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ESTUDIO SOBRE LA CAPACIDAD DE BIORREMEDIACION DE
BACTERIAS PSEUDOMONAS”

RESUMEN

En el presente proyecto se recolectaron y reprodujeron las bacterias Pseudomonas hasta
tener un cultivo para la aplicacion en muestras contaminadas con petréleo. Se calculd el
volumen biorremediado en las muestras contaminadas en funciéon del tiempo y la

dosificacion de Pseudomonas.

Se prepar6é 100 mililitro de medio acuoso, un mililitro de cultivo y 0,5 mililitro de
glucosa en los erlenmeyers de 250 mililitro. Posteriormente se afiadi6 5, 10 y 20
mililitro de petrdleo respectivamente. Los erlenmeyers fueron agitados a 300
revoluciones por minuto e incubaron a 37 °C. Se determiné el porcentaje de petrdleo
biorremediado por las bacterias, para ello, se obtiene muestras del medio liquido de los
erlenmeyers y se introducen en un vortex para homogenizar la soluciéon y
posteriormente se extrae cinco mililitros y son colocados sobre la ranura de cristal del

TOG / TPH Analyzer (InfraCal) para su debido analisis.

La aplicacion de las bacterias Pseudomonas directamente en medios acuosos
contaminados por petréleo no es viable, ya que se da la lisis celular de las bacterias
debido a la toxicidad del petréleo, matando la poblacion bacteriana presente en el

medio.

PALABRAS CLAVE: Pseudomonas / Biorremediacion / Bacterias
Xiv



STUDY ON THE BIOREMEDIATION CAPACITY OF
PSEUDOMONAL BACTERIA

ABSTRACT

In this project, the Pseudomonas bacteria were collected and reproduced until they had a
culture for application in oil-contaminated samples. The bioremedicated volume in the

contaminated samples was calculated as a function of time and Pseudomonas dosage.

100 milliliter of aqueous medium, one milliliter of culture and 0.5 milliliter of glucose
were prepared in 250 milliliter erlenmeyers. Later, 5, 10 and 20 milliliter of oil were
added respectively. The Erlenmeyers were shaken at 300 rpm and incubated at 37°C.
The percentage of oil bioremedicated by the bacteria was determined, for this, samples
of the liquid medium of the Erlenmeyers are obtained and they are introduced into a
vortex to homogenize the solution and then five milliliters are extracted and they are

placed on the glass slot of the TOG / TPH Analyzer (InfraCal) for proper analysis.

The application of Pseudomonas bacteria directly in aqueous media contaminated by oil
is not feasible, since the cell lysis of the bacteria occurs due to the toxicity of the oil,

killing the bacterial population present in the medium.

KEY WORDS: Pseudomonas / Biorremediation / Bacteria
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Las técnicas de biorremediacion son utilizadas desde hace varias décadas para mitigar el

impacto ambiental en zonas afectadas por contaminantes.

El objeto de estudio es proporcionar informacion sobre la capacidad de las bacterias
pseudomonas, la utilizacion de estas bacterias en recuperacion de suelos contaminados y
mitigar el impacto ambiental, mediante técnicas de biorremediacion de areas afectadas
por derrames de petréleo. Para el desarrollo de este estudio se inocula la superficie del
agar con una torunda o mediante aplicacion de una membrana de filtracion para la
incubacion de las bacterias pseudomonas de 24 a 48 horas a una temperatura de 37 °C.
Finalizado el periodo de incubacion, observaremos una colonia de bacterias, se retiran
cepas para la aplicacion en las muestras contaminadas y elaborando analisis y obtencion

de resultados.

Las muestras contaminadas se obtendran en el laboratorio mediante la aplicacion de
petréleo a muestras libre de contaminacion, esto nos permitird tener un porcentaje de

concentracion de contaminante (petréleo) en cada muestra.
1.1 JUSTIFICACION

Las necesidades de una sociedad cada vez mas consumista, han llevado a un
crecimiento de la industria petrolera con un fuerte impacto sobre la calidad del

ambiente, por los procesos de perforacion, produccion y transporte de petroleo.

La contaminacién por petroleo suele tener repercusiones sociologicas y ambientales
cuando es de caracter masivo, se ven afectados lugares apartados que se contaminan en
una zona menor, no solo en lugares aledafios a las torres de perforacion, sino que

también se presentan derrames durante el proceso de transporte, contaminando el suelo.



La biorremediacion es una técnica innovadora que se ha desarrollado en la década de los
80 y 90, la cual ha sido aplicada exitosamente en el tratamiento de suelos y aguas
contaminadas con petroleo. Se caracterizan por ser una técnica de bajos costos de
operacion. La aplicacion de este tipo de técnica ha encontrado cierta resistencia de
aplicacion por el tiempo que demanda completar un proceso hasta obtener las metas de

limpieza deseadas (Rodriguez & Sanchez, 2003).

La biorremediacion es considerada como la mas deseable aproximacion a la
remediacion de suelos y aguas contaminadas en contraste a alternativas mas costosa y
de menor aceptacion publica como la incineracion. Los tratamientos bioldgicos de
degradacion en suelos pueden ser eficientes y econdémicos si las condiciones de
biodegradacion son optimizadas. Se define como biorremediacion al proceso de

aceleracion de la tasa de degradacion natural de petréleo (Rodriguez & Sanchez, 2003).

1.2 ANTECEDENTES

En el afio 2004 en Cartago, Caroline Braibant Wayens, realizdo un estudio sobre la
degradacion de hidrocarburos con un consorcio de bacterias Acinetobacter y
Pseudomonas putida, dando como resultado que En el afio 2017 en Venezuela, Lic.
Juliana Mayz Ph. D, realizd una investigacion que incluye el aislamiento,
caracterizacion e identificacion de las especies de Pseudomonas existentes en la
rizosfera de una leguminosa presente (colonizadora o sobreviviente) en un suelo de
sabana contaminado por un derrame de petréleo con el fin de explicar el apoyo al
crecimiento de esta leguminosa a través de la reduccion de la toxicidad del crudo

derramado.

En el afio 2019 en Brasil, Daniel Lujan, realizd una revision de la participacion de
bacterias Pseudomonas en los procesos de biorremediacion de ambientes contaminados
con moléculas organicas de dificil degradacion y metales toxicos; dando como resultado
que las bacterias pseudomonas presentan un rol a destacar en la biorremediacion debido
a su gran capacidad catabolica, requerimientos abidticos no muy exigentes y facil
adaptacion a condiciones adversas, lo cual le permite participar activamente en la

degradacion de contaminantes tales como hidrocarburos y metales pesados.



En el afio 2018 en Quito, Marco Pérez Pozo, realizd una evaluacion de la
biorremediacién en suelos contaminados con hidrocarburos utilizando Pseudomonas
fluorescens, concluyendo que Pseudomonas fluorescens degrada de mejor forma cuatro
HAPs (Acenaftaleno, benzo a antraceno, fenantreno, naftaleno) de los 16 que se
detectaron en los andlisis iniciales y finales, demostrandose la importancia de
biotransformacion de la bacteria en estos compuestos toxicos para el ambiente y el

hombre.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 General.

Proponer el uso de bacterias de la familia Pseudomonas para la biorremediacion

en zonas acuaticas con presencia de derrames de petroleo.

1.3.2 Especificos.

e Recolectar y reproducir las bacterias pseudomonas hasta tener un cultivo
para la aplicacion de cepas bacterianas en muestras contaminadas con pe-
troleo.

e Calcular el porcentaje de volumen biorremediado de las muestras contami-
nadas en funcién del tiempo de aplicacion de las bacterias Pseudomonas.

e Analizar los resultados obtenidos en funcion al porcentaje de biorremedia-

ci6n de las muestras contaminadas.

1.4 HIPOTESIS

El uso de las bacterias Pseudomonas, para la remediacion de zonas contaminadas con

petroleo, presentan un 80% de eficacia.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 PETROLEO

La palabra petroleo, gramaticamente puede dividirse en petro=roca y 6leum=aceite, que
etimologicamente significa aceite de roca. La construccion quimica del petroleo se
caracteriza por contener atomos de carbono (C) y de hidrogeno (H) mayoritariamente,
formando una variedad de compuestos denominados hidrocarburos (Lorenzo Garcia &

Morato Medina , 2018)(Lorenzo y Morato,2018).

El petroleo también estda formado por pequefias proporciones de nitrogeno, azufre,
oxigeno y algunos metales. se presenta de forma natural en depositos de roca
sedimentaria y solo en lugares en los que hubo mar. Su color es variable, entre el ambar
y el negro y el significado etimologico de la palabra petroleo es aceite de piedra, por
tener la textura de un aceite y encontrarse en yacimientos de roca sedimentaria (AOP,

2002).

Una propiedad caracteristica del petrdleo es la miscibilidad de todas sus fracciones, por
lo cual forma una fase organica continua. En cambio, los hidrocarburos son poco

miscibles en agua, y como son mas ligeros, forman siempre una capa sobre su superficie

2.2  PROPIEDADES FiSICAS DEL PETROLEO

2.2.1 Densidad.

La densidad del petroleo es menor al de agua (0,998 g/cm3), esta propiedad

varia del origen del petroleo.



2.2.2 Olor.

s caracteristico y depende de la naturaleza y composicion del aceite crudo. Los
hidrocarburos no saturados dan olor desagradable, debido al acido sulfhidrico y
otros compuestos de azufre. Los petroleos crudos tienen olor aromatico. En otros
aceites el olor varia, dependiendo de la cantidad de hidrocarburos livianos y de

las impurezas (Servicio Geoldgico Mexicano, 2017).

2.2.3 Solubilidad.

Los petroleos son insolubles en agua y sus diversos elementos se disuelven
reciprocamente. El disolvente mas interesante y mas importante es el acido
sulfurico, que tiene poca accion sobre los hidrocarburos forménicos que los

nafténicos .

2.2.4 Color.

El petroleo es un liquido de color oscuro y origen natural compuesto por
diferentes sustancias organicas (Es una mezcla de hidrocarburos, aunque
también suelen contener azufre y oxigeno). Por diferencias en su composicion
quimica, viscosidad y densidad puede adquirir una amplia gama de tonalidades,
que va desde incoloro hasta negro, pasando por el amarillo o el rojo (Ramos et

al., 2017).

2.2.5 Viscosidad.

La viscosidad del petrdleo se mide por el tiempo que necesita una cantidad dada

para fluir a través de una abertura (poro).

2.2.6 Volatilidad.

2.2.7 Esta propiedad depende de los diversos puntos de ebullicion que tienen

los componentes del petroleo crudo.



2.3 PROPIEDADES QUIMICAS DEL PETROLEO

El petroleo, se compone principalmente de carbono e hidrégeno en la porcion 83-87%
de Cy de 11-14% de H. Contiene abundantes impurezas de compuestos organicos en
los que intervienen componentes como el azufre, oxigeno, nitrégeno, mercaptanos,
SO2, H2S, alcoholes mezclados también con agua salada, ya sea libre o emulsionada, en
cantidad variable. Como impurezas, se encuentran también diversas sales minerales
como cloruros y sulfatos de Ca, Mg y Fe, su color varia entre &mbar y negro (Servicio

Geolodgico Mexicano, 2017).

Dependiendo del nimero de 4tomos de carbono y de la estructura de los hidrocarburos
que integran el petrdleo, se tienen diferentes propiedades que los caracterizan,
determinando su comportamiento como combustibles, lubricantes, ceras o solventes

(Servicio Geoldgico Mexicano, 2017).

Las cadenas lineales de carbono asociadas a hidrégeno constituyen las parafinas;
cuando las cadenas son ramificadas se tienen las isoparafinas; al presentarse dobles
uniones entre los atomos de carbono se forman las olefinas; las moléculas en las que se
forman ciclos de carbono son los naftenos, y cuando estos ciclos presentan dobles

uniones alternas (anillo bencénico) se tiene la familia de los aromaticos.

Hay hidrocarburos con presencia de azufre, nitrogeno y oxigeno formando familias bien
caracterizadas, y un contenido menor de otros elementos. Al aumentar el peso molecular
de los hidrocarburos las estructuras se hacen verdaderamente complejas y dificiles de
identificar quimicamente con precision. Un ejemplo, son los asfaltenos que forman
parte del residuo de la destilacion al vacio; estos compuestos ademas estan presentes
como coloides en una suspension estable que se genera por el agrupamiento envolvente
de las moléculas grandes por otras cada vez menores para constituir un todo

semicontinuo .
24 PETR()LEO EN EL ECUADOR

El Ecuador cuenta con la capacidad de procesamiento de 175 mil barriles diarios en sus

3 refinerias (Esmeraldas, Shushufindi y La Libertad) que operan al 100% de su

6



capacidad, produciendo combustibles entre sus mas importantes la gasolina, diésel, jet
fuel y GLP, dichos derivados representan el 71% del consumo nacional energético del

pais.

IMPACTO DE LA ACTIVIDAD PETROLERA

Ecuador debido a la dependencia del petréleo, para generar ingresos estatales, se ha
visto limitado en la capacidad de sus gobiernos y analistas a no establecer una buena
relacion que cambien algunas realidades marcadas por la desigualdad o marginacion
econdmica, también se ha sometido a financiar la burocracia para invisibilizar efectos
colaterales, que se han dado en las fases de explotacion petrolera, al ser humano con la
migracion de los pueblos, la represion militar, la contaminacién al suelo y agua, y su

consecuente afectacion a la salud.

La actividad extractiva del petréleo tiene gran impacto en los elementos abioticos. Las
fases como la prospeccion sismica, desforestacion, perforacion y transporte generan
graves impactos sobre el suelo, el movimiento de tierra ocasiona procesos erosivos, la
disposicion de liquidos y materiales de manera incorrecta tales como los lodos de

perforacion y los residuos s6lidos contaminan el suelo.

El agua se ve afectada por el cambio de calidad de la misma, debido a la disposicion
incorrecta de desechos solidos y liquidos como el agua de formacion, que se produce
por miles de barriles, estos elementos se conservan por mucho tiempo en el agua

provocando grandes fuentes de contaminacion.

El aire es afectado por la quema de gas natural, donde los subproductos de la
combustion son liberados a la atmosfera mediante mecheros, esto produce la
contaminacion de poblados cercanos y en algunos casos aun no estando cerca, se ven
afectadas por las corrientes de aire. El aire también se contamina por el ruido emitido de

las turbinas en las plataformas y taladros de perforacion.

En la biodiversidad, las actividades petroleras tienen un impacto elevado, la flora se
somete a su deterioro y remocion que se ejecuta para ensamblar el taladro de
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perforacion y sus instalaciones (1 hectarea). La produccion natural vegetal se ve
reducida por la acumulacion de basura industrial, lodos de perforacion, materiales

solidos y quimicos, es decir, impide la secuencia evolutiva.

La fauna es comprometida debido al desplazamiento de las especies (aéreas y terrestres)
por trabajos de deforestacion para la construccion de plataformas, apertura de trochas y
caminos. Algunas especies se ven afectadas debido a la mala deposicion de residuos

solidos y liquidos resultante de las perforaciones en la zona.

Efectos sobre el suelo: las zonas ocupadas por pozos, baterias, playas de maniobra,
piletas de purga, ductos y red caminera comprometen una gran superficie del terreno
que resulta degradada. Esto se debe al desmalezado y alisado del terreno y al
desplazamiento y operacion de equipos pesados. Por otro lado, los derrames de petroleo
y los desechos producen una alteracion del sustrato original en que se implantan las

especies vegetales dejando suelos inutilizables durante afios (Greco, s.f.).

2.5 DERRAMES DE PETROLEO

Los derrames de petroleo a menudo ocurren debido a accidentes, cuando las personas
cometen errores o equipos se descomponen. Otras causas incluyen desastres naturales o
actos deliberados. Los derrames de petroleo tienen importantes efectos ambientales y

econodmicos.

Los derrames de petroleo también pueden afectar a la salud humana. Estos efectos
pueden depender de qué tipo de petrdleo se derram6 y donde (en tierra, en un rio o en el
mar). Otros factores incluyen qué tipo de exposicion y la cantidad de exposicion que
hubo. Las personas que limpian derrames estan en mayor riesgo. Los problemas pueden
incluir irritaciébn cutanea y ocular, problemas neurolégicos y respiratorios, y estrés

(MEDLINEPLUS, 2021).

2.6.1 Derrames en ambientes marinos.

El hidrocarburo vertido sobre la superficie del mar se extendera inmediatamente.

A causa de sus propiedades fisicas y quimicas, asi como las condiciones
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externas. Se extenderd de manera impredecible resultando un vertido no
homogéneo consistente en manchas espesas y grumos entremezclados con finas

capas oleosas (Manduca, 2000).

Al derramarse petroleo, el mar se ve afectado por varios cambios fisicos-
quimicos. Estos cambios hacen que los hidrocarburos presentes en el petrdleo se
volatilicen de la superficie del mar, mientras que otros cambios hacen que

perduren (Borrés, 2010).

El tiempo para que suceda los cambios fisicos-quimicos del petroleo, dependen,
de los procesos de meteorizacion que se pueden dar y de las caracteristicas del
crudo. Los procesos de meteorizacion pueden alterar las caracteristicas y
comportamiento del petrdleo en el ambiente marino, para la remediacion es
importante conocer estos procesos y como interactiian con el crudo (Manduca,

2000).

Los procesos de meteorizacion son los siguientes:

e Propagacionl.

Al principio, tras el derrame, los hidrocarburos comienzan a extenderse,
formando una mancha uniforme de color oscuro que se reduce gradualmente a
brillos finos iridiscentes o plateados en sus bordes. En este momento el factor
mas importante a la hora de considerar el tamafio de la mancha es el volumen de

hidrocarburo derramado.

Figura 1: Propagacion del petroleo, (



La viscosidad y la temperatura del agua del mar (teniendo en cuenta que si esta
es inferior al punto de fluencia dificilmente se propagaran) son los factores que

junto a la cantidad determinaran la viscosidad de propagacion (Silos, 2008).

Tabla 1: Relacion color mancha / espesor aproximado, (Adaptado de SILOS, 2008)

Espesor Volumen
Apariencia aporx. aprox.
(mm) (m*/km?)
Bandas de colores mates oscuros 0,00200 2,00
Bandas de colores crema claro 0,00500 5,00
Bandas de colores marrén oscuro 0,01000 10,00
Parches marrones claros y oscuros, zonas color negro 0,02500 25,00
Nodulos negros sobre fondo marrén 0,05000 50,00
Franjas marrones oscuro 0,10000 100,0
Franjas colores oscuros y negros 0,25000 250,0
Mancha compacta, colores café oscuros 0,50000 500,0
Mancha continua y totalmente negro 1,00000 1000,0
Fuertemente negro con ondulaciones amortiguadas 2,00000 2000,0
Fuertemente negro sin ondulaciones 3,00000 3000,0

o EvaporizacionEvaporacion del petroleo.

La evaporacion del petroleo desde la superficie del mar puede exponer a los
primeros equipos de respuesta e industriales a compuestos toxicos. Ademas, el
petroleo evaporado se puede foto-oxidar en aerosoles organicos secundarios y

ozono (Middlebrook et al, 2012)

Una vez el petrdleo estd en la superficie, el sol calienta la mancha y los
hidrocarburos mas ligeros empiezan a evaporizarse, y el petroleo residual, mas

pesado, continua en el mar.

Se ha demostrado que el 50% del petroleo crudo, puede perderse por

evaporacion entre las 24 y 48 horas posteriores al derrame. Los margenes van
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desde el 10 % para el fuel-oil pesado, hasta el 75% para el fuel-oil liviano,

gasolina o queroseno (Silos, 2008).

e Dispersion del petroleo.

El crudo que aln sigue en el agua, después de la evaporizacion, se somete a la
accion del sol, las corrientes marinas y vientos, lo que provoca la division del
crudo en miles de particulas, un porcentaje precipitan y otras se mantienen en la
superficie formando una capa. La velocidad de la dispersion, junto con la
evaporacion, determinan en gran parte la persistencia de los hidrocarburos sobre

la superficie del mar (Otero, y otros, 2014)

e Disolucion del petréleo.

La disolucion es el proceso por el cual las fracciones de menor peso molecular
del petrdleo se diluyen en el volumen de la columna de agua y en los alrededores
del derrame (Silos, 2008).

o  Emulsion del petroleo.

De acuerdo con Maria Martinez en el afio 2013, detalla que el oleaje hace que se
mezcle el petroleo con en agua formando una emulsion compacta en la

superficie. En el caso del petroleo pueden formarse dos tipos de emulsiones:

o Petroleo en agua

o Agua en petrdleo

En ambos casos va a ser el oleaje el responsable del fendmeno, pero sus

propiedades son muy distintas.

e Okxidacion del petroleo.

La oxidacion se define como la perdida de electrones por un dtomo. A veces la
oxidacion se define como un aumento del estado de oxidacion de un elemento.

Mientras que la reduccion se define como la ganancia de electrones en un atomo,
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a veces la reduccion se define como una disminucion del estado de oxidacion.
Las particulas de crudo reaccionan con el oxigeno, formando alquitrdn mientras

otras se disuelven por la accion de oxidacion (Nicasio, 2012) .

o Sedimentacion del petrdleo.

Consiste en el desplazamiento vertical hacia abajo de las particulas de
hidrocarburo. Depende de su densidad (respecto del agua), del tamafio de las

particulas y del estado de agitacion del mar (Arenas Camps, 2015).

2.6.2 Derrames en ambientes terrestres.

El tipo de suelo -arena, limo y arcilla- y la cantidad de materia organica existente
determinan el destino de los hidrocarburos del petroleo y la extension del dafio a

las plantas (Yu, Liuy Wu, 2013)

La contaminacion por hidrocarburos de petroleo ejerce efectos adversos sobre
las plantas indirectamente, generando minerales toxicos en el suelo disponible
para ser absorbidos, ademas, conduce a un deterioro de la estructura del suelo;
pérdida del contenido de materia organica; y pérdida de nutrientes minerales del
suelo, tales como potasio, sodio, sulfato, fosfato, y nitrato (Serrano, Torrado y

Pérez, 2013).

Ante la presencia de aceite, por ejemplo, un suelo arenoso saturado por este tipo
de derrame tiende a perder parametros como la permeabilidad o la
compactacion, puede llegar a sufrir variaciones cuyos comportamientos estan
asociados a la saturacion del aceite en el medio (Serrano, Torrado y Pérez,

2013).

Ademas, los suelos arenosos con concentraciones de aceites superiores hasta del
6% pueden reducir drasticamente la capacidad de carga de los suelos (Shin y

Das, 2001).

Los derivados de hidrocarburos -gasolina, queroseno, aceites, combustibles,

parafinas, y el asfalto, entre muchos otros- no solo impactan la capa superficial
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del suelo, también corren el riesgo de ser movilizados hasta aguas subterraneas
generando asi su contaminacion, o incluso pueden ser transportados por
escorrentia incrementado aun mas el dafio ambiental. Dicha contaminacion
afecta las condiciones fisicoquimicas de agua al presentarse una disminucion de
oxigeno disuelto debido a la reduccion de la transferencia de oxigeno entre la
fase atmosfera — agua, al igual que la entrada de luz al medio, lo que inhibe el
crecimiento de ciertas especies y disminuye la fijacion de nutrientes (Jiménez,

2006).

2.6.3 Derrames en ambientes fluviales.

El transporte y destino del petroleo y sus derivados en cuerpos de agua, esta
gobernado por distintos procesos fisico-quimicos y biologicos interrelacionados,
los cuales dependen de las condiciones hidrodinamicas, de los sedimentos
suspendidos, de los agentes ambientales y de las propiedades del petroleo. Una
vez que el petroleo ingresa al cuerpo de agua, se esparce generando una pelicula

sobre la superficie del agua (Hung Tao y Poojitha, 1988).

El petroleo forma una region fuente, que varia en el tiempo, es independiente de
la hidrodinamica del escurrimiento y depende de efectos gravitatorios, inerciales

y Viscosos, este proceso es llamado dispersion mecanica (Fay, 1971).

El 4rea ocupada por el derrame se moviliza también de acuerdo a las condiciones
advectivas del escurrimiento y del viento. Una parte de la masa de petrdleo se
pierde por evaporacion hacia la atmosfera, otra parte interactua con el agua por
disolucion. Si el escurrimiento presenta determinadas condiciones de turbulencia
una porcion del petroleo forma, por emulsion, pequefias gotas las que pueden
depositarse sobre el lecho. Cuando el petroleo alcanza los bordes del cuerpo de
agua, una parte del mismo queda sorbida a los sedimentos que la conforman. Al
mismo tiempo que ocurren los procesos descriptos, la cantidad de petroleo puede
aun reducirse por efecto de reacciones fotoquimicas y por degradacion biologica

(Hung Tao y Poojitha, 1988).
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2.6

De acuerdo con FAY en el afio de 1971, detalla que la dispersion mecanica es
mas relevante que la difusion horizontal debido a la turbulencia. Se establece un
balance dinamico de fuerzas en el proceso de dispersion, segun el cual la fuerza
gravitatoria y la de tension superficial, que tienden a aumentar el tamafio de la
mancha, son balanceadas por las fuerzas de inercia y de tension viscosa. Se

consideran tres fases en la dispersion mecanica:

o Fasel

El fluido ingresa al cuerpo de agua la diferencia de densidad entre el petrdleo y
el agua genera un gradiente de presion actuando en la direccion horizontal de la
mancha. La fuerza gravitacional es contrabalanceada inicialmente por la fuerza
de inercia que se opone al movimiento, efecto conocido como dispersion

inercial.

o Fase?2

Debido a la naturaleza dinamica del proceso, en la interfase agua-o6leo se genera
una fuerza contraria al movimiento debido al arrastre viscoso dando lugar a otra

fase llamada dispersion viscosa.

o Fase3

A medida que decrece la importancia de los efectos gravitatorios, la viscosidad
es balanceada por la tension superficial dando lugar al proceso de dispersion por

tension superficial.

TECNOLOGIAS DE REMEDIACION

Las tecnologias de remediacion representan una alternativa a la disposicion en tierra de

desechos peligrosos que no han sido tratados, y sus capacidades o posibilidades de

¢éxito, bajo las condiciones especificas de un sitio, pueden variar ampliamente (EPA,

2001).
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El uso de una tecnologia de remediacion en particular depende, ademas de los factores
especificos del sitio y de las propiedades fisicoquimicas del contaminante, de su
disponibilidad, de la fiabilidad demostrada o proyectada, de su estado de desarrollo

(laboratorio, escala piloto o gran escala) y de su costo (Sellers, 1999).

2.7.1 Clasificacion de tecnologias de remediacion

Es importante mencionar que cada una de estas clasificaciones proporciona
diferente informacion acerca de las tecnologias de remediacion. A continuacion,

se describen con mas detalle las clasificaciones:

o Estrategia de remediacion.

Segun (Van Deuren et al, 1997), las tres estrategias basicas que pueden usarse
separadas o en conjunto, para remediar la mayoria de los sitios contaminados

son:

o Destruccion o modificacion de los contaminantes.

Este tipo de tecnologias busca alterar la estructura quimica del contaminante.

o Extraccion o separacion.

Los contaminantes se extraen y/o separan del medio contaminado, aprovechando

sus propiedades fisicas o quimicas (volatilizacion, solubilidad, carga eléctrica).

o Aislamiento o inmovilizacion del contaminante.

Los contaminantes son estabilizados, solidificados o contenidos con el uso de

métodos fisicos o quimicos.

e Lugar de realizacion del proceso de remediacion.

Sellers en 1999 determina dos tipos de tecnologia explicadas a continuacion:
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o Insitu.

Son las aplicaciones en las que el suelo contaminado es tratado, o bien, los
contaminantes son removidos del suclo contaminado, sin necesidad de excavar
el sitio. Es decir, se realizan en el mismo sito en donde se encuentra la

contaminacion.

o Exsitu.

La realizacion de este tipo de tecnologias, requiere de excavacion, dragado o
cualquier otro proceso para remover el suelo contaminado antes de su

tratamiento que puede realizarse en el mismo sitio o fuera de él.

e Tipo de tratamiento

Tipo de tratamiento. Esta clasificacion se basa en el principio de la tecnologia de

remediacion y se divide en tres tipos de tratamiento

o Tratamientos biologicos (biorremediacion).

Utilizan las actividades metabodlicas de ciertos organismos (plantas, hongos,
bacterias) para degradar (destruccion), transformar o remover los contaminantes

a productos metabodlicos inocuos (Sellers, 1999).

o Tratamientos fisicoquimicos.

Este tipo de tratamientos, utiliza las propiedades fisicas y/o quimicas de los
contaminantes o del medio contaminado para destruir, separar o contener la

contaminacion (Sellers, 1999).

o Tratamientos térmicos.

Utilizan calor para incrementar la volatilizacion (separacion), quemar,
descomponer o fundir (inmovilizacion) los contaminantes en un suelo (Sellers,

1999).

Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de EE.UU en el afio 2001, detalla

que las tecnologias de remediacion pueden clasificarse con base en el tiempo
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que llevan en el mercado y al grado de desarrollo en el que se encuentran, en

tecnologias tradicionales y en tecnologias innovadoras:

o Tecnologias tradicionales.

Son tecnologias utilizadas comunmente a gran escala, cuya efectividad ha sido
probada. La informacion disponible acerca de costos y eficiencia es de facil
acceso. Entre las tres tecnologias tradicionales usadas con mayor frecuencia, se
encuentran: la incineracion in situ y ex situ, la solidificacion/estabilizacion, la

extraccion de vapores y la desorcion térmica.

e Tecnologias innovadoras.

Son tecnologias propuestas mas recientemente, que pueden encontrarse en
diferentes etapas de desarrollo (investigacion, escala piloto o gran escala). Su
limitado niimero de aplicaciones genera la falta de datos acerca de sus costos y
eficiencias. En general, una tecnologia de tratamiento se considera novedosa si

su aplicacion a gran escala ha sido limitada.

2.7.2 Tecnologias de remediacion bioldgicas (Biorremediacion)

El término biorremediacion se utiliza para describir una variedad de sistemas
que utilizan organismos vivos (plantas, hongos, bacterias, etc.) para degradar,
transformar o remover compuestos organicos toxicos a productos metabolicos
inocuos o menos toxicos. Esta estrategia biologica depende de las actividades
catabdlicas de los organismos, y por consiguiente de su capacidad para utilizar

los contaminantes como fuente de alimento y energia (Van Deuren et al, 1997).

Las rutas de biodegradacion de los contaminantes organicos, varian en funcion
de la estructura quimica del compuesto y de las especies microbianas
degradadoras. El proceso de biorremediacion incluye reacciones de oxido-
reduccion, procesos de sorcion e intercambio id6nico, ¢ incluso reacciones de
acomplejamiento y quelacion que resultan en la inmovilizacion de metales

(Eweis et al, 1998).
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La biorremediacion puede emplear organismos propios del sitio contaminado
(autoctonos) o de otros sitios (exdgenos), puede realizarse in situ o ex situ, en
condiciones aerobias (en presencia de oxigeno) o anaerobias (sin oxigeno)

(Eweis et al, 1998).

o Tecnologias in situ.

Las técnicas in situ buscan estimular y crear un ambiente favorable para el
crecimiento microbiano a partir de los contaminantes. Este objetivo
generalmente puede lograrse con el suministro de aire u oxigeno (bioventeo),
nutrientes (bioestimulacion), microorganismos (bioaumentacion) y/o humedad,

ademas del control de temperatura y pH (EPA, 2001).

o Bioventeo.

El bioventeo es una tecnologia relativamente nueva, cuyo objetivo es estimular
la biodegradacion natural de cualquier compuesto biodegradable en condiciones
aerobias. El aire se suministra en el sitio contaminado a través de pozos de
extraccion, por movimiento forzado (extraccion o inyeccion), con bajas
velocidades de flujo, con el fin de proveer solamente el oxigeno necesario para
sostener la actividad de los microorganismos degradadores (Van Deuren et al,

1997).

Se utiliza para tratar compuestos orgéanicos biodegradables semivolatiles o no
volatiles. Ademas de favorecer la degradacion de contaminantes adsorbidos, por
medio de su movimiento a través del suelo biologicamente activo (Eweis et al,

1998).

De acuerdo a (Eweis et al, 1998), los factores que pueden limitar la efectividad

del bioventeo son:

= Eltipo y la concentracion del contaminante.
= Falta de nutrientes;

= Bajo contenido de humedad
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= Dificultad para alcanzar el flujo de aire necesario

Es una tecnologia en la que los tiempos de limpieza pueden variar desde algunos
meses hasta varios afios, y sus costos de operacion varian entre 10 y 70
USD/m3. Esta tecnologia no requiere de equipo caro, pero los costos pueden
variar en funcion de la permeabilidad del suelo, espacio disponible, nimero de

pozos y velocidad de bombeo (Van Deuren et al, 1997).

o Bioestimulacion.

La bioestimulacion implica la circulacion de soluciones acuosas (que contengan
nutrientes y/u oxigeno) a través del suelo contaminado, para estimular la
actividad de los microorganismos autdctonos, y mejorar asi la biodegradacion de
contaminantes organicos o bien, la inmovilizacion de contaminantes inorganicos

in situ (Van Deuren et al, 1997).

Se ha usado con éxito para remediar suelos contaminados con gasolinas, COV,
COS vy pesticidas. Esta tecnologia no es recomendable para suelos arcillosos,
altamente estratificados o demasiado heterogéneos, ya que pueden provocar

limitaciones en la transferencia de O2 (Alexander, 1994).

De acuerdo a Alexander en el afio 1994, detalla los factores que pueden limitar

su aplicacion, incluyen:

= que el tipo del suelo no favorezca el crecimiento microbiano
= incremento en la movilidad de los contaminantes

= obstruccion en los pozos de inyeccion provocada por el crecimiento
microbiano.

La limpieza de una pluma de contaminacion, puede tomar varios afios. Su costo
oscila entre 30 y 100 USD/m3. La naturaleza y profundidad de los
contaminantes y el uso de bioaumentacion puede aumentar sus costos (Van

Deuren et al, 1997).
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o Bioaumentacion.

Esta tecnologia se utiliza cuando se requiere el tratamiento inmediato de un sitio
contaminado, o cuando la microflora autdctona es insuficiente en niimero o
capacidad degradadora. Consiste en la adiciéon de microorganismos vivos, que
tengan la capacidad para degradar el contaminante en cuestion, para promover
su biodegradacion o su biotransformaciéon. El tamafio del indculo a utilizar,
depende del tamafio de la zona contaminada, de la dispersion de los
contaminantes y de la velocidad de crecimiento de los microorganismos

degradadores (Riser-Roberts, 1998).

Antes de llevar a cabo la bioaumentacion en un sitio, deben realizarse cultivos
de enriquecimiento, aislar microorganismos capaces de cometabolizar o utilizar
el contaminante como fuente de carbono, y cultivarlos hasta obtener grandes

cantidades de biomasa (Alexander, 1994).

o Biolabranza.

Durante el proceso de biolabranza, la superficie del suelo contaminado es tratado
en el mismo sitio por medio del arado. El suelo contaminado se mezcla con
agentes de volumen y nutrientes, y se remueve periodicamente para favorecer su
aireacion. Las condiciones del suelo (pH, temperatura, aireacion) se controlan
para optimizar la velocidad de degradacion y generalmente se incorporan

cubiertas u otros métodos para el control de lixiviado (Riser-Roberts, 1998).

Los contaminantes tratados con éxito por biolabranza, incluyen diésel, gasolinas,
lodos aceitosos, creosota y coque, ademas de algunos pesticidas (Alexander,

1994).

La biolabranza debe manejarse con cuidado para prevenir la contaminacion de
acuiferos, superficies de agua, aire o en la cadena alimenticia. El mayor
problema es la posibilidad de lixiviados de los contaminantes hacia el suelo y el
agua. Otra limitante para su utilizacién, es que, por la incorporacion de suelo
contaminado en suelo limpio, se genera un gran volumen de material

contaminado. No es recomendable su uso para contaminantes diluidos, ni
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tampoco cuando no todos los contaminantes son biodegradables (Van Deuren et

al, 1997).

o Fitorremediacion.

La fitorremediacion es un proceso que utiliza plantas para remover, transferir,
estabilizar, concentrar y/o destruir contaminantes (organicos e inorganicos) en
suelos, lodos y sedimentos, y puede aplicarse tanto in situ como ex situ. Los
mecanismos de fitorremediacion incluyen la rizodegradacion, la fitoextraccion,

la fitodegradacion y la fitoestabilizacion (Hutchinson, Banks, y Schwab, 2001).

La rizodegradacion se lleva a cabo en el suelo que rodea a las raices. Las
sustancias excretadas naturalmente por éstas, suministran nutrientes para los
microorganismos, mejorando asi su actividad biologica. Durante la
fitoextraccion, los contaminantes son captados por las raices (fitoacumulacion),
y posteriormente éstos son traslocados y/o acumulados hacia los tallos y hojas
(fitoextraccion). En la fitoestabilizacion, las plantas limitan la movilidad y
biodisponibilidad de los contaminantes en el suelo, debido a la produccion en las
raices de compuestos quimicos que pueden adsorber y/o formar complejos con
los contaminantes, inmovilizandolos asi en la interfase raices-suelo (Sellers,

1999).

e Tecnologias ex situ.

Los procesos de biorremediacion ex situ, incluyen, procesos de biodegradacion
en fase de lodos, en donde el suelo se mezcla con agua (para formar un lodo),
microorganismos y nutrientes; y de biodegradacion en fase solida, en donde los
suelos colocan en una celda de tratamiento (composteo) o sobre membranas

impermeables (biolabranza), en donde se agrega agua y nutrientes (EPA, 2001).

o Biorremediacion en fase solida (composteo)

Las pilas estaticas (biopilas) son una forma de composteo en el cual, ademas de
agentes de volumen, el sistema se adiciona con agua y nutrientes, y se coloca en
areas de tratamiento (que incluyen alguna forma de aireacion y sistemas para

colectar lixiviados). Las pilas de suelo generalmente se cubren con plastico para
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controlar los lixiviados, la evaporacion y la volatilizacion de contaminantes,

ademas de favorecer su calentamiento (Eweis, 1998).

Segun (Van Deuren et al, 1997), Algunas limitaciones del proceso son:

= necesidad de espacio

= necesidad de excavar el suelo contaminado, lo que puede provocar la
liberacion de COV

= jncremento volumétrico del material a tratar

= no pueden tratarse metales pesados

De acuerdo a (Riser-Roberts, 1998), es una tecnologia que puede llevar desde
algunas semanas hasta varios meses. Los costos tipicos se encuentran entre 130

y 260 USD/m3, el costo del composteo esta en funcion de:

= la cantidad y fraccion de suelo a tratar

= disponibilidad de agentes de volumen

= tipo de contaminantes y proceso

= necesidad de tratamientos previos y/o posteriores

= necesidad de equipos para el control de COV

o Biorremediacion en fase de lodos (biorreactores)

Los biorreactores pueden usarse para tratar suelos heterogéneos y poco
permeables, o cuando es necesario disminuir el tiempo de tratamiento, ya que es
posible combinar controlada y eficientemente, procesos quimicos, fisicos y

biologicos, que mejoren y aceleren la biodegradacion (Riser-Roberts, 1998).

Uno de los reactores mas utilizados para biorremediar suelos es el biorreactor de
lodos, en el cual el suelo contaminado se mezcla constantemente con un liquido,

y la degradacion se lleva a cabo en la fase acuosa por microorganismos en
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suspension o inmovilizados en la fase solida. El tratamiento puede realizarse
también en lagunas construidas para este fin o bien en reactores sofisticados con

control automatico de mezclado (Alexander, 1994).

Los biorreactores de lodos aerobios, se utilizan principalmente para tratar HTP,
COS no halogenados y COV. Se utilizan también reactores secuenciales de
lodos aerobios/anaerobios para tratar BPC, COS halogenados, pesticidas y

desechos de artilleria (Van Deuren et al, 1997).

De acuerdo con (Riser-Roberts, 1998) y (Van Deuren et al, 1997), algunos

factores que pueden limitar el uso y efectividad de los biorreactores son:

= FE] suelo debe tamizarse

= Suelos heterogéneos y arcillosos pueden generar problemas de
manipulacion

= Los productos intermediarios pueden ser mas toxicos que el
contaminante original (en caso de explosivos o solventes clorados)

= Los residuos pueden requerir de tratamiento o disposicion final

o Tecnologias de remediacion fisicoquimicas.

Como ya se menciond, los tratamientos fisicoquimicos aprovechan las
propiedades fisicas y/o quimicas de los contaminantes o del medio contaminado
para destruir, separar o contener la contaminacion. Este tipo de tecnologias
generalmente son efectivas en cuanto a costos y pueden concluirse en periodos
cortos, en comparacion con las tecnologias de biorremediacion. Sin embargo, los
costos pueden incrementarse cuando se utilizan técnicas de separacion en las que
los contaminantes pueden requerir de tratamiento o disposicion (Van Deuren et

al, 1997).

o Remediacion electrocinética (RE).

La remediacion electrocinética es una tecnologia en desarrollo que aprovecha las

propiedades conductivas del suelo, cuyo objetivo es separar y extraer
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contaminantes organicos e inorganicos (metales) de suelos, lodos y sedimentos,
con el uso de un campo eléctrico que permite remover las especies cargadas
(iones). Implica la aplicacion de una corriente directa de baja intensidad entre un
electrodo positivo y uno negativo (Van Cauwenberghe, 1997) & (Paillat T. et al,
2000).

Los iones metalicos, iones amonio y compuestos organicos con carga positiva,
migran hacia el catodo; mientras que los aniones como el cloruro, cianuro,
fluoruro, nitratos y compuestos organicos cargados negativamente se mueven

hacia el anodo (EPA, 2001).

o Solidificacion/estabilizacion (S/E).

La S/E es un proceso en el que el suelo contaminado se mezcla con aditivos para
inmovilizar los contaminantes, disminuyendo o eliminando la lixiviacién. La
solidificacion se refiere a las técnicas que encapsulan (atrapan fisicamente) al
contaminante formando un material s6lido, y no necesariamente involucra una
interaccion quimica entre el contaminante y los aditivos solidificantes. La
estabilizacion limita la solubilidad o movilidad del contaminante, generalmente
por la adiciéon de materiales, como cemento Portland, cal o polimeros, que
aseguren que los constituyentes peligrosos se mantengan en su forma menos

movil o toxica (Sellers, 1999).

La S/E puede realizarse tanto in situ como ex situ. Para la S/E ex situ, el material
a tratar debe excavarse para tratarse, de manera que el material resultante sea
dispuesto. En la S/E in situ pueden utilizarse sistemas para cubrir los suelos
contaminados sin necesidad de excavar, de manera que el material se deja en el

mismo sitio (EPA, 2001).

Los COV tienden a volatilizarse durante el mezclado del suelo con los agentes
de solidificacion/estabilizacion, y generalmente éstos no son inmovilizados; la
profundidad a la que se encuentre el contaminante limita algunos procesos; el
material solidificado puede impedir el futuro uso del sitio; los metales volatiles
(Pb, Cd, As, Hg) pueden volatilizarse durante el tratamiento y no es

recomendable para sitios con mas de 25% de metales (Riser-Roberts, 1998).
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o Tratamiento quimico.

El tratamiento quimico, tipicamente involucra reacciones de oxidacion-
reduccion (redox) que convierten quimicamente compuestos toxicos o peligrosos
a compuestos menos toxicos o no peligrosos, que son mas estables, menos
moviles o inertes. Los agentes oxidantes mas usados para tratar contaminantes
peligrosos en el suelo, son el ozono, peroxido de hidrogeno, hipocloritos, cloro,
dioxido de cloro y el reactivo de Fenton (peroxido de hidrégeno y fierro). Este
método puede aplicarse in situ o ex situ en suelos, lodos, sedimentos y otros

solidos (Van Deuren et al, 1997).

Por este método pueden atacarse principalmente compuestos inorganicos. Sin
embargo, puede usarse con menor eficiencia para COV no halogenados y COS,
gasolinas y pesticidas. Puede ocurrir una oxidacion incompleta o formacion de
compuestos intermediarios, dependiendo del contaminante y el agente oxidante
usado; la presencia de aceites y grasas disminuye la eficiencia y los costos se
incrementan para altas concentraciones de contaminantes (Van Deuren et al,

1997).

o Separacion fisica.

Las técnicas de separacion buscan concentrar los contaminantes solidos por
medios fisicos y quimicos. La mayoria de los contaminantes organicos e
inorganicos tienden a unirse, quimica o fisicamente, a la fraccion mas fina del
suelo. Las particulas finas de arcillas y sedimentos pueden separarse de arenas y
gravas gruesas para concentrar los contaminantes en volumenes menores de
suelo. De esta manera, el volumen de suelo obtenido puede tratarse o disponerse

(EPA, 2001).

La separacion ex situ puede realizarse por varios procesos. La separacion por
gravedad (por diferencia de densidad entre fases) y la separacion por tamaiio de
particula (concentracion de contaminantes en volimenes menores) son dos
procesos bien desarrollados. En cambio, la separacion magnética (extraccion de
particulas magnéticas) es un proceso mucho mas novedoso que alin se encuentra

en desarrollo (EPA, 2001).
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e Tecnologias de remediacion térmicas.

Las tecnologias térmicas de separacion producen vapores que requieren de
tratamiento; las destructivas producen residuos solidos (cenizas) y, en ocasiones,
residuos liquidos que requieren de tratamiento o disposicion. Es importante
hacer notar que, para ambos tipos de tratamiento, el volumen de residuos
generados que requieren de tratamiento o disposicion, es mucho menor que el

volumen inicial (Van Deuren et al, 1997).

o Desorcion térmica (DT).

Los procesos de DT consisten en calentar (90 a 540 °C) el suelo contaminado
con contaminantes organicos, con el fin de vaporizarlos y por consiguiente
separarlos del suelo. El calor acelera la liberacion y el transporte de
contaminantes a través del suelo, para posteriormente ser dirigidos hasta un
sistema de tratamiento de gases con el uso de un gas acarreador o un sistema de

vacio. Es un proceso de separacion fisica no destructivo (EPA, 2001).

Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de EE.UU en el afio 2001,detalla
que con base en la temperatura de operacion, la DT puede clasificarse en dos

grupos:

= Desorcion térmica de alta temperatura (DTAT). Es una tecnologia a gran
escala en la cual los desechos son calentados a temperaturas que varian
entre los 320 y los 560 °C. Frecuentemente se utiliza en combinacion con

la incineracion o S/E, dependiendo de las condiciones especificas.

= Desorcion térmica de baja temperatura (DTBT). Los desechos se
calientan a temperaturas entre 90 y 320 °C. Es una tecnologia a gran
escala que se ha probado con éxito en el tratamiento de varios tipos de

suelos contaminados con HTP.

El proceso de DT puede aplicarse en general, para la separacion de compuestos
organicos de desechos, asi como para suelos contaminados con creosota e

hidrocarburos. Los sistemas de DTBT pueden usarse para tratar COV no
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halogenados y gasolinas y, con menor eficiencia, para COS. Los procesos de
DTAT se utilizan principalmente para tratar COS, HAP, BPC y pesticidas, pero
pueden aplicarse también para COV y gasolinas (Van Deuren et al, 1997).

o Incineracion.

En los procesos de incineracion tanto in situ como ex situ, se utilizan altas
temperaturas de operacioén que van desde los 870 a los 1,200 °C, con la finalidad
de volatilizar y quemar compuestos organicos y halogenados en presencia de
oxigeno. Generalmente se utilizan combustibles para iniciar el proceso de
combustion. Las eficiencias de remocion y destruccion de los incineradores
operados adecuadamente exceden el 99.99%. Sin embargo, los gases de
combustion generalmente requieren de tratamiento. Existen diferentes tipos de

incineradores (Van Deuren et al, 1997).

o Vitrificacion.

El proceso de vitrificacion puede llevarse a cabo in situ o ex situ, y utiliza una
corriente eléctrica para fundir los suelos contaminados con temperaturas que van
de 1,600 a 2,000 °C. Es un proceso de S/E que estabiliza la mayoria de los
contaminantes inorganicos y destruye los organicos. El producto de la
vitrificacion es un material cristalino quimicamente estable que no produce
lixiviados, en el cual quedan incorporados los compuestos inorgdnicos. Durante
el proceso, las altas temperaturas, provocan la destruccion o remocion de los

materiales organicos (EPA, 2001).

o Pirdlisis.

La pir6lisis es la descomposicion quimica de materiales organicos inducida por
calor en ausencia de oxigeno. El proceso normalmente se realiza a presion y
temperaturas de operacion mayores a 430 °C. Los hornos y equipos utilizados
para la pirdlisis pueden ser fisicamente similares a los utilizados para la

incineracion, pero se deben operar a temperaturas menores en ausencia de aire

(Riser-Roberts, 1998).
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De acuerdo a Kreiner en el afio 2002, describe que los productos primarios
formados de la pir6lisis de materiales organicos, en diferentes proporciones de

acuerdo con las condiciones del proceso, son:

= @ases residuales (metano, etano y pequefias cantidades de hidrocarburos
ligeros)

= Condensados acuosos y aceitosos

= Residuos solidos carbonosos (coque) que pueden usarse como
combustible

o Trenes de tratamientos.

En algunos casos, dos o mas tecnologias innovadoras o tradicionales pueden
usarse juntas en lo que se conoce como «trenes de tratamiento». Estos trenes de
tratamiento son procesos integrados o bien, una serie de tratamientos que se
combinan en una secuencia para proporcionar el tratamiento necesario. En
general, los trenes de tratamiento se emplean cuando no todos los contaminantes

en un medio particular, pueden tratarse con una sola tecnologia (EPA, 2001).

Segtn (EPA, 2001), un suelo contaminado con compuestos organicos y metales
puede tratarse primero por biorremediacion para eliminar los compuestos
organicos y después por S/E para reducir la lixiviacion de los metales. En otros

casos, un tren de tratamientos puede usarse para:

= hacer un medio mas facilmente tratable por una tecnologia subsecuente

= para reducir la cantidad de desechos que necesitan un tratamiento
posterior con una tecnologia subsecuente y mas costosa

= para disminuir el costo total del tratamiento

2.7  MICROORGANISMOS QUE DEGRADAN PETROLEO

Los microorganismos se adaptan o desarrollan su metabolismo en funcion de los

parametros fisico-quimicos (pH, temperatura, humedad) asi como de los compuestos
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quimicos que se encuentran en su ambiente inmediato. El petréleo y los hidrocarburos
se encuentran naturalmente presentes en el suelo, lo que ha permitido a muchos
microorganismos acostumbrarse a su presencia y utilizarlos para sobrevivir. En el caso
de los hidrocarburos, las bacterias gram negativas parecen encontrarse mas adaptadas a

estas fuentes de carbono (Venosa et al, 1999).

Es importante estudiar qué poblaciones existen en el suelo contaminado ya que estas
probablemente ya se habran adaptado al ambiente contaminado (Hanson et al, 1997).
Las poblaciones nativas pueden ser sensibles a la presencia y la actividad de
poblaciones extranjeras especializadas. Estas poblaciones, visto las diferencias
metabolicas, producen en algunos casos metabolitos e intermediarios toxicos para la
microflora nativa. Muchas veces también, estas poblaciones agregadas no se adaptan a
las condiciones del sitio contaminado y debido a ello, no realizan la descontaminacion
con la misma eficiencia con la que lo hacen las poblaciones nativas (Thomassin —

Lacroix et al, 2002).

2.8 BACTERIAS PSEUDOMONAS

Segun (Golovleva et al, 1990), las Pseudomonas son las bacterias més eficientes en la
degradacion de compuestos toxicos. La capacidad de estas bacterias para degradar estos
compuestos depende del tiempo de contacto con el compuesto, las condiciones

ambientales en las que se desarrollen y su versatilidad fisiologica.

Las Pseudomonas es un bacilo gram negativo aerdbico que existe en el suelo, pero
también en el agua dulce y salada. Este género consume todo tipo de sustratos organicos
como los azlcares y aminoacidos, alcoholes, hidrocarburos, acidos humicos e inclusive

algunos plaguicidas sintéticos (Davids, Flemming, y Wilderer, 1998).

Los microorganismos pertenecientes al género Pseudomonas son un grupo muy diverso
de bacterias Gram negativas en forma de varillas, con frecuencia moviles. Las
Pseudomonas se encuentran tipicamente en las plantas y en el suelo, donde actian como
actores clave en eventos cruciales para el medio ambiente, como el ciclo del carbono, el
ciclo del nitrégeno, la biodegradacion y la descomposicion. Se caracterizan por una gran

diversidad metabolica y contienen informacion genética necesaria para la produccion de
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vias enzimaticas responsables de utilizar una amplia gama de fuentes de carbono,
incluidos los compuestos que pocos otros organismos son capaces de degradar (Reuter,

2019).

Para que un hidrocarburo sea reconocido por un microorganismo como sustrato
utilizable por este mismo, los receptores localizados sobre la membrana celular deben
reconocer algunos grupos quimicos con el fin de adsorber las moléculas. Cuando un
hidrocarburo es demasiado soluble, penetra la membrana, la vuelve inestable y provoca
una lisis celular. Por esta razon es que muchos compuestos solubles son considerados

toxicos para las bacterias (Pieper y Reineke, 2000).

Ademas de su capacidad unica para degradar una miriada de compuestos organicos, las
Pseudomonas también son bien conocidas por su mayor tolerancia a condiciones
ambientales desfavorables al crecimiento de muchas otras bacterias. Estos incluyen
ambientes de salinidad moderada tales como agua marina, ambientes que contienen
sustancias toxicas tales como Compuestos Organicos Volatiles (VOC) entre otros, ¢
incluso condiciones de privacion de nutrientes que son inadecuadas para la viabilidad de
muchos microorganismos. La superioridad microbiana en el papel de la
Biorremediacion se atribuye a su tolerancia a los productos quimicos y ambientes

desfavorables (Reuter, 2019).

Por otro lado, los compuestos no toxicos son transportados selectivamente
(reconocimiento bioquimico) hacia el citoplasma de la bacteria y toman diferentes rutas
de metabolizacion. Pasando por varias etapas, el compuesto puede ser parcial o
completamente degradado o mineralizado. La mineralizacion implica la transformacion

total del reactivo en agua y dioxido de carbono (Harris, 1997).

Los hidrocarburos presentan la particularidad de adsorberse rapida y fuertemente a las
particulas del suelo. Esta peculiaridad junto con la gran variedad de hidrocarburos hace
necesario concebir consorcios bacterianos que logran trabajar juntos para la
descomposicion natural de los contaminantes. La degradacion de la gasolina alcanza un
nivel optimo al combinar apropiadamente los microorganismos, nutrientes inorganicos
y organicos y surfactantes, el todo asociado con buenas condiciones de oxigenacion

(Rahman et al, 2001).
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Existe una diferencia entre las tasas de degradacion de los contaminantes en estado puro
y aquellos que forman parte de una mezcla de hidrocarburos, como en el caso del diésel
y la gasolina. Para una degradacion mas rapida y completa es preferible degradarlos a
partir de su forma pura antes que en presencia de otros hidrocarburos (Greene et al,

2000).

La baja solubilidad de los hidrocarburos en medio acuoso necesita la accion de
surfactantes para incrementar su biodisponibilidad y su metabolizacion por los
microorganismos (Harris, 1997). Como el efecto de los emulsificantes quimicos sobre
las bacterias y la dispersion de los hidrocarburos no estd muy claro, es preferible
trabajar con cepas que producen un bioemulsificante a la vez que degradan los
hidrocarburos. Ha sido comprobado por varios autores que los surfactantes de origen
quimico pueden provocar una inhibicion del crecimiento de los microorganismos y una
disminucién del rendimiento de la biodegradacion. Su fuerte actividad tensoactiva
disminuye la estabilidad de las membranas celulares y produce una lisis celular. Sin
embargo, los biosurfactantes producidos por los microorganismos degradadores no son

toxicos para estos (Lepo ef al, 2001).
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CAPITULO III: METODOLOGIA

3.1 TIPO DE INVESTIGACION

El presente trabajo corresponde a una investigacion experimental, que se presenta
mediante la manipulacion de una variable no comprobada, en condiciones
rigurosamente controladas, con este fin se descubrira de qué modo se produce la

biorremediacién en ambientes contaminados con petroleo.

El investigador introduce determinadas variables de estudio manipuladas por él, asi

puede controlar la concentracion y su efecto en las condiciones planteadas.
3.2 POBLACION

La poblacion utilizada para esta investigacion estaba constituida por 10 000 mililitros de
medio acuso con glucosa y 5000 mililitros de medio acuoso con petroleo, elaborada en

el laboratorio a condiciones controladas.

Las bacterias Pseudomonas se obtuvieron de fosas sépticas y posteriormente se

realizaron cultivos de cepas bacterianas en cajas Petri.
3.3 MUESTRA

Las muestras utilizadas fueron 100 mililitro de medios acuosos para cada prueba

realizada.

Las muestras de Pseudomonas se aislaron en tubos de 20 mililitros con 10 mililitros de

medio bacteriano
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3.4 DISENO EXPERIMENTAL

Se disefid6 como un experimento factorial constando de tres factores, con diferentes
niveles. Este disefio permite el estudio de cada factor sobre la variable establecida y el

efecto de las interacciones.

3.4.1 Variable independiente

Las variables independientes utilizadas son:

= Tiempo, (horas)

= Dosificacion de Pseudomonas, (mililitros)

= Dosificacion de Petroleo, (mililitros)

Valores de los niveles para cada variable se muestra en la Tabla 2:

Tabla 2: Valores de los niveles y variables

Variable Niveles

Tiempo, (horas) 1,24 y48

Dosificacion de pseudomonas, (mililitros) 1,5y 10
5,10y 20

Dosificacion de hidrocarburos, (mililitros)

3.4.3 Variable dependiente

= Porcentaje de biorremediacion de Petroleo, en (%)

Se realizo 27 pruebas, combinando las variables y cada prueba se repitio 3 veces
para eliminar el porcentaje de incertidumbre, véase en la Figura 1.
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Figura 2: Esquema del disefio experimental en 100 mililitro de medio acuoso

Cantidad d.e.P.sendomonas 1 5 10
(mililitro)

C"‘“(";‘-fﬁftf:;’“” s|10|2|s|w|20|5 [0
Rl |R2 | R3|R4| RS| R6|R7| R8| RO

1 |RI| R2|R3|(|R4| RS|R6|R7| R8| RO

RI|RR| R3| R4 RS5|R6| R7| R8 | RO

RI0|RI1 [ R12| R13 | R14 | RI5 | R16 | R17 | R18

Tiempo de

Biorremediacion (horas) 24 (RI10| R11 | RI2| RI13 | R14 | R15 | R16 | R17 | R18

RI10 [ R11 [ R12 | R13 | R14 | R15 | R16 | R17 | R18

RI19 | R20 [ R21 | R22 | R23 | R24 | R25 | R26 | R27

48 | R19 [ R20 | R21 | R22 | R23 | R24 | R25 | R26 | R27

RI19| R20 [ R21 | R22 | R23 | R24 | R25 | R26 | R27

3.5 MATERIAL BIOLOGICO

La cepa bacteriana utilizada se obtuvo de fosas sépticas y se cultivo inicialmente en
Bacto Agar. A las 24 horas, la pureza del cultivo fue verificada por medio de un

microscopio y repartido en tubos de ensayos cerrados que contenian 10 mililitro de
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medio acuoso (MA) al 20% de glicerol y conservado a -17 % en un congelador

tradicional.

La cepa fue inoculada en un medio acuoso (MA) con el fin de realizar pruebas de la
densidad optica a 660 nm sobre un espectrofotometro, esto permitié llevar a cabo una
curva de crecimiento de la cepa dentro de las 48 horas posterior a su inoculacion desde

el medio solido (Bacto Agar) hasta el medio acuoso (MA).

3.5.1 Medios de cultivo

El cultivo en placas se realiz6 sobre un medio s6lido compuesto por:

15 gr/1de Bacto Agar (TCBS)

= 10 gr/1de triptona

= 5 gr/1de extracto de levadura

= 10 gr/1deNaCl

= Agua destilada

El cultivo se llevo a cabo en un medio acuoso (MA) compuesto por:

10 gr/1de triptona

= 5 gr/1de extracto de levadura

10 gr /1de NaCl

= Agua destilada

Las pruebas con petroleo se realizaron en un medio acuoso estandar (MAE)

compuesto por:

= Agua destilada
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3.6

Todos los medios fueron autoclavados a 100 °C y el medio acuso (MA) presentd

un pH neutro a partir de su preparacion.
3.5.2 Preparacion de cultivos

Veinticuatro horas antes de la inoculacion en el medio acuoso, se inoculd la cepa
en el medio solido en cajas petri para posteriormente ser incubadas en un horno
a 37 °C cerrado herméticamente. Luego de este lapso, los cultivos se observaron

en el microscopio para asegurar su pureza.

Se inoculd la cepa desde las cajas petri hasta los 10 tubos de ensayos, que
contenian ocho mililitros de medio acuoso y dos mililitros de glicerol cada uno,
el nuevo cultivo se conservd a -17 °C y asi se obtuvo 100 mililitro para las

pruebas.

Para inocular los medios en presencia de petroleos se prepard un medio con 100
mililitros de medio acuoso y todo se incubd a 37 °C previamente agitado.
Pasadas 24 horas se obtiene una muestra para asegurarse de su pureza y medir la
densidad optica (D.O.). Los cultivos se centrifugan a 10000 revoluciones por
minuto en una centrifuga Triac BC Clay Adams, con la finalidad de lavar las

células y descartar todo residuo en nuestro cultivo.

PRUEBAS EN MEDIO LiQUIDO

Se prepard 100 mililitros de medio acuoso, un mililitro de cultivo y 0,5 mililitros de

glucosa en los erlenmeyers de 250 mililitros. Posteriormente se anadio 5, 10 y 20

mililitros de petrdleo respectivamente, los erlenmeyers fueron agitados a 300

revoluciones por minuto e incubaron a 37 °C.

Se tomaron muestras de los erlenmeyers cada hora para examinarlas en el microscopio y

leer la medida de la densidad optica indirectamente seglin la presencia de petroleo en el

medio acuoso del cultivo.
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3.7

3.6.1 Lectura de la Densidad Optica indirectamente

Se utiliza este método para los cultivos con presencia de petroleo, esto debido a
que la emulsion formada interfiere con la medida de turbidez de las bacterias en
solucion. Para ello se toma una muestra de 10 mililitros de cada erlenmeyer y se

centrifugan cinco minutos a 10000 revoluciones por minuto.

El precipitado se diluy6 en cinco mililitros de agua destilada e introducidos en
un vortex para obtener una solucion homogénea y hacer la prueba de densidad
optica a 660 nandémetros en un espectrofotometro, siguiendo el mismo

procedimiento de la lectura de D.O. directa hecha al cultivo.
3.6.2 Evolucion microbiana (Analisis)

Se prepar6 en erlenmeyers de 220 mililitros de capacidad 100 mililitros de medo
acuoso, 1 mililitros de cultivo y 0,5 mililitros de glucosa sin afiadir petroleo, con
el objetivo de tomar muestras cada hora. Se realiza un andlisis de pureza a las
muestras en el microscopio y se determina la densidad 6ptica para tener una idea
de la evolucion bacteriana con el transcurso del tiempo que dura la

investigacion.

CUANTIFICACION DE PETROLEO BIORREMEDIADO

Para determinar el porcentaje de petrdleo se procedié a obtener muestras del medio

liquido de los erlenmeyers. Estas muestras se introducen en un agitador vortex para

homogenizar la solucion y posteriormente se tomo cinco mililitros y se procedio a poner

sobre el cristal del TOG / TPH Analyzer (InfraCal) para su analisis con un mililitro de

hexano. El resultado se obtiene en ppm.

3.8

EQUIPOS

¢ Balanza BLC-500. Apreciacion (0,1 — 500) gramos
% Espectrofotometro, HACH DR 2800
% TOG / TPH Analyzer, Infracal
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3.9

Azul de metileno

Macropipeteador, BOECO Germany
Pipetas, 0,5 — 1 — 10 mililitros
Termometros, 50 °C — 100°C — 200 °C

» Horno de laboratorio, T° max. 50 °C

Centrifugadora Clay Adams, rango hasta 12000 revoluciones por minutos
Autoclave, 40 litros

Erlenmeyers, 100 — 250 — 1000 — 2000 mililitros

Mechero

Probetas, 100 — 200 — 500 — 1000 mililitros

Vaso de precipitacion, 100 ml — 250 ml

Embudo de Laboratorio

Tubos de ensayos, 20 mililitros

Cajas petri de vidro, 20 mililitros

REACTIVOS

Bacterias Pseudomonas, procedente de fosas sépticas

Triptona

Extracto de levadura

NaCl

Bacto Agar

Glucosa

Agua destilada

Petroleo crudo liviano, 36° API procedente de Ancon de la provincia de Santa
Elena, Ecuador

Hexano

Glicerol
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 CULTIVO SOBRE UN MEDIO ACUOSO CON GLUCOSA

El seguimiento del crecimiento de las bacterias Pseudomonas permite hacer una
relacion con el tiempo que le toma a la cepa adaptarse en un nuevo cultivo, el lapso

necesario para dividirse y el periodo que se mantiene antes de la mortalidad.
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Figura 3: Curva de crecimiento de bacterias Pseudomonas, D.O. a 660 nm en funcion del tiempo

La Figura 2 muestra el crecimiento de las cepas de bacterias Pseudomonas en un medio
acuoso enriquecido desde un tiempo 0, obteniendo que desde la primera hora las
bacterias entran en las fases de adaptacion y division. Luego de nueve horas el

crecimiento de las bacterias es constante hasta las 24 horas de duracion de la prueba.
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La Tabla 3 muestra el parametro de la densidad optica (D.O.) inicial y final durante la

prueba de crecimiento de las bacterias en un medio acuoso, enriquecido con glucosa al

0,5%.

Tabla 3: Caracteristica de crecimiento de las bacterias Pseudomonas en un medio acuoso enriquecido

D.O. Inicial D.O. final
CEPA
t=0h) (t=24h)
Pseudomonas 0,028 8,57

4.2 RESULTADOS DE BIORREMEDACION DE PETROLEO

A continuacion, la Figura 3, muestra los porcentajes de biorremediacion que se

obtuvieron en diferentes tiempos y dosificaciones de Pseudomonas y petroleo.

Figura 4: Resultados de Biorremediacion, representados en porcentaje (%)

Cantidad de

Pseudomonas (mililitros) 1 : ke
Cantidad depetrdleo | 5 | 4 | 29 | 5 | 30 | 20 | 5 | 10 | 20
(mililitros)

023 | 0,09 | 0,03 | 1,13 | 0,95 | 0,41 | 1,92 | 1,63 | 1,25
1| 021 (009|003 (119|092 | 042 | 192 | 1,61 | 1,30

021 | 0,09 | 0,03 | 1,14 | 0,95 | 0,41 | 1,93 | 1,63 | 1,27

445 | 3,76 | 285 | 6,23 | 585 | 5,02 | 9,67 | 9.34 | 847

Tiempo de
biorremediacién 24 | 444 | 3,72 | 2,87 | 6,30 | 590 | 5,04 | 9,67 | 9,38 | 8,48
(horas)

450 | 3,75 | 2,79 | 6,27 | 591 | 493 | 9,69 | 9,29 | 845
446 | 3,72 | 282 | 6,26 | 586 | 507 | 9,70 | 931 | 846
48 | 445 | 3,74 | 2,84 | 6,31 | 5,89 | 5,04 | 9,69 | 9,32 | 8,50

451 | 3,73 | 2,73 | 6,229 | 585 | 5,08 | 9,72 | 9,29 | 848
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En la Figura 3, se observa que el mayor porcentaje de biorremediacion es de 9,72%, con
una dosificacion de 10 mililitros de Pseudomonas y 5 mililitros de petrdleo, tomando en
cuenta que, al tener el doble del volumen de bacterias sobre el volumen de petroleo, esto

no influye en la biorremediacion.

El analisis de los resultados muestra que la biorremediacion se da en las primeras horas
de la prueba, después de ese tiempo las bacterias no metabolizan adecuadamente la
fuente de carbono (petroleo), debido a que la bacteria es aerobia necesita una fuente de

oxigeno, teniendo en cuenta que el petroleo no contiene oxigeno.

12,00
10,00

8,00

6,00 =1 ml de Ps.

5 ml de Ps.

% Biorremediado

4,00
10 ml de Ps.

2,00

0,00
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (horas)

Figura 5: Porcentaje de biorremediacion en funcion del tiempo y dosificacion de Pseudomonas

En la Figura 4 se determinan los porcentajes de petroleo metabolizado por las bacterias,
al analizar los tres casos determinamos que al aumentar las dosificaciones de
Pseudomonas no es proporcional al porcentaje biorremediado, es decir, al tener 10 veces
la dosificacion de Pseudomonas el porcentaje de biorremediacion deberia ser 42% con
respecto a la dosificacion de un mililitro de bacterias que remedian el 4.2%, pero lo que
nuestros resultados de las pruebas arrojaron es que, con el aumento de 10 veces la

dosificacion se remedio el 9,72 %.
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Figura 6: Evolucion de crecimiento de bacterias Pseudomonas en medio acuoso con petroleo

En la Figura 5 se muestra el ritmo de crecimiento de las cepas de bacterias inoculadas
en un medio acuoso con petroleo, se obtuvo que durante las primeras siete horas las
fases de adaptacion y division se dieron de manera normal, es decir que la division
celular es viable para el crecimiento de la cepa bacteriana, dando como resultado una
mitosis acelerada debido al consumo de carbono presentes en el petroleo. En estas siete

horas se mantiene el niumero de bacterias vivas considerables para su division celular.

Transcurridas las ocho horas se obtiene que la lectura de la densidad optica ha cambiado
ligeramente, y empieza un crecimiento constante hasta las 48 horas de duracion de la
prueba. El crecimiento de manera constante indica que, el petréleo presente en las
pruebas, es toxico para la poblacidon bacteriana debido a que el nimero de bacterias

vivas va disminuyendo a causa de la lisis celular
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Figura 7: Evolucion de crecimiento de bacterias Pseudomonas en dos medios acuosos

En la Figura 6 se hace una comparacion de la evolucion del crecimiento de las bacterias
Pseudomonas en dos medios acuosos, con glucosa y petrdleo, resultando una gran
diferencia en las densidades opticas. En el escenario con medio acuosos con glucosa las
bacterias Pseudomonas metabolizan de manera acelerada el carbono presente en la
muestra, debido a que la glucosa contiene oxigeno y las bacterias son aerobias, y en el

medio acuosos con petroleo la metabolizacion del petroleo es deficiente.

En el microscopio se observdo muestras de los medios acuosos, se visualizo que al
transcurrir el tiempo las bacterias perdian movilidad hasta llegar a una etapa de lisis

celular.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

Las Pseudomonas presentaron un metabolismo acelerado en los medios acuosos

enriquecidos con glucosa debido a una cantidad extra de oxigeno presente en la glucosa.

El porcentaje biorremediado NO es el esperado, debido a que luego de siete horas la
falta de oxigeno en las muestras hace que la cepa bacteriana no se divida y esto evita

que continuie con su proceso de mitosis.

Por la lisis celular de las bacterias Pseudomonas NO es viable aplicar cultivos en
medios acuosos contaminados por petroleo debido a su toxicidad, matando la poblacion

bacteriana a partir de la séptima hora de incubacion.
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5.2 RECOMENDACIONES

Realizar cultivos sucesivos de Pseudomonas en presencia de hidrocarburos para tener

una mejor seleccion de cepas bacterianas con respecto a su capacidad metabolica

Constituir consorcios bacterianos capaces de biorremediar petréleo en medios acuosos.

Utilizar proteccion de bioseguridad nivel 2, para las pruebas con Pseudomonas en el

proceso.
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