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Resumen

RESUMEN

El suelo congtituye la parte superficid de latierra, proporciona los dimentos y sustento para la
supervivencia. En este trabgjo se caracterizé € suelo de tres estaciones contaminadas con
hidrocarburosdel @ea de Movimiento y Almacengje de Productos de la Refineria “Hermanos
Diaz’. Los principales resultados obtenidos demostraron una contaminacion por hidrocarburos
entre 5y 12 %, con un contenido de carbono organico variable entre 3y 7 %. La actividad
respirométrica del suelo tuvo un comportamiento diferente en las tres estaciones de muestreo,
siendo € tratamiento con nutrientes mas efectivo en la Estacion 2. En e ensayo de tratabilidad
en microcosmos para la Estacion 2, d tratamiento con nutrientes logré e porcentge de
biodegradacidn mas alto, con un 46,27 %, acanzandose la estabilidad de los resultados desde la
segunda semana de tratamiento.

ABSTRACT

The soil constitutes the superficid part of the earth, it provides food and sustenance for the
survival. In this work the soil of three polluted stations with hydrocarbons, of the area of
Products Movement and Storage of the Refinery “Hermanos Diaz", was characterized. The main
obtained results demonstrated a contamination with hydrocarbons between 5 and 12%, with a
content of organic carbon between 3 and 7%. The respirometric analysis of the soil had a
different behavior in the three sampling stations, being the treatment with nutrients more
effective in the Station 2. In the biotreatability assays in microcosms far the Station 2, the
treatment with nutrients showed the higher percentage of biodegradation, with 46,27%, being
reached the stability of the results since the second week of treatment.
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Introduccién

1. INTRODUCCION

El suelo es una capa de espesor variable que recubre las rocas sobre la superficie terrestre y que
evoluciona con € tiempo a velocidad y ritmos variables, para cada uno de los elementos que o
forman y sus interacciones. Tiene multiples usos € primero y esencia es € de soporte de toda
actividad humana. Posee valor urbanistico y no urbanistico, entre este Ultimo se encuentra su
vaor agricola como la principal fuente de aimentacion dd hombre; su vaor forestal y
ganadero; valor por sus recursos naturales; valor paisgjistico, historico, cultura y para preservar
au flora, faunay equilibrio ecoldgico (Lépez y cal., 2002).

La contaminacion del suelo ocurre por los aportes de materia organica e inorganica que rompen
el equilibrio norma entre e medio fisico, quimico y biolégico, compatible con la vida. Las
causas principales de la contaminacion de los suelos son e uso irraciona de pesticidas agricolas
no biodegradables y de fertilizantes minerdes, las lluvias &cidas, los desechos urbanos e
industriales que contienen metales pesados, grasas, detergentes, sales, microorganismos
patdgenos y compuestos derivados del petrdleo (Orozco y col., 2004).

Entre las digtintas tecnologias disponibles para la descontaminacion de un suelo, es importante
diferenciar aquellas que suponen € tradado del problema a otros compartimentos ambientales
(solucion temporal), de aguellas que suponen una verdadera solucion y que estan basadas en la
modificacion de los contaminantes en productos menos téxicos y gque constituyen una solucion
definitiva. La biorremediacion esta en esta Ultima categoriay se define como € uso combinado
de la capacidad metabdlica de los microorganismos pacterias fundamentalmente) y sistemas
ingenieriles para transformar y degradar contaminantes, acelerando € proceso de
biodegradacion natura (Vifias, 1999; Solanas, 2002).

El precio de recuperar |os ecosi stemas contaminados es incalculable. Por €lo, |os gobiernos, las
industrias y la sociedad han reconocido la necesidad de utilizar dternativas mas economicas a
los métodos tradicionales fisico — quimicos. No es de extrafiar que la biorremediacidn constituya
una de las metodologias en expansion, configurandose como una tecnologia muy competitiva,

entre otras ventagjas por su bajo costo (Vifiasy col.; 2001).

Las malas practicas en € mango de los hidrocarburos, los accidentes durante € transporte de
combustible y otros productos procesados, han traido como consecuencia problemas
ambientales en los que se ha hecho evidente la contaminacion de grandes extensiones de suelo
superficia y la afectacion de cuerpos de agua. (Vifias, 1999).

La Refineria de Petrdleo “Hermanos Diaz” de Santiago de Cuba posee areas extensas de suelo
contaminadas por hidrocarburos debido a la actividad que se desarrolla en édlas y que
comprende & amacengje de los petrdleos y derivados. El Centro de Estudios de Biotecnologia
Industrial (CEBI) gecuta con la Refineria “Hermanos Diaz” un proyecto dentro del Programa
de Medio Ambiente Recuperacion de Ecosistemas (Bahia) con € objetivo de estudiar la
degradacion del petréleo y sus derivados, aplicando técnicas de biorremediacion por la
necesidad de sanear |os ecosistemas impactados con hidrocarburos, respondiendo a un problema
ambiental ddl territorio.



Introduccién

Problema

¢Es posible utilizar la capacidad metabdlica de los microorganismos para biodegradar petroleo
en suel os contaminados?

Hipotesis
La estimulacion microbiana con nutrientes favorece |a biodegradaci on de petrdleo.

Objetivo general

Evaluar la degradacion microbiana de hidrocarburos en suelos contaminados utilizando ensayos
detratabilidad.

Obj etivos especificos

- Caracterizar e suelo del érea de Movimiento y Almacenge de Productos (MAP) de la
Refineria“Hermanos Diaz”.

- Determinar poblacién microbiana heterétrofa y degradadora de hidrocarburos en € suelo
contaminado.

- Redlizar laactividad respirométricadel suelo.

- Redlizar ensayos de tratabilidad de suelos contaminados aplicando la bioestimulacion en
MiCrocosmos



Revision Bibliogréfica
2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Sudo. Generalidades

El suelo es la parte superficia de la litosfera. Estd congtituido por una mezcla variable de
particulas minerales, materia organica, airey agua. Se forma através de un conjunto de procesos
fisicos, quimicos y biolégicos sobre € medio rocoso origina (meteorizacion), siendo € soporte
materia para € desarrollo de organismos vivos (Doménech, 2000). La cantidad de los
congtituyentes del suelo no es similar en todos, ya que varia on la locdidad (Alonso y cal.,
1974; Atlas y Bartha, 2002).

211 Estructuray composicion

Debido a la infiltracién de agua ed&fica, que produce una cierta meteorizacion quimica, asi
como a la actividad orgénica en € suelo, se desarrolla una estructura secuencial en capas u
horizontes seglin la profundidad. El conjunto de horizontes, denominado perfil, da idea de la
edtructura global del suelo. Los horizontes tienen dferentes propiedades fisicas y quimicas,
dependiendo dd proceso de formacion del suelo. Basicamente se distinguen tres horizontes; los
cuales de menor amayor profundidad se clasifican como:

Horizonte A: Esta congtituido de particulas minerales y materia organica fresca 'y parciamente
descompuesta. Es una zona del suelo donde se produce mucha lixiviacion, principamente de
sdesde hierro, aluminio y manganeso. Contrarrestando la acumulacion de materia organica
procedente de organismos vivos, tiene lugar una transferencia de compuestos organicos
sencillos hacia horizontes mas profundos. En este horizonte predominan los materiales silicicos.

Horizonte B Se produce una acumulacién de los compuestos de lixiviacién procedentes del
horizonte A. En esta zona tiene lugar una lixiviacion moderada y la oxidacion de materia
organica. Contiene oxidos de hierro (111), que provocan una coloracion amarillo - marron.
También, hay presencia de silicatos laminares.

Horizonte C: Es & més profundo y se caracteriza por lainexistencia de lixiviacion. En esta zona
de meteorizacion pobre, se observa la presencia de materia poco particulado.

En los tres horizontes, a causa de los procesos de oxidacion de la materia organica y de la
formacion de éxidos, hay un consumo neto de oxigeno edafico, lo que conlleva a ura reduccion
de este gas con la profundidad. Por € contrario, hay una mayor produccién de CO; pardelaala
disminucién de materia organica que se observa d aumentar la profundidad (Domenech, 2000;
Orozcoy cal., 2004).

2.1.2 Fraccion inorganica

La fraccién inorgénica constituye el 45 % de la composicion edafica. Segun e tamafio de las
particulas minerades, se pueden distinguir tres fracciones: la fraccién mas gruesa (arena), con
tamafio de particula entre 2 y 0.05 mm, la fraccién fina (limo) con tamafios comprendidos entre
0.05 y 0.002 mm, y la fraccion muy fina (arcilla), con tamafios inferiores a 0.002 mm. La
fraccion con particulas de tamafio superior a 2 mm, se denomina arena gruesa o grava.
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Comunmente, en € suelo existe ina mezcla de estas fracciones y la cantidad relativa de cada
unadeterminalatextura del sueo. A su vez latexturade un suelo condiciona su porosidad, que
es una medida del volumen de espacios por volumen de suelo. Normamente, del 40 a 60 % del
volumen del suelo son poros, por los cuales puede circular € airey € medio acuoso edéfico. Por
otra parte, € tamafio medio de los poros dd suelo determina su permeabilidad, es decir, la
velocidad con que d fluido acuoso y € are se mueven de las capas dtas del suelo a las més
profundas. Otro pardmetro que define latextura del suelo es su estructura, la cua indica cdmo se
unen las particulas edéficas entre si. Tanto la textura, porosidad, permeabilidad y estructura del
suelo en su conjunto, definen la capacidad del suelo de retener agua, airearse y poder cultivarse
(Alonso y col., 1974; NC 30:1999; NC 31:1999; Atlasy Bartha, 2002). EnlaTabla 1, seindican
algunas propiedades de |as distintas fracciones del suelo.

2.2 Contaminacion de los suelos por petréleo

El suelo es e componente del medio ambiente que ha sufrido un mayor deterioro en menor
tiempo S se compara con los factores. aire, agua y atmosfera, los cuaes han tenido mayor
atencién tanto desde € punto de vigta legidativo como técnico. Entre los contaminantes del
suelo se encuentran los hidrocarburos utilizados en las indudtrias, egpecificamente en las
refinerias (http://www.mejico.org/biorremediacion de suelos v _aguas-contaminadas.html,
marzo 2002; http://www.ceakumal .org/bcentro de-manegjo intregral de residuos cemir.html,
agosto 2002).

El petréleo es un liquido oleoso, bituminoso, de origen natural y composicion complga
Contiene béasicamente hidrocarburos (50 — 98 %), compuestos que contienen oxigeno, nitrégeno
y azufre y metales pesados como e vanadio. Los petroleos procedentes de diferentes depdsitos e
incluso de un mismo yacimiento se diferencian unos de otros por sus propiedades fisicas y
quimicas. Las propiedades dd petrdleo determinan la orientacion de su refinado e influyen de
forma decisiva en la calidad de los productos de petréleo obtenidos (Bogomélov y col, 1984).
Existen las més diversas clasificaciones quimicas, genéticas, industridles y comerciaes de los

petrdleos, entre elas, segin su densidad: ligeros 5 < 0.828, medios M= 0.828 — 0.884y

pesados ;s > 0.884; segn e contenido de azufre: poco sulfuroso (cortiene no més de 0.5 %

de azufre), sulfuroso (cortiene de 0.51 a 2.0 % de azufre) y atamente sulfuroso (contiene mas
de 2 % de azufre) (Sugiera y col., 1997; CPP, 2003).

Los compuestos del petréleo se dividen en tres grandes grupos por su estructura quimica:
hidrocarburos aiféticos o parafinas (os &omos de carbono estdn organizados en forma de
cadenas linedles o ramificadas (isoprenoides)); hidrocarburos diciclicos o naftenos (los aomos
de carbono forman un anillo o ciclo) y los hidrocarburos arométicos (son anillos derivados del
benceno sustituidos o no, smples o fusionados) (Young y Cerniglia, 1995; Breedveld y
Karesen, 2000; http://www.ingenieroambiental .com/informes/contaminacionhidrocarburos.htm,
julio 2003; http://biblioweb.dgsca.unm.mx/libros/microbios/Cap2.htm, enero 2004).

Los hidrocarburos arométicos se consideran los contaminantes naturales de origen
antropogénico de mayor interés, ya que por su estructura molecular son los mas dificiles de
degradar, permaneciendo durante largos periodos de tiempo sin sufrir modificaciones
estructurales, causa directa de su recacitrancia y resistencia a la degradacion microbiana.
Dentro de los hidrocarburos arométicos se incluyen los arenos o arométicos sustituidos,
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heterociclicos y poliaromaticos (Harayamay col., 1999; Yeongheey col., 1999; Golobocanin y
col., 2004).

2.3 Microorganismosdel suelo degradador es de hidrocar buros

Existe una gran diversidad microbiana en € suelo, entre bacterias (varios miles de millones por
gramo de suelo), actinomicetos, hongos y protozoos El nimero y tipo de microorganismos
presentes en € suelo depende de varios factores ambientales como nutrientes, humedad,
alreacion, temperatura, pH, précticas agricolas, entre otros (Alexander, 1977). En la Tabla 2 se
muestran los principales microorganismos degradadores de hidrocarburos. Entre los géneros de
bacterias mas citados se encuentran Pseudomonas y Baccillus, entre los hongos destacan los
géneros Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Phanerochaete y Pleurotas Estos dos ultimos se
agrupan en los conocidos hongos de pudricion blanca

Para que ocurra € proceso de biodegradacion es muy importante que exista poblacion
microbiana y que esté adaptada a sustrato, es decir, poseer |0s enzimas necesarios que catdicen
las reacciones de degradacion de los hidrocarburos Las poblaciones individuales pueden
metabolizar un nimero limitado de hidrocarburos y son las poblaciones mixtas las que pueden
degradar compuestos hidrocarbonados complgjos y mezclas de ellos en suelos y aguas
(Cerniglia, 1992).

2.4 Biorremediacion de suelos contaminados con hidrocar buros

La creciente demanda de energia en é mundo moderno ha determinado € uso intensivo del
petréleo y sus derivados como fuente energética. Muchos de sus componentes son empleados
como materia prima en las industrias quimicas y petroquimicas. Este aumento en la explotacion
del petroleo ha determinado la aparicion de continuas fuentes de contaminacion ya sea por
derrames de buques petroleros, en e proceso de extraccion, refinacion o transporte

(http://www.ingenieroambiental.com/informes/contaminacionhidrocarburos.htm,  julio 2003;
http://biblioweb.dgsca.unam.mx/libros/microios/Cap2/htm , enero 2004).

La biorremediacion es una tecnologia que utiliza la capacidad metabdlica de los
microorganismos  (bacterias, hongos, levaduras y dgas) y/o sistemas biol6gicos (enzimas)
para producir una transformacion parcia o total de contaminantes organicos. La transformacion
parcia es la obtencion de un compuesto menos toxico que e parental, mientras que la
mineraizacion o transformacion totad es la degradacién hasta dioxido de carbono, agua
(procesos aercbhios) y metano en condiciones anagrobias. El objetivo principa de la
biorremediacion es estimular los procesos biodegradativos que de forma natural tienen lugar en
los sstemas acudticos y terrestres (Maier y col., 2000).

24.1 Estrategias de biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos

L as estrategias de biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos se agrupan en dos
tipos: intrinseca o atenuacién naturd y dirigida. La primera se basa en la capacidad de las
poblaciones microbianas autdctonas para llevar a cabo, de forma natura y, smultanea los
procesos fisicos — quimicos de la transformacion de los contaminantes. En este caso la

participacion del hombre es de seguimiento y control del proceso. La biorremediacion dirigida
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consiste en provocar la bioestimulacion o bioaumentacion de las poblaciones microbianas
(Vifias y col, 2001; Solanas, 2002).

La biorremediacion por bioestimulacion se basa en estimular e crecimiento de los
microorganismos indigenos por la adicién de nutrientes (NOs™ y PQw> fundamental mente)
(Solanas, 2002), oxigeno y agua (en forma de HO- o por agitacion) (Trejo, 1997; Cabrerizo y
col., 1999). La biorremediacion por bioaumentacion consiste en inocular microorganismos
exdgenos con actividad biodegradativa, ya sea por adaptacion (Bossert y Bartha, 1984; Kerr y
Capone, 1998) o manipulacion genética (Haday Sizemore, 1981; Leahy y Colwdll., 1990; Ford
y col., 1999). Se aplica cuando la microbiota indigena esta muy deprimida o no existe (Vifiasy
col, 2001). Los microorganismos son introducidos en formulaciones liofilizadas mezc ladas con
nutrientes minerales (Kaushanskii y col, 1994) y PUTIDOIL, cultivo puro liofilizado de P.
putida mas nutrientes (Kaushanskii y col, 1994; Fonseca, 1998). La bioaumentacion ha sido
utilizada cominmente en la biorremediacion de aguas contaminadas y tiene la ventga, en
principio, de que no introduce nuevos elementos, sin embargo la proliferacion de
microorganismos trae consigo un aumento del consumo de nutrientes y oxigeno, pudiendo ser
necesario la utilizacion combinada de la bicaumentacion y la bioestimulacion (Solanas, 2002;
Pérez, 2003).

La biorremediacion, segin e modo de aplicacion de las técnicas, puede ser in situs serealiza
el tratamiento en € lugar donde se encuentra la contaminacion sin excavacion dd suelo; ex situ
s e suelo contaminado se tradada a una instalacion para su tratamiento u on site cuando el
tratamiento se realiza en la zona afectada con excavacion del suelo ( Tregjo, 1997; LaGregay col.,
2001; Atlasy Bartha, 2002; Solanas, 2002).

2.4.2 Tecnologias de biorremediacion de suelos contaminados con hidrocar bur os

Las principales tecnologias de biorremediacion para € tratamiento de suelos contaminados con
hidrocarburos son la Bioventilacidn, Biolabranza y Biopilas.

Bioventilacion (Bioventing) : La técnica de bioventilacidn es un tratamiento de biorrecuperacion
“in situ’. Se fundamenta en la ventilacion forzada del suelo mediante la inyeccion a presion de
oxigeno (aire) en la zona no saturada del suelo a través de pozos de inyeccion. La aireacion va a
favorecer la degradacion de los hidrocarburos por volatilizacion, facilitando la migracion de la
fase voldtil de los contaminantes, y por la actividad microbiana (Bossert y Bartha, 1984; Treo,
1997; Atlasy Bartha, 2002; Solanas, 2002; Orozco y col., 2003).

Biolabranza (Landfarming): Es unatécnica “ex situ” que se basa en la iemediacion superficial
gue consiste en esparcir los suelos contaminados excavados en una capa delgada sobre una
superficie, estimulando la actividad microbiana aerdbia mediante aireacion y/o adicion de
mineraes, nutrientes y humedad (Bossert y Bartha, 1984; Tregjo, 1997; Solanas, 2002; Orozco y
col., 2004).

Biopilas (Biopiles): La técnica de biopilas es un tratamiento de recuperacion “ex situ” en
condiciones no saturadas. La técnica se basa en la formacién de pilas no mayor de 2 metros de
dtura de materid biodegradable, formadas por suelo contaminado y materia orgéanica en
condiciones favorables para @ desarollo de los procesos de biodegradacion de los
contaminantes. Estas pilas pueden ser aireadas de forma activa, volteando la pila, o de forma
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pasiva, mediante tubos perforados de aireacion. Se estimula la actividad microbiana por adicion
de minerdes, nutrientes y humedad (Bossert y Bartha, 1984; Trejo, 1997; Jorgensen y col.,
2000; Solanas, 2002).

2.5 Fundamento bioquimico de la biodegradaciénde hidrocar bur os

El fundamento bioquimico de la biodegradacion son las reacciones de 6xido — reduccion de la
cadena respiratoria cuyo fin es la obtencion de energia. La cadena lainicia € sustrato organico
(hidrocarburos) que es externo ala cdlula'y que actia como donor de electrones. Los aceptores
de electrones cominmente utilizados por los microorganismos son oxigeno, nitrato, € hierro
(111), sulfato y € didxido de carbono. Cuando € oxigeno es utilizado como aceptor final de
electrones |os procesos de biodegradacion son de tipo aerobio.

Sustrato+ O, — biomasa+ CO2 + H20

S se utiliza otro diferente del oxigeno los procesos de biodegradacion son de tipo anaerobio
(Madigan 'y col.,, 1999; http://www.mejico.org/biorremediacion _de suelos v _aguas-
contaminadas.html, marzo 2002)

Sustrato + (NO*, SOZ, Fe**, Mn**, CO,) biomasa+ CO, + (N2, S?*, Fe?*, Mrf*, CHy)

25.1 Meabolismo microbiano de los hidrocarburos
25.1.1 Hidrocarburos alifaticos

Los hidrocarburos diféticos son los que se degradan con mayor rapidez. Existen tres vias
metabolicas fundamentales. |a oxidacion terminal, la oxidacion subterminal y la w-oxidacion
(que se deriva de la oxidacion terminal). En todas las rutas se oxida la molécula para
incrementar la solubilidad. La mayoria de los microorganismos emplean la oxidacion terminal
(Figura 7 donde convierten el nacano a correspondiente alcohol terminal por medio de una
monooxigenasa, que hidroliza €l carbono terminal. Los pasos posteriores convierten € nalcohol
en adehido (acohol-deshidrogenasa), y findmente en un &cdo graso (aldehido-
deshidrogenasa), € cud entra en la ruta de la b-oxidacién. También puede producirse una
oxidacion termina del &cido graso produciéndose un digcido (w-oxidacidn) que también se
incorpora en la b-oxidacion, mediante una descarboxilacion previa. (Parés y Juaréz, 1997;
Romantschuck y col, 2000). La formacion de acoholes secundarios es un proceso poco
frecuente y esté descrito en hongos del género Aspergillus y Fusarium y en géneros bacteriaros
como Bacillus sp. (Vifias, 1999).

2.5.1.2 Hidrocarburosarométicosy poliaromaticos

La metabolizacion oxidativa de los hidrocarburos aromaticos, poliarométicos (HPA) y sus
derivados conducen a compuestos que se incorporan facilmente a ciclo de Krebs (Figura 1). A
excepcion del naftaeno, € fenantreno y € antraceno, se conoce muy poco del metabolismo
microbiano de los HPA. En € caso de los monoarométicos la ruta del tolueno en una de las més
conocidas (Kastner, 2000). La mayor informacién sobre la degradacion bacteriana de
compuestos arométicos se ha derivado dd estudio en especies del género Pseudomonas, pero
también puede ser llevada a cabo por microorganismos corineformes, actinomicetos y
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posiblemente por miembros del género Spirillum y bacilos espordgenos facultativos (Pérez,
2003).

La degradacion aerobia de un compuesto aromatico implica la accién de monooxigenasas y
dioxigenasas que oxidan € anillo a un fenol dihidrico (Figura 1). El nimero de este tipo de
moléculas es relativamente pequefio en comparacion con la amplia variedad de sustratos
susceptibles de degradar. Se trata, por tanto, de vias catabllicas convergentes. Entre los
intermediarios a los que convergen taes vias hay que considerar tres como los més frecuentes:
el catecol (o-hidroxifenal), @ protocatecuato (&cido 3,4 dihidroxibenzoico) y € gentisato (&cido
2,5 dihidroxibenzoico) (Parés y Juarez, 1997). A diferencia de la degradacion aerobia, en
ambientes anaerobios la degradacion de compuestos arométicos implica la reduccion de los
dobles enlaces del nlicleo aromético. Anaerdbicamente |os compuestos arométicos pueden ser
oxidados a CO, por cultivos puros de bacterias fermentativas o por bacterias fototéfricas. En
cambio, las bacterias metanogénicas degradan los compuestos aromaticos en cultivos mixtos
(Parésy Juarez, 1997; Pérez, 2003).

El atague microbiano en HPA es mayor cuanto mayor es el nimero de anillos y sustituyertes en
lamolécula. (Alexander, 1981; Dagher y cal., 1997).

2.6 Factoresque afectan la biodegradacion de hidrocarburos en suelos

L a biodegradacién de hidrocarburos y contaminantes en generd depende de factores abioticosy
bi6ticos (Solanas 2002; Ercoli y col., 2002) y es un proceso que puede durar horas, dias, meses
0 afos segun las condiciones (Atlas, 1991). Los factores a considerar en un tratamiento
biolégico a suelos contaminados con hidrocarburos son: tipo y concentracion del contaminante;
concentracion de nutrientes oxigeno; condiciones ambientales, presencia de inhibidores;
biodisponibilidad del contaminante; poblacion microbianay cometabolismo (Young y Cerniglia,
1995).

2.6.1 Tipoy concentracion del contaminante

La biodegradabilidad de un compuesto organico se debe a que es utilizado por los
microorganismos como fuente de carbono (Solanas, 2002). Si € “sitio de accion o ataque’ del
enzima degradativo se encuentra bloqueado (isoprenoides o moléculas sustituidas con grupos
voluminosos (COOH, CHs), la reaccion no tendra lugar, disminuyendo entonces la actividad
biodegradativa. (Ercoli y cal., 2002). Los compuestos aiféticos se degradan facilmente, pero
cuando se incluyen como sudtituyentes alcanos de cadena larga, se forman estructuras
ramificadas estéricamente inaccesibles a la degradacion. De la misma forma, los compuestos
aiféticos insaturados se degradan més lentamente que |os saturados. Los compuestos arométicos
simples se degradan por la ruptura del anillo. La incorporacion de halégenos disminuye la
degradabilidad por estabilizacion del anillo aromatico (Leshy y Colwell., 1990; Vifias, 1999). El
orden decreciente en biodegradacion es, generalmente, en rralcanos > isoprenoides >arométicos
de bajo peso molecular > cicloalcanos > poliarométicos > moléculas polares (Leshy y Colwell,
1990).

Cuando la concentracion de contaminante es ata puede ocurrir inhibicién de la actividad
microbiana por toxicidad de la fuente de carbono (LaGrega y col., 2001). Se han registrado en
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ensayos de campo procesos bioldgicos a concentraciones de contaminantes de hasta 30 %. Por
encimadel 30 % lavelocidad de degradacion es muy baja pero no nula. Utilizando la técnica de
bicaumentaci 6n se ha aumentado la velocidad (Ercoli y col, 2002).

Con € tiempo se va modificando la composicion de los hidrocarburos por accién de los agentes
ambientales, la actividad microbiana y los diferentes procesos fisicos quimicos que tienen lugar.
Como resultado de élo @ contaminante se enriquece en compuestos pesados, mas dificiles de
degradar; por lo que la velocidad de transformacion disminuye con € enveecimiento de la
contaminacion (Fonseca, 1998).

2.6.2 Concentracion de nutrientes

El metabolismo exige fuente de carbono, nitrogeno y fosforo fundamentalmente.. La fuente de
carbono es e hidrocarburo y aporta e carbono necesario para producir compuestos celulares y
biomasa. La fuente de nitrégeno interviene en la sintesis e aminoécidos y enzimas. Dado que
la utilizacién de estos compuestos es muy répida, los suelos no acanzan a cubrir todas las
necesidades metabdlicas y deben ser incorporados en fertilizantes agricolas en forma de urea o
sulfato de amonio, no obstante en algunos estudios se ha utilizado nitrato (Solanas, 2002). La
fuente de fésforo actlia en la formacion de los compuestos energéticos celulares que se utilizan
en los procesos de sintesis y degradacion. La dosificacion de nitrégeno y fésforo se realiza en
funcion de la concentracion de carbono conuna relacion C:N:P - 100:10:1 (Vifies y col., 2001;
Juteau y col., 2003).

2.6.3 Oxigeno

La mayoria de los procesos de biodegradacion de hidrocarburos ocurre por via aerobia. En los
procesos de campo la aireacion se produce por remocion del suelo con herramientas agricolas o
por inyeccion de aire (Vifias, 1999; Atlasy Bartha, 2002).

2.6.4 Condiciones ambientales
2.6.4.1 pH, humedad y temperatura

El pH dd suelo es importante para €l desarrollo de los microorganismos degradadores, sendo
los més adecuados los comprendidos entre 6 y 8 unidades. Cuando € pH excede de 8 unidades
se debe disminuir e mismo mediante adicion de azufre a suelo (Ercoli y col., 2002). Si es

menor de 6 se puede incrementar mediante la incorporacion de carbonato o hidréxido de calcio
(Leshy y Colwell., 1990; Young y Cerniglia, 1995; Maer y col., 2000; Solanas, 2002;
http://www. mejico.org/biorremediacion de suelos y aguas-contaminadas.html, marzo 2002).

El agua, a formar parte del protoplasma bacteriano, actla como medio de transporte a través
dd cua los nutrientes y oxigeno son movilizados tasta € interior de las células (Schlegedl,
1997). Es conveniente mantener una humedad del orden del 70 % de la capacidad de campo. Un
exceso de humedad reduce la concentracion de oxigeno en el suelo eimpide € desarrollo
adecuado de los microorganismos (Vifias, 1999; Ercoli y cal., 2002).
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La temperatura influye en la velocidad de degradacion dependiendo de tipo de
microorganismo. ComUnmente las temperaturas mas adecuadas se encuentran entre 15 C y 45
°C, (microorganismos mesofilos). La velocidad de degradacion aumenta con la temperatura, por
lo que un incremento de la misma es til. Sin embargo cuando supera los 40 < ocurre una
disminucién de la actividad microbiana por desnaturalizacion de los enzimas, o se produce una
rotacion poblaciona hacia especies mas resistentes a las dtas temperaturas (Semple y col.,
2001). Durante e canbio de poblaciones disminuye la actividad microbiana (Young vy
Cerniglia, 1995; http://www. mejico.org/biorremediacion_de suelos v _aguas
contaminadas.html, marzo 2002).

2.6.5 Presenciadeinhibidores

Los metdes pesados y las sales inorganicas a atas concentraciones son toxicas a los
microorganismos y actlan como inhibidores, disminuyendo la velocidad de degradacion
significativamente, a menos que se disponga de microorganismos blerantes en € lugar de
tratamiento o se haya producido una bioaumentacion de la poblacién con consorcios resistentes.
En € caso de los metdes se puede aumentar € pH del suelo parainmovilizarlos y asi reducir la
toxicidad sobre los microorganismos (Pérez, 2003).

2.6.6 Biodisponibilidad

El término biodisponibilidad se refiere ad contacto entre € compuesto quimico y € sistema
biolégico parainducir cualquier efecto (Mahro, 2000).

La metabolizacion y biodegradacion de las diferentes moléculas de hidrocarburos esta
condicionada a su disponibilidad como sustrato por parte de la c8ula microbiana; es decir, que
la molécula pueda penetrar hacia € interior de las células. Un requisito indispensable para que
las moléculas estén més accesibles a las células microbianas en su solubilizacion en € sistema
acuoso de cultivo. La solubilidad de los hidrocarburos disminuye con e aumento del peso
molecular, nimeros de anillos en los HPAS, sudtituyentes y ramificaciones en las cadenas
carbonadas (Leahy y Colwell., 1990; Klein, 2000). Ura estrategia muy utilizada para aumentar
la solubilidad y biodisponibilidad de los hidrocarburos es la utilizacién de tensoactivos
sintéticos (etoxilados, bencenosulfonatos) y microbianos (ramnolipidos, lipopéptidos y
emulsanos) (Thiem, 1994; Abaas, 2004).

2.6.7 Poblacion microbianay cometabolismo

Los microorganismos pueden degradar hidrocarburos en forma de cultivos puros, mixtos o
consorcios (Vifias, 1999; Fonseca, 1998). Cuando se trata de los Ultimos, se establece una
complgja interaccion de las especies microbianas. En una mezcla de poblaciones microbianas
los consumidores primarios inician € proceso de degradacion y los consumidores secundarios
utilizan los productos metabdlicos de los primeros para degradarlos. Ademas pueden fecilitar el
crecimiento de los primarios, suministréndoles productos metabdlicos (como factores de
crecimiento), diminando téxicos mediante cometabolismo y produciendo intercambio de
materia genético (Alexander, 1994; LaGregay col., 2001). El cometabolismo es € proceso a
través del cual algunos componentes organicos, que |os microorganimos no pueden degradar s
se hallan como Unica fuente de carbono, son transformados en presencia de otro sustrato (co —
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sustrato) natural adiciona, por gemplo azlicares. En habitats raturales puede suceder la co —
utilizacion simultanea por bacterias aerobias heterétrofas, de muchos sustratos diversos
(Bordons y Constantin, 1999; LaGrega y col., 2001). El solvente tricloroetano (TCE),
compuesto carcinogénico y resistente a la biodegradacion, puede ser degradado
cometabdlicamente por bacterias metanogénicas que crecen en metano (CH4) como Unica fuente
de carbono (Alexander, 1994). El tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos
requiere una concentracion minima de microorganismos hidrocarbonoclastas  de 10° a 10*
UFC/g sudlo y de microorganismos heterétrofos totales de 10° a 10° UFC/g de suelo. Si esta
masa critica no fuera suficiente se pueden incorporar microorganismos a suelo mediante
inoculacién o biocaumentacion. También se puede lograr un incremento importante estimulando
la poblacion microbiana existente por incorporacion de nutrientes (Solanas, 2002).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Origen ytoma delasmuestras

Las muestras proceden de sudos contaminados con hidrocarburos del Area Movimiento y
Almacenge de Productos (MAP) de la Refineria de Petréleo “Hermanos Diaz”. Las estaciones
de muestreo (Figura2 y 3) seleccionadas son las siguientes:

Estacion 1: Levy del tanque 12
Estacion 2: Levy del tanque 5
Estacion 3: Levy dd tanque 4

La toma de muestras se rediz0 entre las 9:00 y 11:00 am, gplicando la técnica de cuarteo
(Alexeiev, 1978), tomadas a una profundidad de 5.0 cm. Las muestras s homogenizanen un
tamiz 0.42 mm

3.2 Disefloexperimental

Se redizan 4 tratamientos. suelo natural (B), suelo con glucosa (G), sueo con nutrientes (N) y
suelo con glucosay nutrientes (G + N). El tratamiento se redliza durante 8 semanas, evaluando
la Materia Orgénica Extraible (MOE) del suelo cada semana. Los datos se procesan usando €
software estadistico STATGRAPHICS Plus5.1. Cada tratamiento fue evaluado por triplicado.

3.3 Caracterizacion delos suelos

Latierrafue sometida aun andisis granulométrico realizado en e Laboratorio de Geologia Elio
Trincado de la Empresa Geominera Oriente.

3.3.1 Ensayorapido de aireacion de suelos

Para redlizar € ensayo se dobla un papd de filtro a lo largo de sus didmetros y se colocan dos
muestras de suelo punta de una espétula) en los extremos opuestos del papel. Se afiaden dos
gotas de HCl c(x/Z )=0.1 N a cada una de las muestras y una gota de la disolucién de Tiocianato
de potasio KCNS) y otra de Hexacianoferrato (111) de potasio KsFe (CN)s) en las zonas
himedas. La aparicion de coloracidn roja con KCNS indica la presencia de hierro férrico. La
aparicion de color azul conKsFe (CN)g, indica la presencia de hierro ferroso.

3.3.2 Determinacion de la capacidad de campo

Se dispone de wna cantidad de tierra conocida, secada previamente a 105 °C, sobre un embudo
con papdl de filtro para impedir € paso de la tierra (el peso del papel de filtro debe tenerse en
cuenta). Se riega € sistema con agua destilada hasta quedar completamente empapado. Cuando
cesad goteo de agua por € embudo se pesa € conjunto del papel con la tierra himeda.
Descontando de este valor € peso de latierrasecay d peso del papel de filtro (realizando todo
€l proceso gin tierra) se obtiene & peso dd agua que retiene la muestra de tierra. La capacidad
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de campo en porcentge se obtiene d dividir € peso de agua retenida entre la cantidad de tierra
seca dispuesta por 100.

3.3.3 Determinacion de sdlidostotales, fijosy volatilesy contenido de humedad

Se pesa la cgpsula vacia enbalanza andliticay se le afiade 1 g de tierra, tomando este valor. Se
colocala muestra en la estufa a 105 °C por 1 hora para eliminar € contenido de agua, hasta peso
constante. Enfriar en desecadoray pesar, anotando € valor. Determinar solidos totales. Luego
se coloca la muestra en la mufla a 550 °C durante 1 hora hasta peso constante para eliminar la
materiaorgénica. Anotar e resultado. Determinar solidos totales fijos.

Los caculos se redlizan segun las siguientes formulas:

Solidos totaes

Ps(105°C).

% ST = 00
Pmuestra

Solidos totaes fijos

_ Ps(s50°C).
Ps(105°C)

% STF

Sdlidos volétiles

Ps(105°C) - Ps(550°C)
Ps(105°C)

%SV = 100

Contenido de humedad

% humedad = 100 - % ST

Donde:

PS(105°C) es &l peso seco delamuestra en |a estufa (Q)
PS(550°C) esd residuo delamuestra en lamufla (g)
Pmuestraes e peso inicial de la muestra de tierra ()
3.34 Determinaciondd pH dd sueo

Se pesan 10 g de suelo y se vierten en un matraz de 50 mL. Se afladen 25 mL de agua destilada
Seagitande 20 a 30 minutos aintervalos regulares. Se mide & pH de la suspensién acuosa.
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3.3.5 Determinacién del contenido de hidrocarburos

El contenido de hidrocarburos se determina como materia organica extraible (MOE) mediante
extraccion en Soxhlet con n-hexano. El solvente se evaporay se calculala MOE como:

%MOE = (Ppsm—Ppy) ~ 100

Donde:
Po+m€s € peso del baldn con materia organica luegp de la destilacion (g)

Pov €s e peso del balon vacio ()
3.3.6 Determinacion il Carbono Organico Total (COT)
Seredliza por  méodo de Walk ley — Black (Jackson, 1979). El COT se determina:
Porciento de carbono organico
%coT=10 &- 1913
e Sg
Donde:
T mL de Sal de Mohr consumidos en la valoracion de la muestra
S mL de Sal de Mohr consumidos en la valoracion del blanco

1.34 es un factor que relaciona la concentracion del dicromato de potasio con la masa de
muestray la masa atdmica del carbono (Jackson, 1979).

3.3.7 Determinacion dela conductividad eléctrica de las muestras de suelo

La conductividad se determina mediante celdas conductimétricas en un extracto de suelo con
unarelacion suelo/agua 1/5 (mVV). Se pesan 10 g de suelo y se colocan en un erlenmeyer de
100 mL. Se afiaden 50 mL de agua detilada y se agita fuertemente cada 10 minutos durante 1

hora. Se dga reposar 10 minutos para que & suelo sedimente y posteriormente se filtra sin
perturbar la suspensidn a través de un papel. Los primeros i de filtrado se desprecian S estan
turbios y se determinala conductividad del extracto con € conductimetro.

3.3.8 Deeminacion de nitratos

La determinacion de nitrogeno como nitrato por € método espectrofotométrico UV es rapida
(=220 nm). En caso de que exista materia organica en lamuestras se leea220 nmy 275 nm, lo
que permite que se realice la correccion de las lecturas (APHA, 1998). En € andlisis se utiliza

CuS0O; . 5H,0 (5:1000) como solucion extractora, la técnica se desarrolla segin Jackson, 1979.
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3.3.9 Determinacién defosfato

Se determina empleando € método espectrofotométrico por formacion de un complgo
coloreado heteropoliacido molibdofosférico conocido como azul de molibdeno, formado con €

reactivo molibdato de amonio en medio neutro, € cua presenta un maximo de absorcion a 590
nm. La estabilidad del complgjo se alcanza a partir de los 30 minutos (APHA, 1998). En €

andlisis se utiliza H2SO4 c(x/Z)=0.002 N como solucién extractora (Jackson, 1979).

3.4 Determinacion de poblacion microbiana heterétrofa y degradadora de
hidrocarburos

3.4.1 Determinacion microbiologica de poblacion microbiana heter 6trofa

1 g de suelo se afiade en 9 mL de solucion sdlina NaCl 0,9 %; se agita vigorosamente en vortex
durante 2 minutos. 1 mL de la fase acuosa se aflade a 9 mL de caldo nutriente. Incubar de 24 a
48 horas. La aparicion de turbidez respecto a tubo control (cado sin inocular) es prueba
positiva de existencia de poblacion microbiana heterétrofa. Con las muestras positivas se
prepara el banco de diluciones para el recuento de viables en placas de Agar Triptona Soja, Agar
Saboreaud y Agar Czapeck para determinar bacterias, levaduras y hongos respectivamente
(Madigan y col., 1999).

3.4.2 Determinacion de poblacion microbiana degradadora de hidrocarburo

La poblacion degradadora de hidrocarburos se determina a partir de los resultados positivos en
el ensayo anterior.

1 mL de la fase acuosa se afiade en 9 mL de medio nitrogenado (Rice and Hemmingsen, 1997).
Se afiade 1 mL de fuente de carbono (petroleo, diesd, kerosing, nafta) y se incuba durante 24 a
48 horas. La aparicién de turbidez indica presencia de microorganismos degradadores del
hidrocarburo usado como fuente de carbono. Con las muestras positivas se prepara € banco de
diluciones para € recuento de viables en placas de Agar Triptona Soja, Agar Saboreaud y Agar
Czapeck para determinar bacterias, levaduras y hongos respectivamente (Madigan y col., 1999).

3.5 Deerminacion dela actividad respirométrica del suelo (evolucién de CO»)

En un recipiente de vidrio con cierre hermético se disponen 10 g de tierra contaminada. Se
proceden a hacer |os siguientes tratamientos:

Tratamiento |. Muestra natural (B).
Tratamiento I1. Se afiade alatierra2 mL de solucion de glucosaal 1% (G)

Tratamiento |l1. Se afiade a la tierra 2 mL de nutrientes (3.4 g NaNOs y 0.56 g KzHPO4 / 100
mL agua) (N)

Tratamiento |V. Se afiade alatierra 2 mL de solucion de glucosa con nutrientes (1 g de glucosa,
3.4 gNaNG; y 0.56 g K;HPO,4 / 100 mL agua) (G + N)
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Cada tratamiento se redliza por triplicado. En € recipiente se dispone un via con 10 mL de
NaOH ¢(x/Z')=0.2 N para absorber & CO, producido por la actividad microbiana del suelo.
Semanamente, durante 5 semanas, se valora la cantidad de NaOH remanente con HCl ¢(x/Z)=
0.1 Ny sereemplaza por otro vial con 10 mL de NaOH. Previo ala valoracién se afiaden 10 mL
de BaCk c(x/Z)= 0.2 N para precipitar los carbonatos (Alexeiev, 1978) y 3 gotas de
fenolftaleina como indicador. Los moles de CO, se cal culan seguin la siguiente ecuacion:

n(co,)=|v(on" ) cloH |- [v(H*) cH")

Donde:

n(CO2) son los mol de CO; producidos

V(OH") es e volumen deNaOH que contiene € vial (L)
c(OH") esla concentracion de NaOH (mol/L)

V(H") esd volumen de HCI consumido en lavaloracion (L)
c(H") esla concentracion de HCI (mol/L)

3.6 Ensayosdetratabilidad de suelos en microcosmos

Se afiaden 400 g de tierra en bandgjas de duminio (Figura4) y se procede a redlizar los cuatro
tratamientos ya descritos en @ ensayo de actividad respirométrica del suelo (Materides y
Métodos 3.5). Se riegan las bandgias con 100 mL de las soluciones de glucosa, nutrientes y

glucosa con nutrientes. Semanalmente se procede a determinar la materia organica extraible
como se describe en la técnica de determinacion del contenido de hidrocarburos. Los ensayos se
realizan por triplicado durante 8 semanas.

3.7 Equipos. Materialesy reactivos

3.7.1 Equipos

Estufa LABORGERATE BERLIN

Balanza andlitica SartoriusBP 121 S

Mufla SELECTA. Made in E.EE.C.

pHmMetro PRACITRONIC Dresden. Made in GDR
Baanzatécnica LB — 1050 Made in Hungary

Vortex Heido/ ph Made in Germany

Pancha de calentamiento Veb Beban Alemania

Conductimetro EC 215 Hannainstruments Madein Italy
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Espéctrofotometro PHARMACIA LKB — ULTROSPEC 1|

M ateriales utilizados
Espéula
Espatula de Drigal ski

Tubos de ensayo con tapa de rosca
Placas Petri
Matraces aforados
Capaulas de porcelana
Vidriorelgj
Pinzas
Embudos de gravedad
Papel defiltro
Equipo de destilacion Soxhlet
Balones de destilacion
Micropipetas Eppendorf
Pipetas graduadas
Buretas
Vasos de precipitado
Matraces erlenmeyers
Tamiz 042 mm OGAWA SEIKI CO. LTD. Japon
Bandgjasde aduminio
Envases de cristal con cierre hermético
3.7.2 Reactivos quimicos y medios de cultivo
Acido clorhidrico HClp.a
Acido fosforico HsPO, p.a
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n Hexano CsHisp.a

Hidréxido de sodio NaOH p.a

Hidréxido de cacio Ca(OH); p.a

Sulfato de cobre pentahidratado CuSQs. 5HO p.a
Carbonato de magnesio MgCOzp.a

Acido sulfrico HSO4 p.a

Tiocianato de potaso KCNS p.a
Hexacianoferrato (111) de potasio KsFe(CN)s p.a
Dicromato de potasio K,Cr,O; p.a

Cloruro de bario BaCh p.a

Nitrato de sodio NaNOs p.a

D (+) Glucosa anhidrap.a

Hidrogenofosfato de potasio K,HPO, p.a
Difenilamina Indicador

Ferroina Indicador

Fenolftaleina Indicador

Agar Triptona Soja (TSA)

Agar Saboreaud

Agar Czapeck
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Andlisisy Discusion de los Resultados

4. ANALISISY DISCUSION DE RESULTADOS

El impacto ambienta que sobre & suelo esta gerciendo el hombre, ha originado que la
contaminacion del mismo sea uno de los problemas mediocambientales que esta recibiendo una
mayor atencion en los Ultimos afios. Esto es debido a los riesgos directos que los suelos
contaminados pueden gercer sobre la salud humana, y a razones econdmicas derivadas de su
limitacion de usoy devaluacion del terreno contaminado. Se denomina suelo contaminado a
una porcion de terreno, superficial o subterrdnea, cuya cdidad ha sido alterada como
consecuencia del vertido, directo o indirecto, de residuos o productos peligrosos (NC 30:1999).
Por gemplo d vertido accidental de hidrocarburos o su fuga de tanques subterraneos (Orozco y
col., 2004).

4.1 Evaluacion del Impacto Ambiental (EIA) del Area de Movimiento y Almacenaje de
Productos (MAP)

La evauacion del impacto ambiental (EIA) es uno de los instrumentos para materidizar la
politica ambiental en Cuba. Tiene carécter fundamentalmente preventivo ya que se propone
desde los primeros momentos de una actividad econdémica que modifique € medio ambiente. La
informacion que brinda una EIA permite redlizar una proyeccion de las consecuencias de un
proyecto sobre € medio ambiente, o que unido a una valoracién social y econdmica definen las
decisiones sobre la viabilidad ddl mismo (GarciaCular y col., 2004). Entre los diferentes
métodos de EIA estan las matrices causa — efecto, las cuaes son matrices de interaccion, donde
se cruzan las acciones humanas con los indicadores de impacto ambiental y son muy Utiles para
identificar & origen ce diferentes impactos (Orozco y col., 2004). La EIA se redizd en tres
etapas. identificar los impactos o0 acciones y los factores del medio que son afectados por ellos
(Tabla 3); Vdoraciéon de los impactos (Tabla 4) y Caculo de la importancia de los impactos
(Tabla 5). Considerando que € deterioro de los suelos es uno de los problemas ambientales de
Cuba identificados en la Estrategia Ambiental Naciona de 1997, se confecciond la matriz causa
— efecto para evaluar @ funcionamiento del area de MAP. La matriz causa — efecto (Tabla 3)
obtenida evidencio que los impactos que més afectan a los diferentes factores del medio en €
funcionamiento del area de MAP son suelos, aguas subterraness, calidad del aire y saud e
higiene; siendo & suelo e factor del medio que recibe e mayor efecto de todos los impactos. En
relacion a la vaoracion de los impactos (Tabla 4), todos poseen naturaleza negativa, lo cua
significa que disminuyen la cdidad de los suelos, aguas subterraness, salud e higiene y aire. El
reto de los atributos (Intensidad, Extensidon, Persistencia, Momento, Reversibilidad,
Acumulacion, Efecto, Percepcion social, Probabilidad, Periodicidad e Importancia) oscilan en
un rango de 1 a4. Por otra parte puede decirse que los impactos identificados enla matriz causa
efecto (Tabla 3) son irrelevantes para los factores del medio aguas subterraness, aire, salud e
higiene, pero no significa que no contaminan ya que poseen naturaleza negativa. Para € factor
sudo los cuatro impactos son moderados (Tabla 4) determinado fundamentalmente por los
atributos acumulacion, periodicidad y percepcion socid. El desbordamiento de los tanques es
impacto que mayor dafio ocasionaa suelo.

De lamatriz de importancia (Tabla 5) se evidencia que € suelo es d factor del medio que mayor
ateracion percibe seguido del aire. El desbordamiento de tanques y roturas en tuberias y
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vavulas son los impactos del funcionamiento del &rea MAP que més disminuyen la calidad de
los factores aire, suelo, aguas subterrdneas'y saud e higiene.

4.2 Caracterizacion fisico — quimica de los suelos

Las muestras se tomaron a 5.0 cm de profundidad en |as estaciones de muestreo y setamizaron
hasta 0.42 mm para diminar las piedras y fracciones mas gruesas de la tierra. En todas las
estaciones las muestrastienen un fuerte olor a hidrocarburos, aspecto lodoso y compacto por la
cantidad de petroleo derramado en ellas. Las muestras de la estacion 3 son ligeramente més
claras con respecto alas otras dos estaciones. La ubicacion de las tres estaciones de muestreo se
muestra en la Figura 3.

Andliss granulométrico de los suelos

El andlisis granulométrico (Tabla 6) permitié evauar las propiedades de las fracciones de los
suelos. En las tres estaciones @ porcentgje de arena es mayor que € de arcilla, siendo la
Estacion 1 la que mayor contenido de arena posee. La Etacion 3 contiene un  porcentgje de
arcilla similar al de arena. Los suelos arenosos poseen bgja retencion de nutrientes y de agua, y
la aireacion es buena (Tabla 1). La distancia entre los puntos de muestreo tiene un vaor medio
de 371.6 m(Figura3), sin embargo los suelos difieren en sus caracteristicas, esto puede deberse
a gue la ubicacion de los tanques del area es en forma escaonada para facilitar € drengje del
suelo en caso de derrames.

Aireacion delos sudos

El ensayo de aireacion de suelos (Jackson, 1979), detectd que las Estaciones 1y 3 poseen baja
oxigenacion ya que se observo prueba positiva para hierro ferroso (Fe?") y férrico (Fe*). La
Estacion 2 evidencié una deficiencia de oxi geno severa al resultar positivala prueba para hierro
ferroso y negativa para hierro férrico. En las tres estaciones de muestreo se observo que latierra
tiene una tonalidad parda muy intensa, estos matices oscuros predominan s hay insuficiencia de
oxigeno (Alonsoy coal., 1974).

Si en lastres estaciones predomina el contenido de arena (Tabla6) era de esperar que los suelos
presentaran una buena aireacion (Tabla 1); no obstante € déficit de oxigeno observado estd muy
relacionado con & impacto con petréleo que poseen los suelos (Figura 2), situacion que impide
lacirculacion de aire y medio acuoso edéfico.

Materia Organica Extraible y determinacion de sdlidos

La Materia Orgéanica Extraible (MOE) en los estudios de biodegradacion es la cantidad de
hidrocarburos que se extrae con n-hexano o diclorometano (Vifias, 1999). El n-hexano extrae las
diferentes fracciones de petréleo que destilan entre 60 y 500 °C (naftas, kerosinas, diesd, fuel
oil y gasoil de vacio ligero y pesado); por €lo los compuestos con mas de 40 d&omos 0 més de
carbono y los HPAs no se cuantifican en estos ensayos ya que son fracciones mas pesadas y
destilan por encima de 500 °C. Los compuestos muy voldtiles y que destilan a temperaturas

inferiores ala del n-hexano (60 °C) tampoco son determinados en € solvente. Bl porcentgje mas
alto de Materia Organica Extraible se obtuvo la Estacion 2 con un valor de 11.6 % (Tabla 7), lo

que significa que es la estacion con mayor grado de contaminacion. A su vez € contenido de
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solidos voléatiles en esta estacion es fundamental mente hidrocarburos con 10.1 % (Tabla 7). Una
Situacion similar se observé en las Estaciones 1y 3 (Tabla 7). Durante € tratamiento a 105 °C
para la determinacion de los solidos totales se volatilizan parafinas, isoparafinas y naftenos de
bajo peso molecular con temperatura de ebullicion entre 20 y 150 °C; desapareciendo € olor a
hidrocarburos. El contenido de sdlidos totales en las tres estaciones no difiere mucho (Tabla 7),
los valores oscilan entre 5.7 y 10.1 %. La fraccion inorganica, expresada por los sdlidos totales
fijos, fue mayor en la Estacion 3 con 94.3 % (Tabla 7).

El comportamiento de los pardmetros analizados en la caracterizacion de los suelos del &rea de
MAP en las tres estaciones de muestreo es diferente (Tabla 7). Considerando que € MOE es
contenido de hidrocarburos que poseen los suelos se redizd un andlisis de varianza (Tabla 9)
para este parametro obteniéndose que para un 95 % de confiabilidad la probabilidad de que los
suelos de las estaciones estudiadas posean e mismo impacto de hidrocarburos es de 0.71%.

L as aportaciones de materia organica a suelo provienen generamente del reino vegetal, s bien
no son despreciables las que tienen su origen en € animal (Alonso y col., 1974); aunque en este
caso la materia organica que se extrae procede del contaminante. EI Carbono Organico Tota
(COT) oscilaentre 4y 6 % en las estaciones de muestreo (Tabla 7).

Capacidad de campo

Mantener la humedad de suelo es fundamenta para la evolucién y desarrollo de los
microorganismos presentes en é, ya que favorece € transporte de los nutrientes y oxigeno que
necesitan para vivir (Schlege, 1997; Ercoli y cal., 2002). La capacidad de campo es una medida
del contenido de agua que es capaz de retener @ suelo, es decir marca € limite entre € agua
capilar y la gravitacional (la méxima cantidad de agua que puede retener € suelo después de tres
dias de aporte de agua) (http://www.fortunecity.es/expertos/profesor/171/suelos.html, enero
2005).

El suelo de las Estaciones 1y 2 poseen un 12 % de capacidad de campo, no asi la Estacion 3
donde se incrementa € porcentgje de retencidn de agua hasta un 20 % (Tabla 7). Esto se debe a
que e porcentgje de arcillay arena que contiene € suelo es del 40 % aproximadamente (Tabla
6) y entonces con respecto a las otras dos estaciones este valor es bastante alto (Tabla 7). Las
particulas de arcilla se compactan muy facilmente, con lo que su capacidad de retencion es
buena, pero su capacidad de infiltracion baja, efecto contrario ocurre con los suelos arenosos
debido a gran tamafio de los poros que los caracteriza (Domenech, 2000).

pH y conductividad eéctrica de los suelos

Al andizar los vaores de pH se puede apreciar que en € suelo estén presentes iones que
aportan caracteristicas basicas (COs%", HCOs™ y otros), ya que todos son superioresa 7 (Tabla
7). En las técnicas de tratamiento biol 6gico que se emplean en la descontaminacion de suelos es
necesario mantener € pH entre 6 a 8 porque es € dptimo para que los microorganismos
degradadores de hidrocarburos desarrollen su actividad metabdlica (Leahy y Colwell., 1990;
Maier, 2000). El pH disminuye a medida que decrece la rdacion agua:suelo y puede variar
también con cambios de la concentracion de CO2 y con € proceso de nitrificacion del suelo
(Alonso y col, 1974).
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La conductividad, que no es més que la capacidad de conducir la corriente eléctrica, fue mayor
en la Estacion 2 con 203 pS, incremento que puede ser debido ala cantidad de sdlidos presentes
en lasolucion (Tabla7).

El suelo es un medio receptivo por excelencia, puesto que interacciona quimicamente con la
litosfera, hidrosfera, y la aimésfera, y sobre todo, recibe € impacto de los seres vivos que,
directa o indirectamente, pueden romper € equilibrio quimico establecido en su seno. El medio
ed&fico posee una cieta capacidad de autodepuracion, sobre todo en sus horizontes
superficides, 1o que le permite asmilar una cierta cantidad de contaminantes. La actividad de
autodepuracion natural del suelo puede aumentar por estimulacion de la actividad microbiana,
€s por esta razdn que se adicionan nutrientes (nitrato y fosforo) para estimular € crecimiento y
la capacidad biodegradadora de las poblaciones autéctonas (Taahuerce, 1997).

Contenido de nitrato y fosfato en los suelos

El contenido de nitrato y fosfato de las diferentes estaciones son muy bgjosy cas iguales, no
superando los 3.5 mg/L y 0.4 x 10 mg/L respectivamente (Tabla 7). Esto indica que no existe
una concentracion suficiente de nitrégeno y fosforo en los suelos para que la poblacion pueda
asmilar y degradar los componentes del petrleo; siendo necesaria la bioestimulacion con
nutrientes para € proceso de biorremediacion. Frecuentemente los suelos impactados con
hidrocarburos y otros xenobidticos estan deprimidos en fuentes nitrogenadas y fosfatadas
(Tajahuerce, 1997). Lareacion éptima C/N/P es 100/10/1 (Sabaté y col., 2004).

4.3 Determinacion de poblacion microbiana heterétrofa y degradadora de
hidrocar buros

Posiblemente € efecto més importante de la pobre aireacion del suelo sobre los procesos
microbiologicos es la disminucion del coeficiente de oxidacion de la materia organica,
disminucién que parece estar asociada mas con una carencia de oxigeno que con un exceso de
gas carbonico. Los organismos aerobios son incapaces de sobrevivir en ausencia de oxigeno.
Por gemplo, las bacterias responsables de la oxidacion de los eementos de nitrégeno
(nitrificantes) y azufre (Thiobacillus) son cas inactivas en suelos poco aireados. Solo los
organismos anaerobios y facultativos se desarrollan bgo condiciones de pobre aireacion
(Alonsoy cal., 1974; Madigany col., 1999).

Se determiné la existencia de poblacion microbiana heterétrofa y degradadoras de
hidrocarburos. Para hongos se obtuvo la misma poblacion en todas las Estaciones (1x10° UFC/g
de suelo). En bacterias, se encontré mayor poblacion en la Estacion 2 (Tabla 7) con un vaor de
3.1 x10° UFC/g de suelo. Es més frecuente encontrar bacterias adaptadas a hidrocarburos como
fuente de carbono que hongos en € suelo (Alexander, 1977). Sabaté y col., 2004 observaron una
poblacion heterétrofa del orden de 10" UFC/g en suel os contaminados con aceite mineral.

Considerando que las bacterias son @ grupo microbiano fundamentalmente responsable de la

biodegradacion de hidrocarburos y que la mayor poblacion heterétrofa detectada fue en la
Estacion 2 se realizo la determinacion de la poblacion microbiana degradadora de hidrocarburos

en esta estacion, utilizando como Unica fuente de carbono diferentes fracciones de petréleo que
representan varios tipos de hidrocarburos (Tabla 8).
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L a poblacion degradadora de hidrocarburos obtenida oscil6 entre 10° y 10° UFC/g. Para petrdleo
fue 1.5 x10 ® UFC/g (Tabla 8). Los microorganismos degradadores de esta fuente de carbono
pueden asimilar los diferentes compuestos y mezclas de hidrocarburos del petréleo. Son
microorganismos capaces de metabolizar n — alcanos, aromaticos y poliaromaticos, y poseen los
genes alk, tol y nah que codifican los diferentes enzimas de la ruta de degradacion de n —
alcanos, aromaticos y poliarométicos respectivamente (Grimm y Harwood, 1997; Johnson y
Olsen, 1997; Whyte y col., 1997). Para el diesdl, los degradadores de hidrocarburos estan en €
orden de 4.2 x10" UFC/g, en este caso |os microorganismos son capaces de degradar r-alcanos
de cadena larga con més de 16 aomos de carbono (Van Gestd y col., 2003). La poblacion
encontrada para la kerosina fue de 48 x10° UFC/g (Tabla 8), la misma degrada n-alcanos de
cadenas cortas y hasta Gig aomos. Contienen los genes alk que codifica la activacion de las
rutas metabdlicas de degradacion de n-acanos (Vomberg y Klinner, 2000; Smits 'y cal., 2002).
En € caso de la nafta los microorganismos detectados son capaces de degradar benceno y
alquilbencenos como € tolueno, genera mente contienen los genes tol que codifican los enzimas
de degradacion del tolueno (Kellogg y col., 1981). El vaor de poblacion microbiana obtenido
fue de 7.6 x108 UFC/g de suelo (Tabla 8).

La presencia de una poblacion microbiana suficiente, activa y capaz de asmilar diferentes
sudtratos  hidrocarbonados condiciona la aplicacion de técnicas de biorremediacion por
bioestimulacién, la cual siempre es mgor que introducir poblacidn exdgena a sitio contaminado
(Alexander, 1994; Solanas, 2002).

4.4 Actividad respirométrica dd suelo

Conocidas las caracteristicas del emplazamiento y € contaminante a tratar, es necesario realizar
ensayos de tratabilidad a nivel de laboratorio, para obtener la mayor informacién sobre l0s pasos
aseguir durante la biorremediacion. El objetivo de los ensayos de tratabilidad es evaluar la
actividad de las poblaciones microbianas presentesy la biodegradabilidad de los hidrocarburos,
ademas de las condiciones medioambiental es que permitan optimizar la actividad metabdlica de
los microorganismos responsables de su diminacion o transformacion (Vifias y col, 2001;
Solanas, 2002).

Uno de los ensayos de tratabilidad que se le redlizan a los suelos contaminados se evalla la
actividad respirométrica del mismo, donde a través de la evolucion de dioxido de carbono
(CQ), producto fina de la mineralizacion, se conoce s tiene lugar la transformacion total del
contaminante.

Los resultados obtenidos en las estaciones de muestreo con suelos contaminados con
hidrocarburos durante 5 semanas se muestran en las Figuras 5, 6, 7, 8 En los suelos sin tratar
(B) se observd que la actividad respirometrica aumentaba en las tres estaciones (Figura 5),
siendo mas evidente la evolucion de CO;, en la Estacion 3. No obstante en todos |os casos esta
produccion no excedid de 0.5 mmol. En la Estacion 2 se detectd d incremento en la cuarta
semana. Esta diferencia en @ comportamiento de la actividad respirométrica en las tres
estaciones puede atribuirse a la ausencia de fuentes asmilables de carbono y energia o a la
presencia de compuestos toxicos. Por otra parte la bga produccion de CO, se debe a bgo
crecimiento de los microorganismos en € sueglo sin tratar, ya que los procesos de
biodegradacién natural de hidrocarburos y compuestos xenobiéticos son muy lentos y en dlos
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participan diferentes enzimas e influyen varios factores que condicionan la velocidad de
degradacion (Alexander, 1994).

El tratamiento con glucosa (G) (Figura 6), nutrientes (N) (Figura 7) y glucosa més nutrientes
(G+N) (Figura 8) estimulé € metabolismo microbiano hacia una mayor acumulacion de COp,
aumentando la actividad respirométrica en las primeras dos semanas de tratamiento en las tres
estaciones. A partir de la segunda semana se observo en todos los casos una disminucion del
CO; acumulado. Esta reduccion de la actividad respirométrica no se manifesto igual en todas las
estaciones paa los diferentes tratamientos (Figuras 6, 7 y 8); ni es caracterigtico el
comportamiento observado. La evolucién de CO, en los sudos debe incrementarse
progresivamente (Sabaté y col., 2004), sin embargo en las estaciones de muestreo analizadas es
posible que en la poblacion microbiana degradadora de hidrocarburos y heterétrofa existente en
ellas se establezca una competencia por los nutrientes para llevar a cabo € metabolismo, lo cua
condiciona € rapido agotamiento de nutrientes y la disminucién de la actividad respirométrica.
Los microorganismos de crecimiento més rdpido seran los mas favorecidos y por tanto los
responsables del proceso de transformacion de los hidrocarburos. Otro factor a considerar es la
aparicion de intermediarios metabolicos toxicos 0 en concentraciones inhibitorias para los
microorganismos y se reflge en la reduccion de CO, acumulado. La produccion de CO, solo
ocurre cuando tiene lugar la oxidacion total de la molécula organica que se utiliza como fuente
de carbono y energia (Madigan y col, 1999).

Durante e tratamiento con glucosa més nutrientes en la Estacion 2 se observo que € contenido
de CO, acumulado era muy dto, e insuficiente e hidroxido de sodio utilizado para absorberlo,
evaluandose entonces la actividad respirométrica en esta estacion diariamente durante 12 dias
(Figura 8b). Los resultados obtenidos evidenciaron que en este punto la actividad respirométrica
se favorece con la presencia de glucosa y nutrientes, acumulandose hasta 2 mmol de CO2 en los
12 dias, lo cua coincide con los estudios realizados por otros investigadores dd tema (Vifiasy
col, 2001; Sabatéy col., 2004). La cantidad de CO:2 producida esta determinada por la ecuacion
de oxidacion:

CnHon +gn02 ® nCO,+nH ,0

El ANOVA redlizado para andizar estadisticamente |os resultados (Tabla 10) demostrd que los
tratamientos realizados no son equivaentes para evaluar la actividad respirométrica como
evolucion de CO,.

4.5 Ensayo en microcosmos

Los ensayos en microcosmos se redizaron en bandgas de auminio con 400 g de suelo
contaminado. Se analizo € suelo de la Estacion 2, teniendo en cuenta la poblacion microbiana
heterétrofa, € contenido de Materia Organica Extraible (Tabla 7) y la actividad respirométrica
en estaestacion.

Se determind la materia organica extraible durante 8 semanas para evaluar |a biodegradacion del

petréleo. La materia organica inicia fue de 73,7 g de MOE / kg de suelo, la cud disminuye en
las primeras semanas de tratamiento (Figura 9) para estabilizarse en 42 g de MOE / kg de suelo
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aproximadamente. En € tratamiento control (Figura 9) se observd que la materia organica
extraible disminuye répidamente en las primeras dos semanas, tiempo a partir del cud la
reduccion de materia organica es més lenta; estabilizandose e porcentgje de biodegradacion
entre laquintay la sexta semana en 41 %.

La biodegradacion de hidrocarburos en suelos arenosos es dificil para las poblaciones
microbianas ya que € proceso estd influenciado por fendmenos de transporte ademés de los
factores bidticos y abidticos. En estos hay que diferenciar entre las causas que dependen del
sustrato (baja solubilidad en agua 'y pobre difusién) y las que dependen de la matriz (adsorcion,
inclusion en poros y distribucion no homogénea del contaminante) de pobre biodisponibilidad.
La degradacion de aquitran de petréleo en suelos arenosos, pobres en materia organica no fue
significativa en 8 semanas de tratamiento. Kastner en 1995 describié que la adicion de compost
favorecio e incremento de residuos no extraibles a un suelo contaminado con antraceno (L oser
y col, 1999).

Los tratamientos con nutrientes (Figura 10) y nutriertes con glucosa (Figura 11) mostraron una
reduccion de la Materia Organica Extraible (MOE) del 58 % aproximadamente en la primera
semana de experimentacion, tiempo a partir del cual se estabiliza € porcentgje de
biodegradacion en un 40 %. La respuesta de los microorganismos a la adicion de nutrientes es
muy variable, y aunque los resultados obtenidos en este trabgjo coinciden con Steffensen y
Alexander en 1995, es notable la rapidez de la respuesta (porcentgje de biodegradacion) con la
fertilizacion del stelo, situacion que elimina e periodo de adaptacion de la poblacion
microbiana. Las formas inorganicas de nitrégeno y fésforo, nitrato y fosfato respectivamente, en
los microcosmos fertilizados son facilmente asmilables y por tanto pueden usarse
inmediatamente |os hidrocarburos como fuente de carbono y energia (Leahy y Colwell, 1990).
Se ha descrito que la biodegradacion del crudo Arabian Ligth 250 por un cultivo mixto marino
seincremento a emplear nitrogeno y fésforo como fertilizantes (Lacotte y col, 1995).

Sabaté y col, 2004 observaron que la fertilizacion con nutrientes més glucosa fue mas eficiente
que la fertilizacidén Unicamente con nutrientes para e tratamiento de un suelo contaminado con
aceite minera. En esta misma experiencia se detectd que otro suelo contaminado con petréleo
respondia de forma similar en todos los tratamientos aplicados. Por otra parte la degradacion de
hidrocarburos por comunidades microbianas dependa de la composicion de la comunidad y su
respuesta de adaptacion ala presencia de hidrocarburos.

En los ensayos de tratabilidad practicados en la Estacion 2 dd &ea MAP de la Refineria
“Hermanos Diaz” la adicion de glucosa ad sudo fertilizado con nutrientes (Figura 11) no
modifico significativamente la respuesta de la poblacion microbiana a la biodegradacion de
hidrocarburos (Tabla 11). Independientemente de que los tratamientos empleados en € trabajo
son equivaentes en cuanto a respuesta de poblacion microbiana (medida como porcentgje de
biodegradacion) (Tabla 11) & conocido “Palo de Hockey” tipico de procesos de
biorremediacion de suelos contaminados con petréleo y derivados no se obtiene a mismo
tiempo, siendo més rgpida la estabilizacion de la biodegradacion cuando se fertiliza el suelo con
nutrientes. Esta edtabilizacion en la biodegradacion se debe a que los compuestos mas
recalcitrantes son menos desorbibles y por tanto se requiere de otros tratamientos para
eliminarlos (Solanas, 2002).
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Conclusiones y Recomendaciones

5. CONCLUSIONES

Los suelos del &rea de MAP de la Refineria“Hermanos Diaz” son predominantemente arenosos,

con materiaozgénica extraible que oscil6 entre 4 y 12 % y la poblacion heterétrofa entre 1,5 x
10° y 31 x 10° UFC/g de suelo.

La actividad respirométrica fue més dta en d tratamiento con nutrientes para los suelos

andlizados alcanzédndose un porcentge de biodegradacion en microcosmos de
aproximadamente 46,27 %.

6. RECOMENDACIONES

Redlizar € estudio cromatogréfico para evaluar los hidrocarburos o fracciones de estos que son
transformados durante € tratamiento.

Estudiar la influencia de la adicion de tensoactivos en la tratabilidad en suel os contaminados con
hidrocarburos a partir de la estabilizacion en € porcentaje de biodegradacion
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Tabla 1. Propiedades de las fracciones ddl suelo (Doménech, 2000).

Fraccion

Retencion de
nutrientes

Infiltracién
del agua

Retencion dd
agua

Aireacion

Anexos

Capacidad de
ser cultivado

Arcilla

* k%

*

*k*

*

Limo

**

* %

* %

**

Arena

*

*bgjo, ** normd, *** bueno

* %
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Anexos

Tabla 2: Principales microorganismos degradadores de hidrocarburos.

Acinetobacter sp.
Actinomyces sp.

Cerniglia, 1992; Schlegdl, 1997
Leahy y Colwdll., 1990

Alcaligenes p.

Leahy y Colwdll., 1990, Schlegd, 1997

Arthrobacter sp.

Leahy y Colwell., 1990, Schlegd, 1997

Bacillussp.

Leshy y Colwdll., 1990; Oliveray cadl., 2000;
Schlegel, 1997

Bejerinckia sp.

Ellis y cols, 1991

Corynebacterium sp.

Leahy y Colwdll., 1990

Flavobacterium sp.

Leahy y Colwdl., 1990

Micrococcus .

Leahy y Colwdll., 1990

Mycobacterium sp.

Leahy y Colwdll., 1990

Nocardia sp.

Leahy y Colwell., 1990

Pseudomonas sp.

Leahy y Colwdll., 1990; Mudler y cal., 1990; Cerniglia,
1992; Sringfelow y Aitken, 1994; Dagher y col., 1997,
Schlegdl, 1997; Noordman y col., 1998

Rhodococcus sp.

Leahy y col., 1990

Septomyces sp.

Leahy y Colwdll., 1990; Cerniglia, 1992

Aspergllussp.

Ceahy y Colwell., 1990; Cerniglia, 1992

Penicillium sp.

Ceahy y Colwdl., 1990; Cerniglia, 1992

Rhizopus sp.

Ceahy y Colwdl., 1990; Cerniglia, 1992

Phanerochaete sp.

Zheng y Obbard, 2000

Pleurotus sp.

Bezalel y col, 1998; Eggen, 1999

Tricoderma sp.

Cerniglia, 1992

Mortierdlla sp.

Cerniglia, 1992

Cunninghamela sp.

Cerniglia, 1992

Aureobacidium sp.

Cerniglia, 1992

Sacharomyces p.

Leahy y Colwell., 1990

Chlorella sp.

Semple y col, 1999

Oscillatoria sp.

Leahy y Colwdl., 1990

Dunalidla sp

Leahy y Colwdll., 1990; Cerniglia, 1992

Chlamydomonas sp.

Semple y col, 1999
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Tabla 3: Matriz causa— efecto. Etapa de funcionamiento del &rea de MAP.

Factoresdd medio

I mpactos

Anexos

Desbordamiento
detanques (1)

Roturas en tuberias
y vavulas (I2)

Limpiezade
tanques(14)

Suelos (M)

X

X

Aguas subterraneas
(M2)

X

X

Caidad dél aire (Ms)

Sdud e higiene (Ma4)

Tabla4: Matriz de vaoracion de los impactos en la etgpa de funcionamiento del &rea de MAP

=3
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m
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<
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<

>
o
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o
m
Ny

Ml
Mail2

Moderado
Moderado
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Moderado
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Malq
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Mal>

Mazl3

Irrdlevante

Mal1

Irrdlevante
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Ml

Mzsl3

Irrdlevante

N S LIS
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ave. Nat (Naturdeza), In (Intens , tenson), Mo (Momento), ssencia), Rv

(Reversibilidad), Ac (Acumulacién), Po (Probabilidad), Ef (Efecto), Pr (Periodicidad), Ps (Percepcion

socid), | (Importancia).
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Anexos

Tabla 5: Matriz de importancia de los impactos en la etapa de funcionamiento del areade MAP

Factoresded medio

Tabla 6: Andisis granulométrico del suelo de las estaciones de muestreo del area MAP de la

Refineria “Hermanos Dias’.

Estaciones Grava (%) Arena (%) Arcilla (%)
1 6.9 76.7 164
2 112 538 350
3 176 24 400

Tabla 7: Resultados de la caracterizacion de los suelos en las tres estaciones de muestro.

Par ametr os

Esacion 1

Esacion 2

Esacion 3

Capacidad de campo (%)

124+ 022

125+141

201+116

Salidostotales (%)

93.7+041

923+ 0.23

91.0+ 048

Solidostotalesfijos (%)

91.9 + 0.52

89.9 + 0.08

943+0.11

Solidosvolatiles(%)

81+0.52

10.1+0.08

57+011

pH

7.8

9.6

8.6

Conductividad (uS)

127

203

151

Exisenciade
micr oor ganismos
heter 6tr ofos

Bacterias

1.7

3.1

16

(UFC/g * 109 Hongos

Materia Organica Extraible
MOE (%)

116+ 0.23

48+ 0.59

Carbono Organico Total COT
(%)

53+023

4.3 +0.25

Nitrato (mg/L)

310+ 0.05

317+007

Fosfato (mg/L) x10™
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Tabla 8: Poblacion degradadora de hidrocarburo parala Estacion 2.

I Producto Poblacion degradador a bacteriana I
(UFC/g)
Petroleo 15x10°
Diesel 42x 10"
Kerosna 4.8x10°
Nafta 76x 108

Tabla9: ANOVA para Materia Organica Extraible (MOE) seglin la estacion de muestreo

Fuente Sumasdecuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Vdor

Entre grupos 45,835 2 22,9175 38,94 0,0071
Intra grupos 1,7657 3 0,588567

Totd (Corr.) 47,6007 5

Tabla10: ANOVA parammol de CO;

Fuente Sumadecuadrados GL Cuadrado Medio Cociente-F P-Vdor
EFECTOS PRINCIPALES

A:Edaciones 1,55891 2 0,779454 8,74 0,0003
B:Tratamientos 8,92737 2 4,46369 50,04 0,0000
RESIDUOS 11,5971 130 0,0892085
TOTAL (CORREGIDO) 220834 134

Anexos

Tabla 11: ANOVA para g de MOE/kg de suelo segin los tratamientos aplicados para la

Estacion 2 (B, G, Ny G+N)

Fuente Sumasdecuad. Gl Cuadrado Medio CocienteF P-Vaor
Entre grupos 399,227 3 133,076 1,02 0,3860
Intra grupos 11829,8 91 129,998

Tota (Corr.) 122290 94

- 39-



Anexos

(a)
CH3-(CH2),-CH,

monooxigenase

CH3-(CH,),-CH,OH

alcohol-deshydrogenase

CH3-(CH2)n-CHO
aldehyde-deshydrogenase

CH3-(CH2)n-COOH

Y

Beta-oxidation

()
CHs

O

+ . + toluene-dioxigenase
naphtalene-dioxigenase

+ benzaldehyde-deshydrogenase
+ salicylaldehyde-deshydrogenase + vd yarg

E:(COOH COOH
OH

salicilate-hydroxilase benzoate-hydrocylase

OH

catechol -dioxigenase

meta/\ orto
YA

Piruvate Succinil-CoA
+ +
Acetaldehyde Acetil-CoA
TCA

Figura 1. Vias catabdlicas de degradacion de los hidrocarburos: @) n —alcanos, b) aromaticosy
c) poliaromaticos. (Pérez, 2003)
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Anexos

Figura 2: @ Suelo contaminado con petrdleo, b) Tanques del area de MAP.

400 m
‘ T/ 1K -
Estacion 2
~7 415m
TK-4 \
Estacion 3

Figura 3: Vista superior de los puntos de muestreo
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Figura4: Microcosmos
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Figura 5: mmol de CO; en funcién del tiempo para € blanco (B) de la actividad respirométrica
del suelo.
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Figura 7. mmol de CO, en funcién del tiempo para € tratamiento con nutrientes (N) de la
actividad respirométricadd suelo.
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Figura 10: Relacion entre g de MOE/kg de suelo y biodegradacion (%) para € tratamiento con
nutrientes de la Estacion 2.
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Figura 11: Relacion entre g de MOE/kg de suelo y biodegradacion (%) para € tratamiento con
glucosay nutrientes de la Estacion 2.
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