plantas (inhibicion de la germina-
cion y crecimiento, necrosis foliar, etc.), asi como a la micro y mesofauna de
forma directa (Abha y Swaranijit, 2012; Garcia-Segura et al,, 2018). De esta mane-
ra, se pone en riesgo la estabilidad de los ecosistemas vy la salud de las pobla-
ciones, a causa de su infiltracion a mantos freaticos, o por su llegada a fuentes
superficiales de agua vy por la acumulacion de metabolitos toxicos en sus tejidos
(Benavides et al,, 2000). Por tanto, se requieren tecnologias adecuadas para la
remediacion de los suelos.
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Los procesos utilizados para la remediacion pueden ser tratamientos fisicos,
quimicos, y biologicos; dentro de estos ultimos, la biorremediacion aprovecha el
uso de microorganismos (bacterias, hongos y algas, principalmente) plantas y ma-
crofauna (como las lombrices) para la degradacion o para la transformacion de
compuestos toxicos en compuestos que sean menos toxicos o inocuos (Thapa et
al, 2012; Zeneli et al,, 2019). La biorremediacion ha sido utilizada por tener varias
ventajas en relacion con los tratamientos fisicos y quimicos tradicionales, como
un menor costo y mayor facilidad de operacion; al mismo tiempo es de menor
riesgo para la salud, y es mas eficiente (Semple et al, 2001). Los HTP son mezclas
complejas de compuestos alifaticos, aromaticos, de resinas y asfaltenos. La fraccion
pesada se caracteriza por contener cadenas de carbono de peso molecular ele-
vado, asi que su biodegradabilidad depende del tamano de la cadena, estructura,
capacidad de enlazarse al suelo y de su aromaticidad (Ossai et al., 2020).

El composteo en biopilas es uno de los tratamientos biologicos cuyos princi-
pios se han utilizado en la recuperacion de suelos contaminados. Esta tecnologia
consiste en promover la biodegradacion del contaminante mediante la formacion
de monticulos (pilas) de suelo mezclados con texturizantes o enmiendas adicio-
nadas con nutrientes, humedad o aireacion para la estimulacion de la actividad
microbiana (Semple et al, 2001, Nnaji et al,, 2020). Un aspecto importante en el
proceso de biopilas reside en conocer la composicion de la mezcla que consi-
ga la eliminacion del contaminante. La adicion del texturizante o de la enmienda
debe ser suficiente en cantidad, forma vy tipo para permitir la aireacion de la bio-
pila (Cookson, 1995). De las enmiendas, Chaineau et al. (2003) utilizaron paja, pas-
toy fertilizantes para biorremediar suelo contaminado con petroleo crudo. En otro
estudio, se adiciond composta proveniente de residuos municipales y de jardine-
ria en relacion 100:15 de suelo: residuo, en un suelo contaminado con diésel con
37.681 mg/kg de hidrocarburos totales del petroleo (HTP), que disminuyd después
de 184 dias a 3.108 mg/kg de HTP con una remocion del 85 % (Gandolfi et al., 2010).
La adicion de bagazo, cachaza de cana de azucar y composta de residuos urba-
nos ha logrado la remocion de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) de cua-
tro anillos y pireno (Garcia-Torres et al., 2011).

La eficiencia de una biopila en el campo depende de las caracteristicas del
suelo, del tipo y de la concentracion del contaminante, etcetera. Pero también
existe la posibilidad de que interfieran eventos climatologicos extremos. Den-
tro de los parametros que se deben tomar en cuenta en este proceso biologi-
CO se encuentran temperatura, humedad, oxigeno, tamano de particula, pH (6 a
8), humedad (40-85 % a capacidad de campo), nutrientes como carbono (C), ni-
trogeno (N), fosforo (P) en relacion 100:10:1 (Singh y Ward, 2004; Guzman-Lopez
et al, 2021). El resultado del tratamiento tambien esta influenciado por el enveje-
cimiento del contaminante, que afecta directamente en su biodisponibilidad; es
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posible que ciertas fracciones se desorban rapida o mas lentamente, y finalmen-
te otras que no puedan ser extraidas debido a su union con la materia organica o
inorganica del suelo, asi como de la velocidad con la que son degradados por los
microorganismos del suelo (Semple et al., 2001). Es necesario precisar que duran-
te el proceso de composteo se presentan cuatro fases microbiolégicas en rela-
cion con el cambio de temperatura (mesofila, termofila, fria y de maduracion), y es
posible que, durante el cambio de poblaciones microbianas, se reduzcan aquellas
con la capacidad metabolica para remover contaminantes. Se han reportado re-
mociones de 84, 63y 55.7 % para HTP en biopilas con concentraciones iniciales de
30.000 mg/kg, 58.000 mg/kg y 36.900 mg/kg, respectivamente (Iturbe-Argue-
lles, 2002; Roldan-Martin et al., 2007, Ma et al,, 2016).

El escalamiento de resultados obtenidos mediante investigaciones en el labo-
ratorio y la aplicacion en campo es un reto, ya que es dificil controlar las variables
ambientales. Sin embargo, trabajos realizados en campo demuestran la efectivi-
dad de las biopilas; por ejemplo, en 2009 se completo un ciclo de remediacion
de la Exrefineria 18 de Marzo ubicada en Ciudad de México, en el que participaron
diferentes instituciones académicas aplicando diversos métodos como biopilas,
bioventeo e inyeccion de aire para benceno principalmente (Semarnat, 2013). Por
lo antes mencionado, el objetivo de este trabajo fue estudiar en biopilas el pro-
ceso de biorremediacion utilizando enmiendas con cachaza y bagazo de cana, y
la adicion de nutrientes en un suelo contaminado con hidrocarburos, provenien-
te del sur de Veracruz.

Materiales y métodos

Suelo contaminado

Se obtuvo suelo contaminado de una refineria localizada en el sur de Veracruz, en
donde se procesa crudo maya, y se transporto para su tratamiento a las instalacio-
nes de la compania CEISA, ubicada en el municipio de Cosoleacaque, Veracruz.
La fuente de contaminacion por derrame accidental fue petroleo maya mezclado
con residuos aceitosos. El sitio se encuentra ubicado en la latitud norte 18° 02" 15,
y longitud oeste 94° 36" 28" a 50 m sobre el nivel del mar.

Residuos agroindustriales

Los residuos fueron proporcionados por el Ingenio Cuatotolapan, ubicado en Juan
Diaz Covarrubias, municipio de Hueyapan de Ocampo, Veracruz. El bagazo y la
cachaza de cana de azucar se seleccionaron con base en las pruebas de tratabili-
dad de aplicacion de residuos agroindustriales previos a esta etapa (Garcia-Torres
et al,, 2011; Antonio-Ordaz et al,, 2011).
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Construccion de las biopilas en campo

De acuerdo con los lineamientos de Fahnestock (1998), para la celda se coloco
una subcapa con arcilla seguida de una membrana semipermeable (geomembra-
na HPDE de polietileno de alta densidad), con espesor de 80 milesimas de pul-
gada equivalente a 2 mm, seguido de una capa de suelo limpio. El &ngulo de
inclinacion que se le dio fue del 1 %; las biopilas fueron de 1.50 m de ancho por
170 m de largo con altura de 0.45 a 0.55 m, aproximadamente, con la base mas
ancha que la parte superior. Se construyeron nueve biopilas, de las cuales, a tres
se les aplico volteo manual (BM), a otras tres se les instalaron cinco tubos perfo-
rados de 2.2 m de longitud y tres pulgadas de diametro para permitir el paso del
aire (BT), y a las otras tres no se les aplicod ningun tipo de aireacion (BC) por ser bio-
pilas de control (figura 1).

Figura 1. Biopilas y dimensiones de los tubos
para aireacion pasiva

A seis biopilas se le adicionaron cachaza y bagazo en relacion 100:2:2 equiva-
lente a 209 kg de cachaza y de bagazo de cana de azucar. Como nutrimentos se
adicionaron (NH,),SO,, como fuente de nitrégeno, y (NH ) HPO, como fuente de
fosforo en relacion 100:10:1. Se realizo la mezcla mediante una retroexcavadora y
se adicionaron 869 L de agua por m3 de suelo. A las biopilas control solo se les
adicion6 agua en la misma proporcion.

Monitoreo y mantenimiento de la biopila

Se determind la humedad cada 15 dias durante 2 meses vy, posteriormente, cada
mes, con humedad a capacidad de campo del 45 %. Para mantener la estructura
de la biopila y la relacion C:N:P (100:10:1), se adicionaron cachazay bagazo de ca-
Na de azucar, a los 30 y Q0 dias; los fertilizantes, a los 15, 30, 90 dias, y luego cada
dos meses, hasta los 240 dias.
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Muestreo del suelo en las biopilas

Se utilizd una muestra compuesta de seis puntos para cada biopila, de forma dia-
gonalde 0.30 my 0.55 m. Se utilizaron frascos de vidrio ambar con tapa de teflon
para los analisis de HTP, para los analisis biologicos se usaron tubos de polipro-
pileno estériles, y para los analisis fisicoquimicos, bolsas de polietileno. Todas las
muestras se transportaron en un contenedor a 4 °C para su conservacion y ana-
lisis posterior.

Andlisis fisicoquimicos

La humedad se determind por gravimetria (Gardner, 1986), la materia organica
(MO) por el método de Walkley y Black (NOM-021-SEMARNAT-2000; Munoz-Inies-
tra et al, 2000), el pH y la conductividad eléectrica por metodos electrometricos
(Jones, 2001), el fosforo disponible (P) por el metodo de Bray y Kurt (Munoz-Inies-
tra et al, 2000), el nitrégeno total (N) por el metodo Kjeldahl (Munoz-Iniestra et al.
2000), asi como la capacidad de campo (Gardner, 1986) y la textura con el méto-
do Bouyoucos (1962).

Determinacién de hidrocarburos totales del petréleo (HTp)

El contenido de HTP se determino de forma gravimetrica mediante el méetodo EPA
3570 (EPA, 2002) y la norma NMX-AA-134-SCFI-2006, las cuales se refieren al ana-
lisis de la fraccion pesada del hidrocarburo. La toma de muestras de las biopilas
de HTP fraccion pesada se realizo a los 15, 90, 120 y 240 dias.

Conteo de microorganismos

La cuantificacion de bacterias y hongos fue expresada como UFC/g de suelo se-
co. Se utilizo la técnica de dilucidon en placa con agar nutritivo para conteo de
bacterias mediante la incubacion 37 °C por dos dias, y agar dextrosa papa con clo-
ranfenicol para el conteo de hongos a 28 °C por cinco dias (Alef y Nannipieri, 1995).

Identificacién de los microorganismos y su capacidad hidrocarburoclasta

Se realizd el aislamiento de bacterias y hongos de las biopilas para realizar su
identificacion. Para las bacterias se utilizo la tincion de Gram y el kit bioquimico
del Sistema de Identificacion BD BBL Crystal. La identificacion de los hongos ob-
tenidos se realizd en forma presuntiva, utilizando la técnica de microcultivo en
agar dextrosa sabouraud y agar extracto de malta, con observaciones al micros-
copio (Castaneda, 2004). Para determinar la capacidad hidrocarburoclasta de los
microorganismos, se prepararon cajas de Petri de medio salino sélido y se agre-
go petroleo con un aspersor sobre su superficie; posteriormente los hongos se
inocularon por picadura en el centro y se observo su crecimiento (Jorgensen
et al, 2000).
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Evaluacion ecotoxicolégica del suelo con bioindicadores

La evaluacion con lombrices y enzimas se realizd a los 60, 120 y 240 dias de trata-
miento, mientras que la prueba de germinacion al inicio y despues a los 240 dias.

Evasion con lombrices

En el bioensayo de evasion, se utilizaron 30 lombrices cliteladas de Eisenia andrei
previamente colocadas en cajas de Petri con papel filtro durante cinco horas, para
que vaciaran sus intestinos; posteriormente se lavaron, secaron y pesaron. Se de-
positaron 10 lombrices en el centro de un contenedor con seis camaras, en el que
se coloco alternadamente suelo sin contaminacion, suelo contaminado, suelo sin
contaminar, suelo tratado, suelo sin contaminacion y suelo tratado. Se determi-
no en 48 h el numero de lombrices por compartimento y el porcentaje de evasion
(ISO, 2008; Palafox, 2012).

Enzimas

La lipasa se realizd mediante el método de Margesin et al. (2002) donde el p-ni-
trofenilbutirato (p-NPB) actua como sustrato, y se cuantifica el p-nitrofenol (p-NP)
producido por la hidrolisis del sustrato a pH de 7.25 midiendo la absorbancia en un
espectrofotometro a 400 nm (Cuevas-Diaz et al,, 2012).

La cuantificacion de deshidrogenasa se efectuo con la metodologia de Casida
(1977), al emplear como aceptor de electrones el cloruro de 2, 3, 5-trifeniltetrazo-
lium (TTC). Las muestras de suelo se incubaron por 24 h a 37 °C, en las que el TTC
se reduce para generar el compuesto rojo trifeniltetrazoliumformazan (TPF). Inme-
diatamente despueés a la extraccion de TPF con metanol o acetona, se realiza la
lectura a 485 nm para su cuantificacion.

Germinacion de semillas

Se utilizaron las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris) y trigo (Triticum aestivum). Lue-
go se desinfectaron con NaClO al 5 % durante 15 minutos, lavando con agua desti-
lada. En cada contenedor se depositaron 5 g de suelo y una semilla en recipientes
plasticos. Se utilizaron 10 semillas, una por contenedor, con tres réplicas por es-
pecie de semilla. Como control hegativo se utilizé suelo no contaminado. Se co-
locaron en la oscuridad a 22 + 2°C hasta observar el 65 % de la germinacion en el
control negativo; posteriormente se mantuvo con 16 h de luz 'y 8h de oscuridad. Se
determind el porcentaje de germinacion y elongacion del tallo y raiz (OECD, 2000).

Resultados y discusion

Los resultados de la caracterizacion del suelo y de los residuos se presentan en la
tabla 1: el suelo fue franco arenoso, con pH neutro. En cuanto a la Mo fue de ele-
vada, tanto el contenido de Ny P fue muy bajo, y la conductividad de 0.807 dS/m
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no represento riesgo de salinidad, lo anterior de acuerdo con la NOM-021-SEMAR-
NAT-2000. La densidad aparente (1.6 g/cm3), la conductividad y los otros parame-
tros mencionados pueden afectarse por la presencia de hidrocarburos en el suelo.
Aun cuando se encuentra dentro del limite reportado para suelos arenosos, la tex-
tura del suelo se altera al aumentar la porcion de arena en presencia de concen-
traciones altas de hidrocarburo (Martinez y Lopez, 2001). La interaccion entre los
hidrocarburos y los minerales superficiales (arcilla, limo y arena) son relevantes so-
lo cuando el contenido de Mo es <0-1 %. En nuestro estudio, el contenido de ma-
teria organica supero ese limite, por lo que se infiere un efecto por el contenido de
arcillas. Por otro lado, se ha observado que la Mo es la de mayor influencia en la
degradacion de hidrocarburos, en especial su fraccion humica, ya que dichos com-
puestos se adhieren fuertemente a ella, y se reduce su disponibilidad para los mi-
croorganismos degradadores (Vazquez-Murrieta et al., 2016). El contenido de HTP
(74.660 mg/kg de suelo) fue superior a los niveles establecidos para uso de sue-
lo industrial y comercial de acuerdo con la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012; esto
presenta un riesgo para la poblacion, ya que la textura del suelo contiene un alto
porcentaje de arena (85.25 %), lo que o hace un suelo permeable.

Las elevadas concentraciones de HTP (74.660 mg/kg) pueden afectar el pro-
ceso de biorremediacion, sin embargo, Roldan-Martin et al. (2007) reportaron la
remocion del 63 % de HTP (58 000 mg/kg) con granos de café. Asimismo, la con-
centracion de microorganismos en el suelo en este trabajo fue adecuada 1.2 x
108 UFC/g para bacterias y para hongos 2 x 104 UFC/g para aplicar este método
(Knaebel et al, 1994); por lo cual se aprovechod para bioestimular con nutrientes
como nitrogeno y fosforo, también como base de crecimiento e interaccion con
otros organismos aportados por la cachaza y el bagazo de cana de azucar.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo y residuos

Parametro Suelo Bagazo de cana Cachaza de cana
pH 6.01 58 82
Materia organica (%) 1553 974 0343
Nitrogeno total (%) 0.169 0.23 0.79
Fosforo disponible (mg/kg) >1.0 522 44.9
85.25 % arena,
Composicion textural 14.38 % arcillay
0.36 % limo
Clasificacion textural Franco arenoso
Conductividad (dS/m) 0.807
Densidad aparente (g/cm?) 1.6
HTP (mg/kg) 74,660
UFC/g bacterias 12 x 108
UFC/g hongos 2.0 x 104
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Parametros quimicos de las biopilas

Los valores de pH, materia organica, nitrogeno y fosforo se presentan en la tabla 2
determinados al inicio y final de los tratamientos.

Los valores de pH entre 6y 8 permitieron el desarrollo de microorganismos
(hongos vy bacterias) en el proceso de biorremediacion (Fahnestock et al, 1998).
Se observo un mayor contenido de nitrogeno al final del tratamiento debido a
que este fue adicionando como fertilizante. A los 9o dias, la relacion C.N fue de
100:2.55; esto favorecio su consumo, ya que los nutrientes se encontraban en for-
ma soluble. La adicion de nitrédgeno estimuld a los microorganismos en sus pro-
cesos metabodlicos y coadyuvo en la degradacion de los HTP en el suelo (Juteau et
al,, 2003). La materia organica disminuyo un 32.2 % para BM y 28.3 % para BT, lo que
indica que fue consumida durante el proceso de remocion de los hidrocarburos,
a diferencia del control donde no se observo disminucion de esta. Se ha reporta-
do que la adicion de fuentes de carbono como nutrientes en suelos contamina-
dos aumenta el porcentaje de degradacion, ya que estimulan el crecimiento de
los microorganismos degradadores (Haristash y Kaushik, 2009).

Tabla 2. Parametros quimicos de las biopilas

BM BT BC

Parametros
Inicial Final Inicial Final Inicial Final

pH 6.01+0.12 6.4+009 | 689+011 6.35  0.10 6.9 £+ 0.10 6.5+ 012

Materia organica

% 14.03+ 0.06 | 951+ 016 | 14.08 + 0.05 | 10.09 + 050 | 14.07 + 0.03 | 14.0 + 0.19

Nitrogeno (%) 016+ 000 | 022001 | 016+0.01 | 019000 | 016+0.00 | 012+ 0.00

Fosforo (mg/kg) 34 + 050 7+ 0.40 31t 0.60 8+ 0.40 <1 <1

Nota: BM - aireacion con volteo, BT - aireacion con tubos y Bc- control.

Determinacion de HTP

En la figura 2 se observa un descenso en la concentracion de HTP a los 15 dias
con un crecimiento de bacterias del orden de 108 UFC/g en todos los tratamien-
tos, por lo que puede inferirse que los microorganismos mesofilos fueron capa-
ces de remover los contaminantes que se encontraban de forma biodisponible. Y
que después de ese tiempo entraron en la fase termdfila (del dia 30 al 90, aproxi-
madamente), en la cual aumento la disponibilidad de los hidrocarburos por efec-
to de temperatura, ademas de los metabolitos de la primera degradacion y de la
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degradacion de la materia organica; sin embargo, los microorganismaos, aunque
en menor cantidad (orden de 104), fueron capaces de degradar dichos hidrocarbu-
ros. Finalmente, se observa un descenso en la concentracion de HTP con ligeras
fluctuaciones de desorcion y degradacion, tanto de hidrocarburos como de ma-
teria organica, que puede deberse a cambios en la temperatura, o en la cantidad
y la estructura de la comunidad microbiana (Semple et al, 2001, Huesemann et
al,, 2004); con ello, se logran remover los HTP fraccion pesada 59 % en BM y 66 %
en BT al termino del tiempo experimental (240 dias).

Figura 2. Hidrocarburos totales del petréleo en las biopilas

90000
80000
70000
60000
50000
40000

HTP (mg/kg s.s)

30000

20000
10000

o
0O 15 30 60 Q0 105 150 240

Tiempo (dias)

(BT) Aireacion con tubos — — (BM) Aireacion con volteo

— (BC) Control suelo contaminado

Elanalisis estadistico ANDEVA resulto significativo (F = 3.74, P = 0.0083); la prue-
ba de medias Tukey indico que el control es diferente a los tratamientos, pero no
se encontro diferencia entre los tratamientos por procesos de aireacion, lo cual
puede deberse a la frecuencia del volteo manual tan solo una vez por semana, y
a las limitaciones del oxigeno por inhibicion de la mineralizacion en bajas concen-
traciones de oxigeno (Van De Steene et al, 2007). En este estudio, el tratamien-
to adicionado con bagazo y cachaza de cana de azucar, logro remociones de 59
y 66 % de HTP fraccion pesada para BT y BM, respectivamente, a los 240 dias en
concentraciones iniciales de HTP consideradas altas (74.400 mg/kg). Estos resul-
tados pueden deberse al efecto sinergico de bagazo y cachaza de cana de azu-
car, con los nutrientes adicionados, lo que no esta presente en el suelo control,
donde solo se encuentran los microorganismos autoctonos, pero con limitacion
de nutrientes y sin interaccion con otros microorganismos, tal como algunos tra-
bajos han reportado (Menendez et al., 2007). En el suelo de control, la flora autocto-
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na es capaz de degradar a los HTP sin ningun tratamiento, debido principalmente
a fuentes de carbono accesibles (Bamforth y Singleton, 2005; Zhang et al., 2011);
de alli la necesidad de mejorar el proceso de biodegradacion con los nutrientes y
los residuos agroindustriales.

Asimismo, la fraccion pesada esta constituida por cadenas grandes de hidro-
carburos > 28 C; esta estructura quimica provoca que la degradacion sea mas
lenta y compleja. Por esa razén, los HTP son considerados compuestos recalci-
trantes (Kshirsagar et al, 2020). Dentro de las propiedades de los hidrocarburos
de alto peso molecular se encuentran su escasa solubilidad en agua y baja vola-
tilidad, por lo que su migracion puede ser limitada, de alli que su degradacion se
deba al metabolismo microbiano favorecido por la cachaza y el bagazo de cana
de azucar, y esto propicie la proliferacion de microorganismos hidrocarburoclas-
tas (Koshlaf et al,, 2019; Hoang et al., 2021).

El tratamiento propuesto donde se bioestimula a los microorganismos por la
aplicacion de cachaza y bagazo de cana de azucar, asi como de fertilizantes, es
sencillo y no tan costoso para remover concentraciones altas de hidrocarburos del
petroleo, a diferencia de otras metodologias en las que se requiere la adicion de
inoculos microbianos (Joo et al., 2008; Li et al., 2009), lodos activados o surfactan-
tes (Araujo et al,, 2006; Wyrwasa et al,, 2011).

Recuento de microorganismos

El conteo de bacterias fue aproximadamente de 108 para el tratamiento, en el que
se aplico aireacion por volteo (tabla 3), en comparacion con BC y BT. A los 60 dias
se observo una disminucion de la poblacion microbiana debido a la limitacion de
oxigeno (1.2 X 107, 9.1 x 10°y 5.0 x 108 UFC/g suelo seco, de bacterias para cada uno
de los tratamientos). Para todas las biopilas (BM, BT y BC), la flora microbiana (bac-
terias y hongos) aumento a los 120 dias, pero se mantuvieron los valores minimos
para microorganismos heterotroficos de 103, los cuales son considerados como li-
mite para la biorremediacion, segun la EPA (1994).

En las biopilas con los dos tipos de aireacion, se identificaron bacterias Bacillus
cereus, Acinetobacter iwoffi, Pseudomonas oryzahabitans y hongos. Aspergillus sp.
presento la mayor capacidad degradadora de entre las cepas de hongos identi-
ficadas en las biopilas BT, ya que este microorganismo tuvo un crecimiento radial
en presencia del hidrocarburo de 7 cm, seguido por Penicillium sp. con 4 cm de las
biopilas BM, y por el Penicillium sp. con 3.8 cm de las biopilas BM. Lo anterior indica
que algunos de los microorganismos desarrollados en las biopilas actuan como
hidrocarburoclastas. En la biopila control se aislaron bacterias Enterobacter cloa-
cae, Bacillius cereus, Sthaphylococcus hominisy Enterobacter sakazakii, de las cua-
les solo Bacillus cereus es la comun en los tratamientos.
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Tabla 3. Cuenta total de microorganismos durante los tratamientos

Cuenta de bacterias Cuenta de hongos
Tiempo (UFC/g suelo seco) (UFC/g suelo seco)
(dias)
BC BM BT BC BM BT
15 1.6 X 108 6.1x10° 11X 108 2.0 X 104 53X 103 110 X 10*
120 5.3 X107 2.4 X107 4.4 X 107 4.7 X 104 8.9 x 104 5.4 X 104
240 26 x107 10 X 108 3.4 X 107 1.0 X 103 1.0 X 105 21X 103

Nota: BM = aireacion con volteo, BT = aireacion con tubos y Bc = control

El crecimiento de microorganismos en el suelo se relaciona con la disminucion
en el contenido de HTP. Diversos reportes indican que Pseudomonas, Acinetobac-
ter, Flavobacterium, Micrococcus, Arthrobacter, Corynebacterium, Achromobacter,
Rhodococcus, Alcaligenes, Mycobacterium, Bacillus, Aspergillus, Mucor, Fusarium,
Penicillium, Rhodotorula y Phanerochaete tienen capacidad para degradar a los
hidrocarburos del petroleo (Atlas y Bartha, 1098; Balba et al., 1998). En este traba-
jo se aislaron del suelo contaminado, antes del tratamiento, las bacterias Bacillus
cereus y los hongos Penicillium sp. y Aspergillus sp.; estos ultimos presentaron ca-
pacidad hidrocarburoclasta.

Después de los 120 dias se aislaron en las biopilas sujetas a tratamiento (BM
y BT), bacterias como Bacillus cereus, Pseudomonas oryzihabitans, Acinetobacter
iwoffiiy hongos como Penicillium chrysogenum y Aspergillus terreus, algunos de los
cuales pueden provenir de los residuos agroindustriales y con ello verse favore-
cido su desarrollo en las nuevas condiciones de las biopilas. Se han encontrado
bacterias deltipo Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus epidermides, Aci-
netobacter calcoaceticus, Xanthomonas, Aerobacter, Arthrobacter, Staphylococcus,
Micrococcus y hongos asociados al bagazo de cana como Fusarium, Penicillium,
Aspergillus y Trichoderma (Valino et al., 2002).

Tanto Bacillus cereus como Pseudomonas oryzihabitans y cepas de Acinetobac-
ter han sido reportadas como degradadoras de hidrocarburos, por lo que su pre-
sencia se encuentra relacionada con el proceso de biorremediacion (Eriksson et
al., 2000; Vazquez et al,, 2010). En este estudio Bacillus cereus se encontré como
flora autdoctona, no asi Acinetobacter ni Pseudomonas. Por otro lado, Acinetobac-
ter ha sido reportada como productora de biosurfactantes, por lo que se infiere su
participacion en la desorcion de los hidrocarburos del suelo. Ademas, se ha ob-
servado que colonias de Acinetobacter iwoffii biodegradan hidrocarburos del pe-
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troleo; mientras que Bacillus cereus ha demostrado su efectividad biodegradadora
sobre hidrocarburos aromaticos policiclicos en consorcios microbianos y HTP (Jac-
ques et al,, 2008; Sarma y Sarma, 2010; Alkaabi et al., 2020).

Pruebas de evasion de lombrices

En la prueba de evasion, la lombriz evadio todos los casos en suelo tratado hasta
el dia 60; sin embargo, para los 75 dias se aplico la prueba de evasion y se encon-
tro aceptacion de 7 %. En esta fase del estudio no se utilizo la prueba de repro-
duccion con lombrices por la concentracion elevada del hidrocarburo. A los 240
dias, aunque las concentraciones del hidrocarburo fueron elevadas (26.526 mg/
kg biopila con tubos y 21588 mg/kg), la evasion de las lombrices correspondio a
33.3 % para la biopila BT y para la BM de 30 %, lo que indica que la lombriz ya to-
lera el suelo tratado, a diferencia de la B¢, donde la lombriz evadio este suelo en
50 % a 59.520 mg/kg de HTP. Shi et al. (2010) usaron la prueba de evasion para lo-
dos de petroleo con concentraciones de 25.000 mg/kg de HTP, y reportaron eva-
sion hasta que la concentracion disminuyo al 5 %; estos resultados son similares
a los obtenidos en este trabajo. La prueba de evasion, por su rapidez (48 h) en re-
lacion con la de mortalidad (14 dias) y su sensibilidad, tal como se demuestra en
los resultados obtenidos, es una alternativa para el proceso de biorremediacion.

Actividades enzimdticas

Estos indicadores de la fertilidad y el grado del impacto de contaminacion son im-
portantes, ya que reflegjan el nivel de salud de los ecosistemas edaficos (Doran y
Parkin, 1994). La actividad de lipasa fue alta al principio del tratamiento, pero des-
pués de 120 dias disminuyo (tabla 4). Aunque en otros reportes con suelos con-
taminados con hidrocarburos este comportamiento es contrario (Margesin et al.,
2000) en este estudio, el fenomeno puede deberse a la complejidad de los hi-
drocarburos como resultado de trasformaciones durante el proceso, o de su po-
sible union en las particulas de las enmiendas (materia organica), lo que limita su
accesibilidad.

Tabla 4. Actividades enzimaticas presentes en las biopilas

Deshidrogenasa Lipasa
Tiempo (ug TPF/ g suelo seco x dia) (ug p-NP/ g suelo seco x 10 min)
i) BT BM BC BT BM BC
0 81 79 78 26 0891 26 1079 26 134.0
60 ND ND ND 19 036.8 18 836.0 20 0347
120 1279 1297 985 132969 152236 143533
240 140 139 110 15388 2 4995 59922

Nota: BM - aireacion con volteo, BT - aireacion con tubos y B - control
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La actividad de deshidrogenasa aumentd conforme pasaba el tiempo, esto
puede deberse a que los microorganismos tomaron como fuente de energia a la
materia organica de las enmiendas y la adicion de nutrientes (Balba et al., 1998).

Germinacion de semillas

La germinacion del frijol fue del 93.3 % en el suelo no contaminado y en el trata-
do con volteo manual; para el aireado con tubos fue del 90 %, y en suelo contami-
nado del 80 %. La elongacion de la raiz para la dicotiledonea del frijol fue mayor
en el tratamiento con BT después de 240 dias, donde los HTP se removieron en un
66 % en la BM. El desarrollo de la raiz presento el siguiente gradiente: 5.29 cm con
BM > 4.48 cm con suelo limpio (blanco) > 3.53 cm con BT > 2.62 ¢cm con BC.

Para el trigo, la germinacion en el suelo control correspondio a 66.6 %; a los 240
dias, 53.3 %, y 33.3 % para BM y con BT, respectivamente, mientras que con BC fue de
26.2 %, lo que implica una menor resistencia del trigo al hidrocarburo. Tanto las plan-
tulas como las raices de trigo se desarrollaron mas en los tratamientos BM y BT, con
12.6 cmy 9.9 cm, respectivamente. Para el suelo de Bc, la plantula crecio 123 cmy
4.7 cm de raiz, y para el suelo blanco fue 9.0 cm de plantula y 4.4 cm de raiz.

En cuanto a la germinacion de frijoly trigo, esta fue mejor en los tratamientos que
en el control, debido a que los nutrimentos adicionados podrian estar influyendo. Di-
chos resultados son similares a los observados por Quinones-Aguilar et al. (2003) pa-
ra diferentes variedades de maiz que se desarrollaron en concentraciones de 25.000
mg/kg de HTP. En contraste, en el suelo contaminado sin tratamiento la elongacion
de las raices fue menor, ya que las raices sufren de inmediato el efecto del conta-
minante al estar en contacto con el suelo. Baud-Grasset et al. (1993) mencionan que
la reduccién en la longitud de la raiz es una respuesta al contaminante. Asimismo,
elaumento en la germinacion en menor concentracion del hidrocarburo se relacio-
na con la entrada de mayor cantidad de agua al endospermo (Merckl, 2005), y es
probable que, como lo reportan Salanitro et al. (1997), ciertas fracciones de petroleo
funcionen como auxinas promotoras de germinacion.

Conclusiones

El tratamiento con residuos de bagazo y cachaza de cana de azucar activa la flo-
ra microbiana hidrocarburoclasta, lo que promueve la degradacion de hidrocar-
buros totales del petroleo de concentraciones altas (50 %-70 %) en relativamente
poco tiempo (240 dias), por lo que estos residuos resultan adecuados para su uso
en biorremediacion de suelo contaminado con hidrocarburos de petroleo. El suelo
tratado es menos toxico como lo demuestran los bioensayos mediante actividad
deshidrogenasa, germinacion de semillas y lombrices, de las cuales, esta ultima
fue la mas sensible.
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La eficiencia de la cachaza y el bagazo de cana de azucar presenta alternati-
vas para que estos sean aprovechados en procesos de biorremediacion, lo que
permitiria el manegjo de procesos integrales y sustentables. Los bioindicadores
ofrecen una opcion para la evaluacion de la eficiencia de los procesos de biorre-
mediacion y de otras tecnologias fisicoquimicas. Asimismo, la presencia de los mi-
croorganismos hidrocarburoclastas abre perspectivas para su uso en procesos de
bioaumentacion.

Sin embargo, existen retos para profundizar en los fenomenos observados, co-
mo identificar el tipo de hidrocarburo que fue removido en cada fase de proceso
de biopilas, determinar a los microorganismos que intervinieron en tales remocio-
nes, ademas de analizar los procesos de desorcion y degradacion, asi como los
gases vy los lixiviados de cada tratamiento.

En consecuencia, para futuras investigaciones, se propone una maduracion de
la materia organica (crecimiento de sus microorganismos nativos en la superficie)
y asi tener sustratos mas accesibles y con una mayor cantidad de microorganis-
mos presentes en los residuos. Tambiéen es pertinente utilizar procesos combina-
dos cuando los hidrocarburos estén por arriba de los 50.000 mg/kg.

Agradecimientos

Al proyecto FOMIX-CONACYT (No. 37127). A la compania CEISA por el apoyo con
sus instalaciones y maquinaria en la realizacion de las biopilas. Al Ingenio Cuatoto-
lapan por la donacion de la cachaza y el bagazo de cana de azucar.

Referencias

Abha, S.y Swaranijit, S. C. (2012). Hydrocarbon pollution: effects on living organisms,
remediation of contaminated environments, and effects of heavy metals co-
contamination on bioremediation. En L. Romero-Zerdn (Ed), Introduction to
enhanced oil recovery (EOR) processes and bioremediation of oil-contaminated
sites (pp. 185-206). IntechOpen.

Alef, Ky Nannipieri, P. (1995). Methods in applied soil microbiology and biochemis-
try. Academic Press.

Alkaabi, N., Al-Ghouti, M. A,y Nabil Z, y Jaova, S. (2020). Potential for native hydro-
carbon-degrading bacteria to remediate highly weathered oil-polluted soils
in Qatar through self-purification and bioaugmentation in biopiles. Biotechno-
logy Reports, 28, 1-10. https./www.sciencedirect.com/science/article/pii/
S2215017X20305397

Alrumman, S. A, Standing, D. B. y Paton, G. . (2015). Effects of hydrocarbon con-
tamination on soil microbial community and enzyme activity. Journal of King
Saud University-Science, 27(1), 31-41. https.//doi.org/10.1016/],jksus.2014.10.001

257


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2215017X20305397
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2215017X20305397
https://doi.org/10.1016/j.jksus.2014.10.001


= Contaminacion de suelos por hidrocarburos en America Latina

Antonio-Ordaz, J., Martinez-Toledo, A., Ramos-Morales, R. F., Sanchez-Diaz, L. F,
Martinez, A. J., Tenorio-Lopez, J. Ay Cuevas-Diaz, M. C. (2011). Biorremediacion
de un suelo contaminado con petroleo mediante el empleo de bagazo de ca-
Na con diferentes tamanos de particula. Multiciencias, 11(2), 136-145. https.//
www.redalyc.org/pdf/904/90419195004. pdf

Araujo, |, Montilla, M., Cardenas, C., Herrera, L., Angulo, N, y Morillo, G. (2006). Lo-
dos estabilizados y cepas bacterianas en la biorremediacion de suelos conta-
minados con hidrocarburos. Interciencia, 31(4), 268-275. https.//www.redalyc.
org/pdf/339/339115006.pdf

Atlas, R. M.y Bartha, R. (1998). Microbial ecology: fundamentals and applications.
The Benjamin-Cummings Publishing Company.

Balba, M. T., Al-Awadhi, N. y Al-Daher, R. (1098). Bioremediation of oil-contamina-
ted soil: microbiological methods for feasibility assessment and field evalua-
tion. Journal of Microbiological Methods, 32(2), 155-164. https.//doi.org/10.1016/
S0167-7012(98)00020-7

Bamforth, S. M.y Singleton, I. (2005). Bioremediation of polycyclic aromatic hydro-
carbons: current knowledge and future directions. Journal of Chemical Tech-
nology and Biotechnology, 80, 723-736. https://doi.org/10.1002/jctb.1276

Baud-Grasset, F,, Baud-Grasset, S.y Safferman, S. 1. (1993). Evaluation of the biore-
mediation of a contaminated soil with phytotoxicity tests. Chemosphere, 26(7),
1365-1374. https://doi.org/10.1016/0045-6535(93)90187-A

Benavides, L. M. J,, Quintero, G., Guevara, V. A L, Jaimes, C. D. C,, Gutiérrez, R.S. M.
y Miranda, G. J. (2006). Biorremediacion de suelos contaminados con hidro-
carburos derivados del petroleo. Nova, 4(5), 82-90. https.//hemeroteca.unad.
edu.co/index.php/nova/article/view/351/1203

Bouyoucos, G. J. (1962). Hydrometer improved method for making particles size
analysis of soil. Journal of Agronomy, 54(5), 464-465. https./doi.org/10.2134/ag
ronj1962.00021962005400050028x

Casida, L. E. (1977). Microbial metabolic activity in soil as measured by dehydro-
genase determinations. Applied Environmental Microbiology, 34(6), 630-636.
https://doi.org/10.1128/aem.34.6.630-636.1977

Castaneda, B. M. T. (2004). Microbiologia aplicada. Manual de laboratorio. Universi-
dad Autonoma Metropolitana, Unidad Azcapotzalco.

Chaineau, C. H,, Yepremmian, C., Vidalie, J. F,, Ducreux, J. y Ballerini, D. (2003). Bio-
remediation of a crude oil-polluted soil: biodegradation, leaching and toxi-
city assessments. Water, Air and Soil Pollution, 144(1), 419-440. https.//doi.
0rg/10.1023/A:1022935600698

Cookson, J. T. (1995). Solid and slurry-phase bioremediation. En Bioremediation en-
gineering design and application (pp. 305-358). McGraw-Hill.

Cuevas-Diaz, M. C,, Espinosa-Reyes, G., Ilizaliturri-Mendoza, C. A.y Mendoza-Can-
tu, A. (Eds). (2012). Métodos ecotoxicologicos para la evaluacion de suelos con-

258


https://www.redalyc.org/pdf/904/90419195004.pdf
https://www.redalyc.org/pdf/904/90419195004.pdf
https://www.redalyc.org/pdf/339/33911506.pdf
https://www.redalyc.org/pdf/339/33911506.pdf
https://doi.org/10.1016/S0167-7012(98)00020-7
https://doi.org/10.1016/S0167-7012(98)00020-7
https://doi.org/10.1002/jctb.1276
https://doi.org/10.1016/0045-6535(93)90187-A
https://hemeroteca.unad.edu.co/index.php/nova/article/view/351/1203
https://hemeroteca.unad.edu.co/index.php/nova/article/view/351/1203
http://dx.doi.org/10.2134/agronj1962.00021962005400050028x
http://dx.doi.org/10.2134/agronj1962.00021962005400050028x
https://doi.org/10.1128/aem.34.6.630-636.1977
https://doi.org/10.1023/A:1022935600698
https://doi.org/10.1023/A:1022935600698

Biorremediacion por biopilas y ecotoxicologia de un suelo contaminado m

taminados con hidrocarburos. Instituto Nacional de Ecologia-Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales.

Doran, J. W. y Parkin, T. B. (1994). Defining and assessing soil quality. En J. W. Do-
ran, D. C. Coleman, D. F. Bezdicek y B. A. Stewart (Eds)), Defining soil quality for
a sustainable environment (pp. 3-21), Soil Science Society of America, Madison.

Environmental Protection Agency. (1994). How to evaluate alternative cleanup tech-
nologies for underground storage tank sites. Cap. VI Biopile. https.//www.epa.
gov/sites/default/files/2014-03/documents/tum_ch4.pdf

Environmental Protection Agency. (2002). EPA Method 3570 (SW-846). Microscale
solvent extraction (MSE). https.//www.epa.gov/esam/epa-method-3570-sw-
846-microscale-solvent-extraction-mse

Eriksson, M., Dalhammar, G. y Borg-Karlson, A. K (2000). Biological degradation of
selected hydrocarbons in an old PAH/creosote contaminated soil from a gas
work site. Applied Microbiology and Biotechnology, 53(5), 619-626. https://doi.
0rg/10.1007/5002530051667

Fahnestock Von, F. M. (1998). Biopile design, operation and maintenance handbook
for treating hydrocarbon-contaminates soils. Battelle Press.

Gandolfi, I, Sicolo, M, Franzetti, A, Fontanarosa, E., Santagostino, A. y Bestetto, G.
(2010). Influence of compost amendment on microbial community and eco-
toxicity of hydrocarbon-contaminated soils. Bioresource Technology, 101(2),
568-575. https://doi.org/10.1016/].biortech.2009.08.095

Garcia-Segura, D, Castillo-Murrieta, |. M., Martinez-Rabeloa, F., Gomez-Anaya, A,
Rodriguez-Campos, J., Hernandez-Castellanos, B., Contreras-Ramos, S. y Ba-
rois, I. (2018). Macrofauna and mesofauna from soil contaminated by oil extrac-
tion. Geoderma, 332, 180-189. https.//doi.org/10.1016/j.geoderma.2017.06.013

Garcia-Torres, R, Rios-Leal, E.,, Martinez-Toledo, A, Ramos-Morales, F. R., Cruz-
Sanchez J. Sy Cuevas-Diaz, M. C. (2011). Uso de cachaza y bagazo de cana de
azucar en la remocion de hidrocarburos en suelo contaminado. Revista Inter-
nacional de Contaminacion Ambiental, 27(1), 31-39. https.//www.scielo.org.mx/
pdf/rica/v27n1/v27n1a3.pdf

Gardner, H. W. (1986). Water content. En A. Klute (Ed.), Methods of soil analysis, Part
1, Physical and mineralogical methods (pp. 493-544). American Society of Agro-
nomy, Madison.

Guzman-Lopez, O, Cuevas-Diaz, M. C., Martinez-Toledo, A., Contreras-Morales, M.
E.. Ruiz-Reyes, C. |. y Ortega Martinez, A. C. (2021). Fenton-biostimulation se-
quential treatment of a petroleum-contaminated soil amended with oil palm
bagasse (Elaeis guineensis), Chemistry and Ecology, 37(6), 573-588. https.//doi.
0rg/10.1080/02757540.2021.1909003

Haritash, A. Ky Kaushik, C. P. (2009). Biodegradation aspects of polycyclic aroma-
tic hydrocarbons (PAHS): a review. Journal of Hazardous Materials, 169(1-3), 1-15.
https://doi.org/10.1016/jjhazmat.2009.03.137

259


https://www.epa.gov/sites/default/files/2014-03/documents/tum_ch4.pdf
https://www.epa.gov/sites/default/files/2014-03/documents/tum_ch4.pdf
https://www.epa.gov/esam/epa-method-3570-sw-846-microscale-solvent-extraction-mse
https://www.epa.gov/esam/epa-method-3570-sw-846-microscale-solvent-extraction-mse
https://doi.org/10.1007/s002530051667
https://doi.org/10.1007/s002530051667
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2009.08.095
https://doi.org/10.1016/j.geoderma.2017.06.013
https://www.scielo.org.mx/pdf/rica/v27n1/v27n1a3.pdf
https://www.scielo.org.mx/pdf/rica/v27n1/v27n1a3.pdf
https://doi.org/10.1080/02757540.2021.1909003
https://doi.org/10.1080/02757540.2021.1909003
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2009.03.137

= Contaminacion de suelos por hidrocarburos en America Latina

Hoang, S. A, Sarkar, B. A, Seshadri, B, Lamb, D., Wijesekara, H., Vithanage, M., Lina-
yage, C., Kolivabandara, P, Rinklebe, J., Lam, S. S., Vinu, A, Wang, H., Kirkham,
M. B.y Bolan, N. S. (2021). Mitigation of petroleum-hydrocarbon-contaminated
hazardous soils using organic amendments: a review. Journal of Hazardous
Materials, 416, 1-17, https.//doi.org/10.1016/j jhazmat.2021.125702

Huesemann, M. H., Hausmann, T. S,y Fortman, T. J. (2004). Does bioavailability limit
biodegradation? A comparison of hydrocarbon biodegradation and desorp-
tion rates in aged soils. Biodegradation, 15, 261-274. https.//doi.org/10.1023/
B:BIOD.0000042996.03551.f4

International Standard Organization. (2008). Soil quality-avoidance test for determi-
ning the quality of soils and effects of chemicals on behaviour. Part 1: Test with
earthworms (Eisenia fetida and Eisenia andrei). ISO-17512-1.

lturbe-Arguelles, R., Flores-Torres, C., Chavez-Lopez, C.y Roldan-Martin, A. (2002).
Saneamiento de suelos contaminados con hidrocarburos mediante biopilas.
Ingenieria, Investigacion y Tecnologia 3(1), 25-35. https.//www.revistaingenieria.
unam.mx/numeros/vo3n1-04.php

Jacques, R. J., Okeke, B. C. Bento, F. M, Teixeira, A. S., Peralba, M. C. y Camar-
go, F. A. (2008). Microbial consortium bioaugmentation of a polycyclic aroma-
tic hydrocarbons contaminated soil. Bioresource Technology, 99(7), 2637-2643.
https.//doi.org/10.1016/j.biortech.2007.04.047

Jones, J. J. B. (2001). Laboratory guide for conducting soil test and plant analysis (vol.
28-31, pp. 151-155). CRC press.

Joo, H., Ndewa, P. M., Shoda M. y Phae, C. (2008). Bioremediation of oil-contami-
nated soil using Candida catenulate and food waste. Environmental Pollution,
156(3), 891-896. https://doi.org/10.1016/j.envpol.2008.05.026

Jorgensen, K. S, Puustinen, K.y Suortti, A. M. (2000). Bioremediation of petroleum
hydrocarbon-contaminated soil by composting in biopiles. Environmental Po-
llution, 107(2), 245-258. https.//doi.org/10.1016/5S0269-7491(9Q9)00144-X

Juteau, P, Bisaillon, J. G, Lépine, F., Ratheau, V., Beaudet, R. y Villemur, R. (2003).
Improving the biotreatment of hydrocarbons-contaminated soils by addition
of activated sludge taken from the wastewater treatment facilities of an oil re-
finery. Biodegradation, 14, 31-40. https.//doi.org/10.1023/A:1023555616462

Knaebel, D. B., Federle, T. W, McAvoy, D. C. y Vestal, J. R. (1994). Effect of mine-
ral and organic soil constituents on microbial mineralization of organic com-
pounds in a natural soil. Applied Environmental Microbiology, 60(12), 4500-4508.
https://journals.asm.org/doi/pdf/10.1128/aem.60.12.4500-4508.1994

Koshlaf, E., Shahsavari, E., Haleyur, N., Osborn, A. M.y Ball, A. S. (2019). Effect of
biostimulation on the distribution and composition of the microbial commu-
nity of a polycyclic aromatic hydrocarbon-contaminated landfill soil during
bioremediation. Geoderma, 338, 216-225. https://doi.org/10.1016/j.geoder-
ma.2018.12.001

260


https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2021.125702
https://doi.org/10.1023/B:BIOD.0000042996.03551.f4
https://doi.org/10.1023/B:BIOD.0000042996.03551.f4
https://www.revistaingenieria.unam.mx/numeros/v03n1-04.php
https://www.revistaingenieria.unam.mx/numeros/v03n1-04.php
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2007.04.047
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2008.05.026
https://doi.org/10.1016/S0269-7491(99)00144-X
https://doi.org/10.1023/A:1023555616462
https://journals.asm.org/doi/pdf/10.1128/aem.60.12.4500-4508.1994
https://doi.org/10.1016/j.geoderma.2018.12.001
https://doi.org/10.1016/j.geoderma.2018.12.001

Biorremediacion por biopilas y ecotoxicologia de un suelo contaminado m

Kshirsagar, S. D., Mattam, A. J., Jose, S., Ramachandrarao, B.y Velankar, H. R. (2020).
Heavy hydrocarbons as selective substrates for isolation of asphaltene degra-
ders: a substrate-based bacterial isolation strategy for petroleum hydrocar-
bon biodegradation. Environmental Technology and Innovation, 19, 1-11. https.//
doi.org/10.1016/j.eti.2020.100832

Li, Y. T, Rouland, C., Benedetti, M,, Li, F. B,, Pando, A., Lavelle, P.y Dai, J. (2009). Mi-
crobial biomass, enzyme and mineralization activity in relation to soil organic
C, N and P turnover influenced by acid metal stress. Soil Biology and Bioche-
mistry, 41(5), 969-977. https.//doi.org/10.1016/].50ilbic.2009.01.021

Ma, J., Yang, VY, Dai, X, Chen, Y., Deng, H., Zhou, H., Gou, S. y Yan, G. (2016). Effects
of adding bulking agent, inorganic nutrient and microbial inocula on biopi-
le treatment for oil-field drilling waste. Chemosphere, 150, 17-23. https.//doi.
0rg/10.1016/j.chemosphere 2016.01.123

Margesin, R, Walder, G. y Schinner, F. (2000). The impact of hydrocarbon reme-
diation (diesel oil and polycyclic aromatic hydrocarbons) on enzyme activities
and microbial properties of soil. Acta Biotechnologica, 20(3-4), 313-333. https.//
doi.org/10.1002/abio.370200312

Margesin, R, Feller, G, Hammerle, M, Stegner, U.y Schinner, F. (2002). A colorime-
tric method for the determination of lipase activity in soil. Biotechnology Let-
ters, 24(1), 27-33. https.//doi.org/10.1023/A:11013801131553

Martinez, M. V. E. y Lopez, S. F. (2001). Efecto de hidrocarburos en las propieda-
des fisicas y quimicas de suelo arcilloso. Terra, 19(1), 9-17. https.//www.redalyc.
org/pdf/573/57319102.pdf

Menendez-Vega, D., Gallego, J. L, Pelaez, A. J., Fernandez De Cordoba, G., More-
no, J., Munoz, D.y Sanchez, J. (2007). Engineered in situ bioremediation of soil
and groundwater polluted with weathered hydrocarbons. European Journal of
Soil Biology, 43(5-6), 310-321. https.//doi.org/10.1016/j.€jsobi.2007.03.005

Merckl, N., Schutze-Kraft, R. e Infante, C. (2005). Phytoremediation in tropics influen-
ce of heavy crude oil on root morphology characteristic of graminoids. Envi-
ronmental Pollution. 138(1), 86-91. https://doi.org/10.1016/j.envpol.2005.02.023

Munoz-Iniestra, D. J., Mendoza-Cantu, A, Lopez-Galindo, F, Soler-Aburto, A,y Her-
nandez-Moreno, M. M. (2000). Manual de métodos de andalisis de suelos. UNAM,.

Nnaji, N. D., Ughamba, K. T., Aduba, C. C.,, Ogbonna, K. E. y Anyanwu, C. U. (2020).
Potato skin: a potential biostimulating agent for used motor oil biodegraders.
International Journal of Environment Agriculture and Biotechnology, 5(2), 296-
309. https://doi.org/10.22161/ijeab.52.6

Organization for Economic Cooperation and Development. (2000). Terrestrial plants
test. Seedling emergence and seedling growth test. Guideline for testing of che-
micals. https://doi.org/10.1787/9789264070066-en

261


https://doi.org/10.1016/j.eti.2020.100832
https://doi.org/10.1016/j.eti.2020.100832
https://doi.org/10.1016/j.soilbio.2009.01.021
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2016.01.123
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2016.01.123
https://doi.org/10.1002/abio.370200312
https://doi.org/10.1002/abio.370200312
https://doi.org/10.1023/A:1013801131553
https://www.redalyc.org/pdf/573/57319102.pdf
https://www.redalyc.org/pdf/573/57319102.pdf
https://doi.org/10.1016/j.ejsobi.2007.03.005
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2005.02.023
https://doi.org/10.22161/ijeab.52.6
https://doi.org/10.1787/9789264070066-en

= Contaminacion de suelos por hidrocarburos en America Latina

Ossai, I. C,, Ahmed, A, Hassan, A.y Hamid, F. S, (2020). Remediation of soil and wa-
ter contaminated with petroleum hydrocarbon: a review. Environmental Tech-
nology and Innovation, 17, 1-80. https.//doi.org/10.1016/].eti.2019.100526

Palafox, A., Hernandez, R. H., Lopez, L. J. y Cuevas D. M. C. (2012). Evaluacion de
toxicidad de los suelos mediante bioensayos con lombrices. En D. M. C. Cue-
vas, R. G. Espinosa, C. A. llizaliturriy C. A. Mendoza (Eds.), Metodos ecotoxicolo-
gicos para la evaluacion de suelos contaminados con hidrocarburos (pp. 47-86).
Instituto Nacional de Ecologia; Secretaria del Medio Ambiente y Recursos
Naturales.

Petroleos Mexicanos. (2020). Petroleos Mexicanos, gerencia de proteccion ambien-
tal, gestion energética y sustentabilidad. Derrames de hidrocarburos por orga-
nismo subsidiario. Recuperado el 26 de abril de 2020. http://dgeiawf.semarnat.
gob.mx:8080/ibi_apps/WFServlet?IBIF _ex=D2_INDUSTRI02_08&IBIC_
user=dgeia_mce&IBIC_pass-dgeia_mce&NOMBREANIO-="

Quinones-Aguilar, E., Ferrera-Cerrato, R, Gavy-Reyes, F., Fernandez-Linares, L.,
Rodriguez-Vazquez, Ry Alarcon, A. (2003). Emergencia y crecimiento de maiz
en un suelo contaminado con petroleo crudo, Agrociencia, 37(6), 585-594.
http:~7/www.redalyc.org/articulo.0a?id=30237604

Roldan-Martin, A., Calva-Calva, G., Rojas-Avelizapa, N., Diaz-Cervantes, M. D.y Ro-
driguez-Vazquez, R. (2007). Solid culture amended with small amounts of raw
coffee beans for the removal of petroleum hydrocarbon from weathered con-
taminated soil. International Biodeterioration and Biodegradation, 60(1), 35-39.
https://doi.org/10.1016/j.ibiod.2006.10.008

Salanitro, J., Dorn, P, Hueseman, M., Moore, K, Rhodes, |, Rice, J. L. M., Vipond, T.
E. Western, M. M.y Wisniewski H. L. (1997). Crude oil hydrocarbon bioreme-
diation and soil ecotoxicity assessment. Environmental Science and Technolo-
gy, 31(6), 1769-1776. https.//doi.org/10.1021/€s960793

Sarma, Ay Sarma, H. (2010). Enhanced biodegradation of oil products by some mi-
crobial isolate supplemented with heavy metals. International Journal of Bo-
tany, 6(4), 441-338. https.//doi.org/10.3923/1jb.2010.441.448

Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales. (2013). Remediacion de la
exrefineria 18 de marzo en Miguel Hidalgo, Distrito Federal. En W. Schmidt, R.
M. Flores-Serrano, U. Ruiz-Saucedo (Eds.), Remediacion y revitalizacion de si-
tios contaminados. casos exitosos en Mexico (pp. 77-111). Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales; Deutsche Gesellschaft fur Internationale Zu-
sammenarbeit (GIZ) GmbH.

Semple, K. T., Reid, B. J., Fermor, T. R. (2001). Impact of composting strategies on
the treatment of soils contaminated with organic pollutants. Environmental Po-
llution, 112(2), 269-283. https://doi.org/10.1016/S0269-7491(00)00099-3

Shi, W., Zeng, Y., Guan, G., Gui, L., Qun, H. W, Fa, L. (2010). Ecotoxicity assessment

262


https://doi.org/10.1016/j.eti.2019.100526
http://dgeiawf.semarnat.gob.mx:8080/ibi_apps/WFServlet?IBIF_ex=D2_INDUSTRI02_08&IBIC_user=dgeia_mce&IBIC_pass=dgeia_mce&NOMBREANIO=*
http://dgeiawf.semarnat.gob.mx:8080/ibi_apps/WFServlet?IBIF_ex=D2_INDUSTRI02_08&IBIC_user=dgeia_mce&IBIC_pass=dgeia_mce&NOMBREANIO=*
http://dgeiawf.semarnat.gob.mx:8080/ibi_apps/WFServlet?IBIF_ex=D2_INDUSTRI02_08&IBIC_user=dgeia_mce&IBIC_pass=dgeia_mce&NOMBREANIO=*
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=30237604
https://doi.org/10.1016/j.ibiod.2006.10.008
https://doi.org/10.1021/es960793i
https://doi.org/10.3923/ijb.2010.441.448
https://doi.org/10.1016/S0269-7491(00)00099-3

Biorremediacion por biopilas y ecotoxicologia de un suelo contaminado m

of aged petroleum sludge using a suite of effects-based end points in ear-
thworm Eisenia fetida. Environmental Monitor Assess, 169(1-4), 417-428. https.//
doi.org/10.1007/510661-009-1184-2

Singh, A,y Ward, O. P. (2004). Biodegradation and bioremediation. Springer-Verlag.

Thapa, B., Kumar, K. C. A.y Ghimire, A. (2012). A review on bioremediation of petroleum
hydrocarbon contaminants in soil. Kathmandu University. Journal of Science En-
gineering and Technology, 8(1), 164-170. https://doi.org/10.3126/kusetv8i1.6056

Valino, E, Elias, A, Torres, V. y Albelo, N. (2002). Estudio de la carga microbiana en
el bagazo de cana de azucar fresco como sustrato para la alimentacion ani-
mal, mediante fermentaciones en estado solido. Revista Cubana de Ciencia
Agricola, 36(4), 373-378. http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=-193018080010

Van De Steene, J., Van Vooren, H. y Verplancke, H. (2007). Evaluation of a qua-
si-steady-state respiration test in a full-scale biopile. Water Air Soil Pollution,
183(1), 403-413. https://doi.org/10.1007/511270-007-9389-X

Vasquez-Murrieta, M. S., Hernandez-Hernandez, O. J., Cruz-Maya, J. A,, Cancino-
Diaz, J. C. y Jan-Roblero, J. (2016). Approaches for removal of PAHS in soils:
bioaugmentation, biostimulation and bioattenuation. En M. L. Larramendy y S.
Soloneski (Eds.). Soil contamination, current consequences and further solutions
(pp. 329-342). Intechopen. https://doi.org/10.5772/64682

Vazquez, M. C., Guerrero, F. T. y Quintero, A. P. (2010). Biorremediacion de lodos
contaminados con aceites gastados. Revista Colombiana de Biotecnolo-
gia, 12(1), 141-157. http.//www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid
=50123-34752010000100014

Wyrwasa, B., Chrzanowski, L., tawniczak, ., Szulc, A., Cyplik, P, Biatlas, W,
Szymanski, A. y Hotderna-Odachowska, A. (2011). Utilization of Triton X-100 and
polyethylene glycols during surfactant-mediated biodegradation of diesel
fuel. Journal of Hazardous Materials, 197(15), 97-103. https.//doi.org/10.1016/].
jhazmat.2011.09.060

Zeneli, A, Kastanaki, E., Simantiraki, F., Gidarakos, E. (2019). Monitoring the bio-
degradation of TPH and PAHs in refinery solid waste by biostimulation and
bioaugmentation. Journal of Environmental Chemical Engineering, 7(3), 103054.
https://doi.org/10.1016/j jece.2019.103054

Zhang, Y., Zhu, Y., Houot, S., Qiao, M., Nunan, N.y Garnier, P. (2011). Remediation of
polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) contaminated soil through composting
with fresh organic wastes. Environmental Science and Pollution Research, 18(Q),
1574-1584. https://doi.org/10.1007/511356-011-0521-5

Normas juridicas

NMX-AA-134-SCFI-2006. Suelos-hidrocarburos fraccion pesada por extraccion y
gravimetria-método de prueba.

263


https://doi.org/10.1007/s10661-009-1184-2
https://doi.org/10.1007/s10661-009-1184-2
http://dx.doi.org/10.3126/kuset.v8i1.6056
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=193018080010
https://doi.org/10.1007/s11270-007-9389-x
https://doi.org/10.5772/64682
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0123-34752010000100014
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0123-34752010000100014
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2011.09.060
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2011.09.060
https://doi.org/10.1016/j.jece.2019.103054
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0123-34752010000100014

= Contaminacion de suelos por hidrocarburos en America Latina

NOM-021-SEMARNAT-2000. Especificaciones de fertilidad, salinidad y clasifica-
cion de suelos. Estudios, muestreos y analisis.

NOM-138-SEMARNAT/SS-2003. Limites maximos permisibles de hidrocarburos
en suelos y las especificaciones para su caracterizacion y remediacion.

NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012. Limites maximos permisibles de hidrocarburos
en suelos y lineamientos para el muestreo en la caracterizacion y especifica-
ciones para la remediacion.

264



Parmenia.

DIGITAL

EDITORIAL

Parmenia.

www.editorialparmenia.com.mx



