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RESUMEN
KEYWORDS: HIDROCARBURO, BACTERIA, BIORREMEDIACION

El petréleo es un recurso que se ha encontrado en la historia de la humanidad
desde las antiguas civilizaciones, este recurso era destinado a diversas y extendidas
aplicaciones, por ejemplo: los persas lo utilizaban para hacer arder las puntas de sus
flechas, mientras que en Egipto era empleado como maquillaje y en los rituales de
embalsamamiento. Los romanos lubricaban las ruedas de sus carros. Y en China era
utilizado para iluminar y como calefaccion (Valls, 2011). La primera extraccion desde un
pozo petrolero ocurrié en el afio 1859, siglo XI1X, cuando Edwin L. Drake (1819-1880)
con el uso de una bomba logro6 sacar petréleo ubicado a unos 23 metros de profundidad, y
con ello dio inicio a la “fiebre del oro negro” y la fundacion de la industria petrolera a gran
escala. A partir de ese momento el petroleo se hizo parte de la economia y sociedad

mundial estando presente en nuestras vidas a través de diferentes productos.

A pesar de los grandes beneficios que este recurso nos pueda brindar, también
resulta ser altamente perjudicial en agua, suelo y aire, afectando la diversidad del medio
ambiente con el que entra en contacto. Varios han sido los desastres ambientales que el
petroleo ha protagonizado y es por ello que la legislacién establece regulaciones y
estandares con respecto al manejo de sustancias peligrosas. A medida que la legislacién va
mejorando, también lo hace la ciencia y la tecnologia que se orienta en el cuidado,
preservacion y limpieza del medio ambiente, logrando importantes avances. Estos avances
han permitido que se cuenten con diversidad de métodos de limpieza y saneamiento de
sitios contaminados. Los sitios contaminados por petroleo pueden ser restaurados mediante
tratamientos fisico-quimicos, térmicos y biologicos. Aunque se ha comprobado que los
métodos fisico-quimicos y térmicos son ineficaces y hasta pueden agravar aun mas la
condicion de contaminacion. En cuanto a los métodos bioldgicos como lo son la tecnologia
de la biorremediacion y la fitorremediacion, se postulan como las técnicas mas
prometedoras y amigables con el medio ambiente. Este seminario de revision bibliografica

se centrard en la técnica de limpieza bioldgica de biorremediacion.
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INTRODUCCION

El descubrimiento del petroleo significo un gran desarrollo en la forma de vida de
la humanidad. Sus variados usos han significado importantes utilidades para la sociedad.
Sin embargo la explotacion y posteriores procesos en los que se ve involucrado el petroleo,
con lleva, la mayoria de las veces a derrames o vertimientos de este, permitiendole llegar al
ecosistema, donde causa una serie de perjuicios medio ambientales. Ante la busqueda de
una solucion “verde” para hacerse cargo de la limpieza de sitios contaminados con esta
sustancia xenobiotica, es que la biorremediacion surgue como un método de limpieza
bioldgico atractivo. Este método se caracteriza por ser una técnica altamente versatil en
cuanto a la diversidad de su aplicacién en medios; funcionando tanto en medios solidos,
liquidos y mezclas de liquido-sélido, que involucran tanto a los tratamientos in situ como
a los ex situ (USEPA, 2006). Ademas, se puede aplicar en variedad de climas, siendo
efectiva tanto en habitats tropicales, como manglares (Scherrer & Mille 1989). Hasta en
climas extremos y de bajas temperaturas, tales como el Artico o la Antartica (Whyte et al.,
2001; Aislabie et al., 2006). Otra ventaja es la gran cantidad de microorganismos
disponibles naturalmente que pueden biodegradar este tipo de contaminante (Dogra et al.,
2018). Por esta razon, este procedimiento de restauracion bioldgica tiene un amplio alcance
de los compuestos del petroleo que se adaptan al proceso, llendo de cadenas lineales
simples, como los alifaticos, a composiciones moleculares complejas, como los aromaticos
(Chatterjee et al., 2008). Gracias a esto, la biorremediacion se constituye como una opcion
de depuracion segura, de bajo impacto para su uso en ecosistemas sensibles donde otras
técnicas, como: las fisicoquimicas, resultan ser costosas, desaconsejables o inapropiadas
(Megharaj et al., 2014). En estos entornos tan sensibles, las actividades de limpieza
intrusivas pueden causar un impacto perjudicial general mayor que la ganancia (Houghton
etal., 1993).

El éxito de los procedimientos biologicos de limpieza dependen de tener un
conocimiento prolijo de las caracteristicas propias del contaminante, la existencia y
distribucion relativa de las especies microbianas capaces de realizar la biodegradacion y de
la naturaleza misma del suelo, junto con otros factores abioticos, que se encuentren
condicionando el sitio contaminado (Boonchan et al., 2000; Siciliano et al., 2001). Puesto
que la practica es altamente “sitio dependiente”, por lo que no existe un protocolo de

trabajo universal aplicable a todos los sitios con necesidad de remediacion (Dias, 2011).

Sin duda, la biorremediacion tiene una larga historia de desarrollo (Hoff, 1993) y
continuara desarrollandose, conforme la ciencia y las investigaciones multidiciplinares en

el ambito avancen en su entendimiento y mejoramiento (McCarty, 1991).



OBJETIVO GENERAL

- Realizar una revision bibliogréfica con respecto a biorremediacion bacterioldgica

de suelos contaminados por petréleo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar naturaleza'y composicion del petroleo.
- Investigar naturalezay composicion del suelo.

- Investigar biorremediacion, técnicas y tecnologias aplicadas.

MATERIALES Y METODOLOGIA

BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

Se realizO una revision sistematica de documentacion con respecto a
biorremediacion, con enfoque especifico, a la contaminacion de suelos por medio de
petréleo. Para ello, se buscé en organizaciones cientificas dedicadas a la entrega de
informacién en el campo de las ciencias, especificamente: ciencias generales,
biotecnologia, biologia, microbiologia, quimica y medio ambiente. Ademas, también se
buscd literatura en biblioteca universitaria USM-JMC.

Se realiz6 una revision a las bibliografias o “references” de los materiales
encontrados, sobre todo en los casos de articulos o estudios, con el objetivo de rescatar

informacidn que pudiera ser incluida en la revision.

CRITERIOS DE SELECCION

Primero, se realizd0 una busqueda de literatura cientifica, articulos, papers y
estudios tedrico-practicos en: Descubridor de la Biblioteca Electronica de Informacion
Cientifica (D-BEIC), ScienceDirect (servicio electronico de revistas, libros y articulos
cientificos), Research gate (red social para cientificos e investigadores), Scielo (biblioteca
cientifica electronica en linea), Redalyc (Red de Revistas Cientificas de América Latina y
el Caribe, Espafia y Portugal), Dialnet (Sistema abierto de informacion de revistas),

StudyLib (Biblioteca en linea). Posteriormente se procedio a utilizar y llevar a cabo una



busqueda de documentacion, tesis (de grado, postgrado), guias, manuales y otros, en el
buscador especializado en contenidos y literatura cientifico-académica; Google Scholar (o
Google Académico).

Esta documentacion ha sido puesta a disposicion publicamente por diferentes
asociaciones o entidades especializadas en el area de las ciencias de alrededor del mundo.

Toda esta busqueda se enfocd, a las tematicas de interés para esta revision.

Para la seccion de marco tedrico que se incluye en este trabajo se utilizo

preferentemente, Google Scholar.

Con el objetivo de maximizar el espectro de recopilacion de informacion, todas las
busquedas realizadas se hicieron tanto en idioma espafiol, como en inglés. Ademas, no se
establecié ninguna clase de limites para los afios de publicacion, con la intencion de

mantener el mencionado objetivo.

RECUPERACION DE INFORMACION

Criterios de inclusién y exclusion

En la busqueda de la denominada “documentacion gris” no se aplicd ningun filtro,
a modo de incluir todo tipo de material que aportara la plataforma on-line utilizada. Para los
casos de busqueda de revisiones, articulos o estudios, se le dio preferencia a todos aquellos
que incluyeran los términos de  “biorremediacién en suelos”, “biorremediacion

bacterioldgica” y finalmente, una combinacion entre ambas.

El criterio de exclusion, fue descartar toda aquella documentacion que no
contuviera informacion, con respecto al tratamiento bioldgico de biorremediacion en

suelos.

Para la seccion de marco teorico, el criterio de inclusion aplicado, llevd a la
seleccion de material de tipo descriptivo para ambos topicos, tanto de petréleo, como de
suelo. Se excluyé toda informacion que resultara ser demasiado especializada y especifica.
Solo se incluyo informacion de caracter especializado para abarcar los puntos de:

contaminacion de suelos y contaminacion de suelos con petrdleo.

Extracciéon de datos

Para determinar que la informacion contenida en los articulos y reviews
encontrados, cumpliera con los requerimientos, se procedié a leer las secciones de

“abstrac”, introduccion y conclusiones, para realizar nuevamente una seleccion.



El mismo criterio fue utilizado para los documentos de tesis utilizados.

Analisis de informacién

La informacion analizada se separ6 de acuerdo a tdpico, primero para el tema
central, se estructurd en “biorremediacion” y “biorremediacion de suelos contaminados con

petroleo”.



CAPITULO 1: MARCO TEORICO




1. PETROLEO

1.1. ORIGEN

El petroleo es un fluido natural, mezcla de hidrocarburos y otros componentes, que
por la descomposicion de organismos marinos y algunos de origen terrestre que han sido
arrastrados por el mar se van acumulando bajo la superficie terrestre. Estos restos terminan
mezclandose con limos y arenas finas, las cuales se van depositando en cuencas marinas. A
estos depositos se van sumando otros nuevos, los cuales van ejerciendo creciente presion
sobre los depositos ubicados en los niveles inferiores, la temperatura circundante tiende al
aumento provocando la litificacion de cienos y arenas y se transforman a areniscas y
esquistos. Los carbonatos precipitados y restos de caparazones pasan a formar caliza,
mientras que los tejidos blandos provenientes de los organismos muertos se convierten en
petréleo y gas natural. Dependiendo del factor temperatura, se dan tres etapas diferentes:
diagénesis, catagénesis y metanogénesis. La diagénesis es precursora de la formacién de
kerdgeno y metano biogénico a temperaturas <50 °C. Catagénesis (60 — 225 °C) y
metanogénesis (225 — 315 °C), forman petréleo y gas natural, respectivamente. Ver figura
1-1.

Cuando se forma petréleo y al ser mas ligero que las arenas y rocas presentes en el
medio circundante, fluye ascendentemente a través de la superficie terrestre. Es asi como el
petréleo va formando depdsitos, ya que a medida que fluye va quedando atrapado entre

capas impermeables flotando sobre agua o en una atmdsfera de gas (Castillo et al., 2005).

Metano biogénico

Diagénesis

Zona inmadura
Biomarcadores

Petréleo

(Catagénesis
Ventana de petréleo

Gas himedo

Incremento de la profundidad y temperatura

Gas seco

Ventana de gas

Metagénesis

Grafito

Hidrocarburos generados —>

Fuente: Extraido desde Schlumberger Limited

Figura 1-1: Proceso de formacion de queroseno, petroleo y gas natural.



1.2. COMPOSICION

1.2.1. Composicion General

El petroleo es una mezcla extremadamente compleja y variable de compuestos
orgénicos (Scragg, 2001). Al poseer una estructura bastante compleja, es facil encontrar en
él miles de compuestos, basica y mayoritariamente de la familia de los hidrocarburos
(Rosini, 1960). Alrededor del 50% al 98% de la totalidad de la composicion petrdleo se
encuentra representada por la familia de los hidrocarburos (Casellas et al., 1995). A la fecha

se conocen 200 hidrocarburos que forman parte del petréleo (Avandeeva et al., 2014).

De forma genérica un crudo se encuentra elementalmente compuesto por: 83-87%
de Carbono (C); 10-14% de Hidrogeno (H); 0,05-6% de Azufre (S) y 0,05-1,5% de
Oxigeno (0); 0,1-2%Nitrogeno (N) y cantidades despreciables de ciertos metales, como el
niquel (Ni) y el vanadio (\VVa) <1000 ppm (Speight, 2014).

Cualquiera sea el origen y la localizacion del crudo, estas proporciones se

mantienen dentro de los rangos anteriormente nombrados.

1.2.2. Composicion por familia

En cuanto a la composicion molecular del petrdleo, se pueden dividir en 2 clases o
familias, tal como se muestra en la figura 1-2. Esta division se realiza de modo que se logre

un mejor entendimiento de la naturaleza quimica de estos compuestos. Asi, se tienen:

1.2.2.1. Hidrocarburos alifaticos

Estructuras lineales, ramificadas y ciclicas, con enlace simple, doble y triple.

Ademas, pueden ser saturados o insaturados (Madigan, 2015).

- Alcanos (o parafinas): la estructura se forma mediante enlaces simples, por ello

se le conoce como hidrocarburos saturados. Se distinguen alcanos de cadena lineal (ej.: n-
octano) y los de cadena ramificada o isoprenoides volatiles (ej.: isobutano) y no volatiles

(ej.: pristano). Aproximadamente representa un 30% de los hidrocarburos de un crudo.



- Cicloalcanos: también conocidos como naftenos. Son compuesto aliciclicos de
cadena cerrada que forma un ciclo (ej.: ciclopropano), Los ciclos més abundantes en esta
categoria son los ciclopentanos, sobretodo metilados.

- Alguenos: también conocidos como olefinas

- Alquinos: también conocidos como acetilenos

1.2.2.2. Hidrocarburos aromaticos

Compuestos ciclicos con dobles enlaces conjugados. Se reconocen dos clases: los
monociclicos, de un solo anillo que pueden o no estar sustituidos con cadenas laterales; y

los policiclicos o naftenoaromaticos con dos o mas anillos aromaticos condensados.

- Monoaromaticos: constituidos por benceno, tolueno, etilbenceno y xileno. A este

grupo de le conoce, como BTEX (Scragg, 2001).
- Poliarométicos: grupo constituido por naftaleno, antraceno y fenantreno. A este

grupo se le conoce, como PAHSs (Scragg, 2001).

HIDROCARBUROS
| )
ALIFATICOS AROMATICOS
| 1 1

CICLOALCANOS NAFTENO-AROMATICO MONO-

ISOALCANOS O w o

? Ciclopentano Benceno
c _c| < _cl < Indano

DI-
Xk O
n-ALCANOS Ciclohexano m

Naftaleno
CH3CH, POLI-
Etano
CH3[CH,1,CHy C(%;
n-Alcano Benzo(a)pireno

Fuente: Extraido y adaptado de Microbial Enhanced Oil Recovery, Chapter 1 (Speight & EI-
Gendy, 2018a)

Figura 1-2: Clasificacién de hidrocarburos.



1.2.3. Otros componentes

A pesar de la predominancia de los hidrocarburos en la composicion de esta
mezcla, el petréleo contiene otros elementos, como lo son los compuestos heterociclicos.
Estos pueden ser de azufre (S), de nitrogeno (N); metales como: cobre (Cu), niquel (Ni)y
vanadio (V); &cidos nafténicos, fenoles, tioles y metaloporfirinas (Atlas et al., 2002), estos
conforman la fraccién pesada del petroleo. Desde el punto de vista comercial los
componentes de azufre y los nitrogenados ejercen una gran influencia en el valor del

petroleo. Como se explica a continuacion:

1.2.3.1. Compuestos sulfurados

El tipo de azufre que se puede encontrar en el petrdleo es de tipo organico e
inorganico. La extraccién mediante técnicas fisica-quimicas del azufre organico resulta ser
muy dificultosa, mientras que las mismas técnicas aplicadas al inorgénico, resultan
bastante bien. La presencia de azufre en petroleo es perjudicial, puesto que al hacer

combustion produce lluvia acida.

1.2.3.2. Compuestos nitrogenados

El tipo de nitrégeno que se encuentra en el petr6leo es organico y se le encuentra
en compuestos aromaticos, como la piridina y los heterociclos aromaticos como el indol. Al
igual que el azufre, la presencia de nitrégeno en petrdleo resulta ser perjudicial, ya que la
combustion del nitrogeno lleva a la formacion de 6xido de nitrogeno y junto con el azufre

provocan lluvia acida



1.3. HIDROCARBUROS TOTALES DEL PETROLEO (TPH)

Para efectos econdmicos y medioambientales, cuando se refiere a petrdleo lo que
realmente resulta de importancia es el contenido total de hidrocarburos del petroleo (TPH)
(Castillo et al., 2005). EIl término TPH se utiliza para describir a las sustancias quimicas
que forman parte del petréleo crudo, que como se ha mencionado anteriormente, es una
mezcla altamente compleja compuesta de una amplia gama de hidrocarburos (Cooney et al.,
1985), que varian en peso molecular (Scragg, 2001).

En términos técnicos el TPH es la medida de la concentracion total de
hidrocarburos extraidos y medidos por un método analitico en particular. Al ser una mezcla
compleja de compuestos de hidrocarburo, se han dividido en grupos de compuestos

similares, estos grupos se conocen como fracciones del petrdleo.

El TPH ademés, arroja pistas con respecto a la calidad del petroleo, es decir
mientras mayor sea el contendido de TPH mejor sera la calidad del mismo (Castillo et al.,
2005). Ademas puede ser tomado como parametro para predecir la biodegradabilidad de la

sustancia.

Los TPH constituyen unos de los grupos de contaminantes organicos con mayor
persistencia en el medio ambiente, resultando ser toxicos para muchos organismos (Dong
Huang et al., 2005).

14. SUELO

1.4.1. Definicién

Capa superficial que cubre la corteza terrestre, se caracteriza por tener un grosor
variable y escaso, generalmente de unos cuantos centimetros a pocos metros. Cumple la
funcién de ser la interfase entre litosfera, hidrosfera, atmosfera y biosfera, manteniendo
intercambios energéticos y materiales entre ellas. Ademas, se caracteriza por ser una capa

dindmica, puesto que se mantiene en constante cambio y formacion (edafogénesis).



A parte del factor meteorizacion y tiempo, el proceso de formacion de suelo se
ve moldeado por factores como el clima (precipitacion y temperatura), la topografia, la

biosfera (organismos, vegetacion y hombre).

A medida que va ocurriendo la edafogénesis se van desarrollando ciertas
diferencias verticales, a las cuales se les denomina capas, estratos u horizontes.
Describiendo el perfil de un suelo se pueden diferenciar 4 horizontes edaficos (Figura 1-

3), cada uno con sus respectivas caracteristicas, color y textura (Madigan et al., 2015;

Jordan, 2005; Ortiz et al. 2007)
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; = e * _directamente a partir del
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generalmente es muy baja)

Fuente: Extraido de Brock, biologia de los microorganismos (Madigan et al.,
2015)

Figura 1-3: Horizontes O, A, B y C de un suelo.

1.4.2. Composicion

El suelo es una compleja formacion que se crea a partir de la roca madre a través
de largos periodos producto de complejas interacciones (Madigan et al., 2015) entre
diferentes materiales, como: minerales (rocas, arenas, depésitos de glaciares y edlicos,
depdsitos actuales: aluviones; coluviones) y restos organicos (humus, biomasa viva y
muerta) (Cepeda, 1991). Es asi como la roca se va fragmentando hasta formar regolitos y

posteriormente; suelo (Atlas et al., 2002), que corresponde al material suelto que se ve en la

superficie de la Tierra.



De forma general todos los suelos o la gran mayoria de ellos se encuentran
compuestos en volumen por al menos cuatro componentes (Madigan et al., 2015) (Figura
1-4) materia mineral o inorganica (45%), correspondiente a rocas y minerales meteorizados
(gravas y arenas <2 mm >; limos <0,02 — 0,002 mm >; arcillas <0,0002 mm), y 2)
material organico (5%): humus; biomasa viva y muerta, de animales o vegetales parcial o
completamente descompuestos. Ambas fracciones componen la fase solida del suelo,
correspondiente a un 50% del volumen del suelo. Por otro lado se encuentra la fraccién no
solida del suelo conformada por: 3) agua y 4) aire, correspondiente a 25% de fase liquida y

25 % de fase gaseosa del volumen del suelo, respectivamente.

Componentes del suelo en volimen (%)

FASE @:------ o omaiasnlEe s
GASEOSA ’
o 25%

@ FASE SOLIDA

B F Orgdnica
® F. Inorganica
F.Liquida

F.Gas
25%

FASE LIQUIDA

Fuente: elaboracion propia basado en Brock. biologia de los microorganismos

Fuente: Elaboracion propia basado en Brock, biologia de los microorganismos (Madigan et al.,
2015)

Figura 1-4: Componentes del suelo en volumen (%)



1.5.  MICROBIOLOGIA DEL SUELO

El suelo se encuentra muy lejos de ser un medio conocido como inerte y estéril. De
hecho es en este tipo de habitat en donde la presencia microbiana resulta ser mucho mas
abundante en comparacion con otros medios, como por ejemplo: los medios acuéticos,
tanto marinos como dulces. Al ser un habitat heterogeneo el suelo resulta ser un medio
bastante favorable para el desarrollo y proliferacion de densas poblaciones de
microorganismos y con ello, dar paso a la formacion de microcolonias que se desarrollan

entre las particulas del suelo, tal como se muestra en la Figura 1-5.

Microcolonias
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Fuente: Extraido de Brock, biologia de los microorganismos (Madigan et al., 2015)

Figura 1-5: Particula de suelo con microcolonias.

En términos microbioldgicos el nivel superior del suelo es decir, los primeros 15
cm de éste aproximadamente corresponden a la porcion de suelo con mayor actividad
microbiana, esto se debe principalmente a las altas concentraciones de materia organica,
minerales y nutrientes disponibles. A medida que la profundidad va aumentando, la
presencia de los microorganismos comienza a disminuir gradualmente, debido a las
condiciones menos favorables que se van dando en los niveles profundos, en donde la
disponibilidad de materia organica disminuye considerablemente, evitando el crecimiento
de microorganismos.

La diversidad microbiana existente en el suelo habla principalmente de la gran

variedad genética, la cantidad y distribucion de especies en este habitat. Es asi como en un



gramo de suelo seco resulta facil encontrar alrededor de 4000 a 10000 especies microbianas

distintas. Los microorganismos que generalmente se encontraran en un gramo de suelo seco
son: bacterias (de 10° a 10®), actinomicetos (de 10° a 107), hongos (de 10* a 10°), algas

(de 10° a 10°), protozoos (de 10° a 10°) y nematodos (de 10' a 10%). La fraccion de
mayor importancia corresponde a la conformada por las bacterias, al ser estas las mas
abundantes, aunque representan menos de la mitad del total de la biomasa microbiana. Por
otro lado la fraccion comprendida por los hongos resulta ser de importancia, debido a su
mayor masa, representando alrededor del 70 % de la biomasa microbiana.

Las bacterias al tener un tamafio pequefio tienen la capacidad de adaptarse a
condiciones ambientales cambiantes rdpidamente.

Se pueden clasificar de acuerdo a varios criterios, pero para efectos de esta
revision se clasificardn en: aerobias y anaerobias. Ambos procesos metabdlicos seran
descritos en el item 1.8.2 y 1.8.3, respectivamente.

Los géneros de bacterias que frecuentemente se encuentran en el suelo
corresponden a: Actinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Arthobacter, Bacillus,
Brevibacterium,  Caulobacter,  Cellulomonas, Clostridium,  Corynebacterium,
Flavobacterium,  Micrococcus,  Mycobacterium,  Pseudomonas,  Staphylococus,
Streptococcus y Xanthomonas. Estas son las que comunmente se utilizan en la degradacién
de contaminantes. (Madigan, 2002: Martin, 1980: Coyne, 2000)

1.6. CONTAMINACION DE SUELOS

La contaminacion de suelos corresponde a la degradacion quimica de este
complejo sistema. En esta degradacion por exposicion a sustancias exdgenas toxicas que
sobrepasen los niveles de poder de amortiguacion del suelo o a sustancias propias del
medio que se encuentren en un nivel anormal que resulte nocivo para este, el suelo pierde
parte o la totalidad de su capacidad productiva. Ademas provoca la destruccion del poder
de contencion o amortiguador (accion auto depuradora con la cual el suelo se protege de la
accion de agentes contaminantes), disminuye cuantitativa y cualitativamente el crecimiento
y proliferacion de microorganismos presentes, conlleva a la inminente distribucion de la
contaminacion sobre cuerpos de aguas tanto superficiales como subterraneos y con ello

generando problemas sanitarios para la poblacién.

Cuando ocurre un suceso de contaminacion de suelo no solo se debe tomar en

consideracion la identificacion del agente o agentes contaminantes, sino que tambien se



debe tener en cuenta el tipo de suelo que esta siendo afectado, puesto que distintos tipos de
suelos van a reaccionar de forma completamente diferente a una misma sustancia toxica
cuya concentracion sobrepase los niveles soportables por éste. Esta diferenciacion ocurre
principalmente por el grado de vulnerabilidad que cada suelo posee. Este factor se
relaciona directamente con la capacidad amortiguadora del suelo. Ante un suceso de
contaminacion el grado de vulnerabilidad del suelo se pondra a prueba mediante la
intensidad con la que ocurre la contaminacion y la velocidad con la que ésta incide en el
medio causando efectos adversos en las caracteristicas y propiedades fisicas, quimicas y

bioldgicas de este complejo sistema.

Estos sucesos de contaminacidn ocurren principalmente como consecuencia de la
actividad antropogeénica que se lleva a cabo en este medio. Actividades del tipo industrial,
mineras, agricolas y ganaderas, son las principales precursoras de episodios de desastres
medioambientales, puesto que manejan y desarrollan sus actividades mediante el empleo de

variados agentes contaminantes (Ortiz, 2007; Capitulo 11: La contaminacion del suelo (s.f)).

1.7.  CONTAMINACION DE SUELOS CON PETROLEO

Alrededor de 4.000 millones de toneladas de crudo son las que se extraen al afio
(Séez, 2013) y aproximadamente 1.500 millones de toneladas son transportadas anualmente
en buques de carga (Castillo et al., 2005). Teniendo en consideracion el manejo de estos
grandes volimenes la contencidn de ocurrencia de sucesos contaminantes resulta ser una
tarea dificil. Existen casos emblematicos de desastres ambientales por derramamiento de
petréleo en el medio ambiente, como lo es el Exxon Valdéz (24-03-89), hundimiento del
Prestige (19-11-02) o el hundimiento de una plataforma petrolifera en el Golfo de México
(20-04-10). Afortunadamente estos casos ocurren con poca frecuencia, sin embargo logran
captar la atencion de una gran cantidad de publico por sus magnitudes. Sin embargo, es en
operaciones de carga, descarga, transporte, almacenamiento y refinamiento donde resulta
casi imposible evitar peérdidas y derrames de petréleo o de algunos de sus derivados
(Speight, 2006), siendo estos los casos mas recurrentes, ya sea por accidente o

medianamente intencionados.

El vertido de hidrocarburos en el suelo genera un cambio en el equilibrio existente

de éste, especificamente en la relacion C:N y C:P, resultando desfavorable para el



desarrollo y crecimiento de los microorganismos (Coyne, 2000) debido al exceso de

carbono (C) al que se exponen el suelo y los microbios en él.

1.8. BASES PARA LA DEGRADACION DE PETROLEO

Al igual que la industria, que necesita de combustible para llevar a cabo sus
procesos productivos, lo mismo ocurre con los microorganismos del suelo, los cuales
necesitan de fuentes energéticas para llevar a cabo procesos metabdlicos e interacciones
varias, entre ellos y con el medio que los rodea. Aqui es donde el carbono, proveniente de

los hidrocarburos del petroleo se presenta como una buena y potente fuente energética.

Cientificos académicos e industriales han determinado que algunos
microorganismos, sobre todo algunas bacterias, pueden utilizar los hidrocarburos del
petroleo como alimento y fuente de energia (Adams et al., 1999)

Las tasas de transformacién del petr6leo y de otros hidrocarburos en el ambiente
implican complejos mecanismos, que dependeran de la naturaleza y la cantidad de petroleo

o hidrocarburo presentes en el suelo.

Los hidrocarburos provenientes del crudo de petréleo se diferencian entre si, de
acuerdo a la propia susceptibilidad que poseen para ser biodegradados. Para tener una
referencia, los hidrocarburos més faciles de metabolizar por los microorganismos, son: N-

Alcanos>Alcanos ramificados>Compuestos aromaticos>Alcanos ciclicos (Coyne, 2000)

En el proceso de degradacion son importantes las condiciones ambientales
predominantes, la concentracion de petrdleo y la composicién de la comunidad de
microorganismos autdctonos del suelo. La tasa de descomposicion sera mayor en presencia

de cultivos mixtos (Lozano, 2005).

A continuacion se describiran las rutas degradadoras que las bacterias llevan a

cabo para la transformacion del petroleo.

1.8.1. Bases Bioguimicas

La biodegradacion de los hidrocarburos mayoritariamente ocurre por vias
aerobicas. Esta forma de descomposicion es la mas estudiada por la comunidad cientifica.
Hasta se creia que era la Unica via utilizada por los microorganismos. No fue hasta el siglo
XX que los cientificos se dieron cuenta de otro tipo de degradacion: la anaerdbica. Desde



ese entonces, se comenzaron a describir los procesos con respecto a ella, utilizando como
oxidantes el nitrato (NO3), sulfato (SO3*) y Hierro (111) (Fe*3). La degradacion anaerdbica

no es de resultados despreciables, sin embargo es poco frecuente en comparacion con la

aerobica.

Cualquiera sea la via degradadora que las bacterias utilicen, estas necesitaran de
un catalizador o comburente con el cual se podra llevar a cabo la oxidacion de los
hidrocarburos (Castillo et al., 2000).

1.8.2. Metabolismo aerobio de hidrocarburos

Muchos organismos son capaces de degradar los hidrocarburos utilizando el
oxigeno molecular (0,) como receptor de electrones y los hidrocarburos como carbono (C)
y fuentes de energia. En presencia de condiciones aerobicas y nutrientes apropiados, los
microorganismos pueden convertir muchos contaminantes organicos en didxido de carbono
(CO,), agua (H,0) y masa celular microbiana. La biorremediacion aerdbica utiliza oxigeno

como aceptor de electrones.

El metabolismo aerdbico se explota mas comdnmente, puesto que resulta ser
efectivo para tratar hidrocarburos del petréleo y algunos compuestos oxigenados del
combustible, como por ejemplo: metil-terbutil-éter [MTBE]. Ademas resulta ser una via

mucho mas rapida.

La biorremediacion aerdbica se usa con mayor frecuencia en sitios contaminados
con productos petroleros de peso medio, por ejemplo: el combustible diesel. Esto debido a
que los productos mas livianos, como la gasolina, tienden a volatilizarse facilmente y
pueden ser removidos mas rapidamente usando otras tecnologias (sparging de aire o
extraccion de vapor de suelo). Para los productos petroliferos mas pesados, como: aceites
lubricantes, que por lo general tardan méas tiempo en biodegradarse que los productos mas
ligeros, las tecnologias mejoradas de biorremediacion aerébica pueden seguir siendo
eficaces, aunque es probable que otras técnicas sean mas idoneas para estos casos, es por
esto que se debe realizar un andlisis del suelo y del contaminante, de este modo tratar el
area afectada. Generalmente no es practico utilizar tecnologias mejoradas de
biorremediacion aerdbica para tratar la contaminacion por petréleo en suelos de baja
permeabilidad, como lo son los suelos arcillosos. Para estos casos de baja permeabilidad

la fracturacion ambiental puede mejorar las aplicaciones de biorremediacion (Clu-in,

(s.f)a).



1.8.2.1. Oxidacion de hidrocarburos alifaticos

Las etapas de oxidacion de los compuestos alifaticos estan determinadas por la
accion de enzimas catalizadoras: las oxigenasas. Existen dos tipos de éstas: dioxigenasas y
monooxigenasas. Las primeras catalizan la incorporacion del oxigeno molecular (0;)
completo, es decir, sus dos atomos de oxigeno entran en la molécula. Mientras que las
monooxigenasas se encargan de catalizar la incorporacion de un solo atomo de los dos que
posee el oxigeno molecular y el atomo restante de oxigeno lo reduce a agua (H,O)
(Madigan et al., 2015).

En estos casos los donadores de electrones corresponderan a NADH o NADPH.
NADH corresponde a la forma reducida de NAD. Esta coenzima actda como donadora de
electrones en el metabolismo. Mientras que, NADPH, la forma reducida de NADP*, es una
coenzima que contiene dos grupos de fosfato unidos a una molécula de oxigeno (Beck,
2018).

La ruta degradadora consiste en la oxidacion de un atomo de carbono terminal,
como por ejemplo: un grupo metilo. A este se le incorpora un a&tomo de oxigeno por accién
de la monooxigenasa. La secuencia de reacciones lleva al hidrocarburo inicial a pasar por
alcohol y aldehido. Posteriormente, el producto de la oxidacién lleva a un carboxilo que
posee la misma longitud que el hidrocarburo original. Este &cido graso hidrofébico
continta su asimilacion por medio de S-Oxidacion. Aca se dan paso a una serie de
oxidaciones secuenciales, que separan dos carbonos en cada paso. Es durante la S-
Oxidaciéon que se forma el NADH, el cual se encarga de entregar energia al proceso, por
medio de su oxidacion. Un ciclo de S-Oxidacién liberard acetil-CoA junto con un acido
graso, el cual tendra dos atomos de carbono menos que el &cido original. Para el otro
carbono ocurre el mismo ciclo y se libera otra molécula de acetil-CoA. Finalmente, el

acetil-CoA se oxida a través del ciclo del &cido citrico (Figura 1-6).
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Figura 1-6: Etapa de oxidacion para hidrocarburo alifatico: a) catalizacion por
medio de oxigenasa y b) oxidacion de acido graso por "B" -oxidacion.

Los microorganismos capaces de llevar a cabo este tipo de degradacion
principalmente, son: Pseudomonas, Nocardia y Mycobacterium (Madigan et al., 2015:
Castillo et al., 2000)

1.8.2.2. Oxidacion de hidrocarburos aromaticos

Los compuestos aromaticos se caracterizan por ser muy estables, es por esta razén
que resultan ser altamente persistentes en el medio ambiente. Para que la biodegradacién
aerobica ocurra, se necesita de la previa activacion del compuesto con oxigeno molecular
(0,), esto llevara a la formacion de catecol (derivado dihidroxilado) (Castillo et al., 2005),
con lo cual se hara mucho mas facil la rotura del/os anillo/s aromatico/s. Una vez que se
forma el catecol, éste es catalizado por las enzimas mooxigenasa y dioxigenasa. La
oxidacion lleva a la formacion de compuestos como: el succinato, acetil-CoA y el piruvato
(Madigan et al., 2015).

Como se muestra en la figura 1-7, hay varias etapas en la oxidacion de un
compuesto aromatico que deben ser mediadas por oxigenasas. En la primera reaccién se
puede ver la accion catalizadora de la monooxigenasa (a), provocando la hidroxilacion de
benceno a catecol. En otra de estas reacciones, la dioxigenasa rompe el anillo intradiol del

aromatico, provocando un corte del catecol a cis,cis-muconato (b). Mientras que en el



ultimo caso en la degradacion de tolueno, la dioxigenasa hidroxila el anillo y luego corta
el anillo extradiol.
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Fuente: Extraido de Brock, biologia de los microorganismos (Madigan et al., 2015)

Figura 1-7: Oxidacion de un compuesto aromatico mediado por oxigenasas.

Una vez que los compuestos aromaticos son degradados, los nuevos compuestos

resultantes quedan disponibles para entrar en la ruta del ciclo citrico, como el acetil-CoA,
acido succianato y piruvato.

1.8.3. Metabolismo anaerobio de hidrocarburos

La degradacion anaerobica de hidrocarburos se asocia a la reduccion de

nitrato,sulfato o hierro férrico. Estos son los encargados de actuar como los aceptores de
electrones en el proceso degradativo.

1.8.3.1. Reduccidn de hidrocarburos alifaticos

El metabolismo mas estudiado en este caso es el del hexano, que realizan las
bacterias desnitrificantes, estas son las que utilizan el nitrato como aceptor de electrones.

El metabolismo andxico del hexano ocurre con la adicién de fumarato, este se une en el



atomo de carbono 2 y adiciona el oxigeno necesario para que se forme un acido graso, el
cual serd oxidado mediante la S-oxidacion, de la misma forma como se describe en la

Figura 1-8. se terminara originando acetil-CoA el cual podré ser oxidado por medio del
ciclo del &cido citrico.
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Figura 1-8: Catabolismo anaerobio del hexano

1.8.3.2. Reduccidn de hidrocarburos aromaticos

Los hidrocarburos aromaticos se degradan por accién de ciertas bacterias
reductoras, ya sea de nitrato, hierro férrico o sulfato. Sin embargo, existen otras bacterias;
fototrofas o fermentadoras que son capaces de realizar metabolismo anoxico a ciertos
hidrocarburos aromaticos. A diferencia del metabolismo aerobio que comienza a ocurrir por
la oxidacion del anillo aromatico, en el metabolismo andxico comienza con la reduccion del
anillo. Por ejemplo: para el catabolismo del tolueno, se afiade fumarato, el cual adicionara
el oxigeno necesario para iniciar el proceso. Posteriormente se formara benzilsuccinato y
se daran paso a una serie de reacciones, que llevaran a la formacion de benzoil-CoA, el cual

se terminara degradando por la reduccién total del anillo, como se muestra en la figura 1-9.



Para aquellos hidrocarburos con varios anillos, como: naftaleno

, la oxigenacién
ocurre con la adicién de dioxido de carbono (no de fumarato), con esto un atomo de

oxigeno pasa a formar parte del hidrocarburo, se forma &cido carboxilico y facilita el

comienzo del metabolismo degradador por medio de bacterias reductoras desnitrificantes o
sulfato.

Fuente: Extraido de Brock, biologia de los microorganismos (Madigan et al., 2015)
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CAPITULO 2: BIORREMEDIACION




2.  BIORREMEDIACION

2.1. DEFINICION

Segun la USEPA, la biorremediacion corresponde a la practica que acelera la
biodegradacion natural en variedad de medios (suelo, agua (dulce y salada, tanto
superficial, como subterrdnea)), mediante el empleo de microorganismos vivos, sean estos
naturales o genéticamente modificados, y hace aprovechamiento de sus capacidades
catalizadoras, para la eliminacion o neutralizacion  de sustancias Xxenobioticas
contaminantes, mientras estas son utilizados como sustrato energético y con ello, se
generan productos metabdlicos inocuos, para el medio ambiente y la salud humana. (US
EPA CLU-IN, (s.f.)b).

2.2. DEGRADACION EN BIORREMEDIACION

La asimilacion de hidrocarburos por parte de microorganismos, como sustrato para
su beneficio ha dejado variedad de publicaciones a través de los afios (Stone et al., 1941;
ZoBell, 1950; Foster et al., 1962: Takeda et al., 1965; Dibble & Bartha, 1979a; Bossert et
al., 1984; Wang et al., 2008; Brooijmans et al., 2009; Obi et al., 2016; Kumar et al., 2018).

Como ventaja a este hecho se tiene que, los microorganismos metabolizadores de
hidrocarburos estan natural y ampliamente distribuidos en el medio ambiente (Brooijmans
et al., 2009: Ghazali et al., 2004). En este punto, es que los microorganismo aldctonos
toman una relevancia significativa, ya que resultan ser la clave para dar solucion a la
mayoria de los casos en que se requiere biodegradacion y biorremediacion de sustancias
contaminantes (Tempest et al., 1978: Verma et al., 2015). Estos organismos pueden ser
bacterias, hongos (Elshafie et al., 2007: Bovio et al., 2017: Winquist et al., 2014: Kadri et
al., 2017), plantas (fitorremediacion) (Crisaldi et al., 2017: Petrova et al., 2017: Feng et al.,
2017: Xiao et al., 2015), y nematodos (vermirremediacion o vermicompostaje) (Lin et al.,
2018: Lin et al., 2016: Martinkosky et al., 2017: Rodriguez et al., 2014). Sin embargo, el
grupo que mas sobresale y por lo tanto, el méas estudiado y aplicado por los cientificos, es
el de las bacterias. Es asi, como la ciencia ha sabido sacar ventaja de la diversidad
genética y versatilidad metabolica (aerobia y anaerobia) (Fabelo, 2017): caracteristicas

propias de estos microorganismos (Garbisu et al., 2002).



Es importante mencionar que, el empleo de estos microorganismos bien pueden
realizarse por si solos (cultivo puro) o en conjunto (cultivo mixto), siendo ambas
alternativas completamente viables (Jeyachandran, 1996; Kuiper et al., 2004; Fernandez et
al.,2009).

En un ambiente los hidrocarburos de petroleo pueden persistir indefinidamente,
mientras que en otras condiciones los mismos hidrocarburos pueden biodegradarse

completamente en un plazo relativamente breve.

La biodegradacion del petroleo en los ecosistemas naturales es un proceso
complejo. El destino del petréleo en el ecosistema y las tasas de biodegradacion de los
hidrocarburos se caracterizan por ser bastante variables. Esta variabilidad responde a la
influencia que ejercen una gama de factores abidticos propios del ecosistema, los cuales
afectan el crecimiento y actividad enzimatica de los microbios. Estas variables abioticas,
corresponden a una serie de parametros ambientales como: temperatura, la disponibilidad
de oxigeno y nutrientes; en especial Nitrogeno (N) y Foésforo (P), sustrato (fuente de
carbono) (C), pH y el tipo de suelo (Gunkel et.al, 1980; Atlas, 1981). Por ultimo, pero no
menos importantes, otras variables mediadoras que ejerce su influencia son la composicion
quimica del mismo petréleo, lo que determinara la evolucién de éste en el suelo y la
naturaleza de la comunidad microbiana, que se ve enfrentada a la presencia de un

componente desconocido, que podra o no metabolizar.

La influencia de estos parametros en la eficiencia biorremediadora se han
observado y estudiado a lo largo de los afios (Dibble & Bartha, 1979a; 1979b; Cooney et
al., 1985; Gomez et al., 2008; Al-Hawash et al., 2018) debido a que se correlacionan
considerablemente con las actividades enzimaticas de los microorganismos. Por lo tanto,
una exhaustiva comprension de estos factores, es fundamental para un proceso de

biorremediacion exitoso (Yuniati, 2018).

2.2.1. Pardmetros que afectan la biodegradacion

2.2.1.1. Temperatura

La temperatura constituye un factor altamente influyente en los procesos
biodegradativos. Segun Atlas (1981) la temperatura tiene la capacidad de provocar cambios

fisicoquimicos en los hidrocarburos del petroleo, determinando asi, qué fracciones se



metabolizan o no, puesto que la temperatura los vuelve mas o menos susceptibles a la

degradacion bacteriana (Atlas, 1975).

Jobson et al. (1972) evidencio que ciertas fracciones de una mezcla de petréleo se
utilizan bajo ciertas temperaturas. Se encontr6 que las bacterias psicrofilicas utilizaban
preferentemente componentes de n-alcanos de longitud de cadena de hasta C5, , mientras
que bacterias mesofilicas usaban en primera instancia componentes de hasta C,s , para
luego seguir con la metabolizacion del resto de la fraccién. Este sugiere que uno o més
factores distintos de la solubilidad determinan la utilizacion de n-alcanos por parte de los

microorganismaos.

Zhou et al. (1995) también mostrd que para un mismo suelo el orden de las tasas
de eliminacion de los diferentes compuestos a distintas temperaturas no era el mismo. Asi,
para una temperatura de 11 °C, las tasas de degradacion ocurrié preferentemente para los
compuestos de mayor peso molecular a los de menor peso: etilbenceno > benceno >
tolueno > o-xileno > hexano > metiletilpentano. A 25 °C, el comportamiento primeramente
fue para los de mayor peso (etilbenceno-hexano), para luego seguir con los menor peso
molecular (metiletilpentano), a excepcion del tolueno y o-xileno, el orden que se observo
fue: etilbenceno > hexano > metiletilpentano > benceno > tolueno > o-xileno. Y por Gltimo
a 37 °C la degradacion ocurrié desde los compuestos mas livianos hasta los mas pesados:

metiletilpentano > hexano > etilbenceno > benceno > tolueno > o-xileno.

Estos resultados dejan en evidencia que los hidrocarburos alifaticos ligeros como
el hexano y el metiletilpentano desaparecen mas lentamente que los hidrocarburos
aromaticos a bajas temperaturas, pero mas rapido a temperaturas mas altas. Esto podria
deberse a que a medida que la temperatura disminuye, la viscosidad del petréleo aumenta,
su volatilizacién disminuye y la solubilidad aumenta en la solucién acuosa del suelo. Esto
provoca el retraso de una potencial biodegracion. Ademas esta mayor persistencia en el
medio significa que el grado de toxicidad para los microorganismos degradadores
aumenta (Heipieper & Martinez, 2010), resultando en una disminuciéon en las tasas de
biodegradacion microbiana, tal como lo ha documentado Atlas (1991) y Leahy & Colwell
(1990). Por otro lado, Zhou et al. (1995) agrega que, otra variable podria ser la energia de
activacion necesaria para las reacciones metabolizadoras de compuestos, siendo estas mas

altas para los compuestos alifaticos, que para los aromaticos.

Ademas, se ha observado que conforme la temperatura baja, también lo hace la
velocidad de degradacién, esto debido a que la actividad enziméatica de las bacterias
disminuye. Segun Mulkins & Stewart (1974) el descenso de temperaturas también provoca

la disminucion de la proliferacion de bacterias degradantes.



En ecosistemas con climas frios (articos y subarticos) las bajas temperaturas por si
solas no se consideran la razén para explicar la limitacion en las tasas de biodegradacion
de los hidrocarburos (Atlas, 1985; Rike et al., 2003). Tampoco se deben a una falta de
microbiota indigena, ya que practicamente todos los ecosistemas del Artico contienen un
numero adecuado de microorganismos (Gilichinsky et al., 1992; Whyte et al., 1996; Whyte
et al., 1999) perfectamente adaptados a las condiciones de dichos ecosistemas (Russell et
al., 1990; Rike et al., 2001) y que son capaces de degradar hidrocarburos. Rivkina et al.
(2000) observé actividad metabolica microbiana a temperaturas entre 5 °C y -20 °C, la cual
fue cuantificada en muestras de permafrost. Sin embargo lo que si ocurre es que, el proceso

biodegradativo se extiende por mas tiempo (Atlas, 1985; Margesin, 2007).

Las limitaciones en la biodegradacion se pueden deber més bien, a insuficiencias

nutricionales de nitrégeno (N), fosforo (P) y oxigeno (O).

2.2.1.2. Nitrégeno vy Fosforo

La presencia de nitrogeno (N) y fésforo (P) juegan un papel clave en el proceso de
biodegradacion en el suelo. Luego de un episodio de contaminacion por hidrocarburos de
petroleo, el suelo presenta un gran desequilibrio: los niveles de nutrientes inorganicos
disponibles son bajos, y por otro lado los niveles de carbono (C) son muy altos. Por lo tanto
las proporciones de C:N y C:P quedan excesivamente altas. Este es un factor a tener en
cuenta en los procesos de biorremediacion, ya que cada relacion C:N y C:P son Unicas para
cada suelo y deben estar en proporciones Optimas para no afectar la microbiota o inhibir de

alguna manera el proceso biodegradativo (Zhou et al., 1995).

Los resultados en estudios confirman la importancia de la presencia de dichos
nutrientes, puesto que son necesarios para biosintetizar metabolitos primarios, proteinas y
otros elementos basicos para la biomasa celular. Ademas estimulan el crecimiento
microbiano y la actividad bacteriana y con ello, se promueve un buen proceso de
biodegradacion (Zhou et al., 1995; Semboung et al., 2016).

Variados son los estudios que se pueden encontrar que respaldan
contundentemente que la aplicacion de fertilizantes con nitrégeno y fésforo estimula de
buena manera la degradacion de hidrocarburos en suelos, incluso en climas extremos, como
suelos subarticos y articos. (Jobson et al., 1974; Raymond et al., 1976; Westlake et al.,
1978; Chaineau et al., 2005). Por ejemplo Jobson et al. (1974) por medio de la aplicacion
de un fertilizante de urea-fosfato, evidencié un répido aumento de las poblaciones

bacterianas degradadoras, ademas de la utilizacion preferencial de n-saturados, mientras



que componentes nafténicos (fitano-pristano) se mantuvieron después del proceso. Lo
mismo ocurrio con la fraccion aromatica, la cual mostré nulo o leve degradacién, debido a

su mayor resistencia a la influencia bacteriana.

Chaineau et al. (2005) comparé la degradacion de un petroleo crudo, con una
composicion de 48% fraccion saturada (lineales (Cg-C37); ramificados y ciclicos), 26%
fraccion aromatica, 26% de compuestos polares incluidas las resinas (7%) y el 19% de un
hexano insoluble (HIF), incluidos los asfaltenos y compuestos organicos. El estudio se
llevd a cabo en suelos contaminados no fertilizados y fertilizados. En el suelo contaminado
sin fertilizar, la concentracion inicial de hidrocarburos disminuy6 con el tiempo, logrando
una degradacion por atenuacion natural de 47%. La adicion de una cantidad controlada de
nutrientes minerales incremento significativamente el proceso de degradacién, teniendo una
eficiencia de 62% pasados 150 dias. Por el contrario, las excesivas concentraciones de
nutrientes redujeron el grado de biodegradacion de hidrocarburos (49%), tal como se ha
documentado en otros estudios (Westlake et al., 1978; Choi et al., 2002).

En Westlake et al. (1978) se examino un proceso de degradacion de un petroleo in
situ en un suelo de la region boreal de los territorios del noroeste de Canada. En el estudio
se aplico un fertilizante que contenia nitrégeno (N) y fosforo (P). Este produjo un rapido
aumento en el nimero de bacterias degradadoras, seguido de una rapida desaparicion de
hidrocarburos parafinicos, especificamente la fraccion saturada (n-alcanos e isoprenoides).

Sin embargo, existen ocasiones en que la adicion de nutrientes resulta poco
significativa y contraproducente en los procesos biodegradativos. En su estudio Johnson et
al. (1999), examino la influencia de la adicién de nutrientes de nitrégeno (N) y fosforo (P)
en la mineralizacion de fenantreno en cuatro suelos. Como resultado se obtuvo que los
suelos no se vieron afectados positivamente y hasta se mostraron ligeramente deprimidos
en su actividad metabolizadora por la adicion de estos nutrientes. El analisis de estos
resultados sugieren que, los nutrientes afiadidos no surtieron el efecto esperado debido a
que, naturalmente los niveles de nitrogeno (N) y fosforo (P) eran relativamente altos en los
suelos estudiados. Silva et al. (2016), también concuerda con estos resultados, evidenciando
que los suelos con menor materia organica, tienen un mayor grado de respuesta a la

adicion de nutrientes..

Por esta razon Bossert & Bartha (1984) propusieron que mientras los suelos
dispongan de forma natural con reservas 6ptimas de nutrientes inorganicos, la adicion de
estos solo se debe considerar cuando dichas reservas se agoten., de modo que el proceso
biorremediativo no se vea afectado por la toxicidad que estos nutrientes puedan ejercer

sobre el sistema estando en proporciones muy elevadas.



Ademas de la toxicidad que pueda significar los altos niveles de estos
macronutrientes sobre la microbiota, la inhibicién de la actividad microbiana puede estar
asociada con el aumento de la salinidad en el suelo causado por la adicion de nutrientes.
Ademas, el tiempo de adaptacion microbiana puede aumentar debido a los altos niveles de
salinidad del suelo causada por el alto nivel de NH; y NOZ (Oudot et al., 1998; Chaineau et
al., 2005).

Otro experimento que se llevo a cabo por Zhou et al. (1995) con adicién de
nutrientes, mostré una secuencia en las tasas de eliminacién de componentes del petréleo
prioritaria para hidrocarburos monoaromaticos (BTEX), para luego terminar con
hidrocaburos alifaticos. El estudio se realizé afiadiendo nitrogeno (N) en forma de vapor de
amoniaco NH; y exponiendo al suelo (S2 y S3) a temperaturas de 11 °C (S3) y 25 °C (S2-
S3). Y manteniendo una relacion C:N de 50:1. La secuencia de degradacion fue para S3 a
11 °C y 25 °C de: etilbenceno > benceno > tolueno > o-xileno > hexano >
metiletilpentano y; etilbenceno > tolueno > benceno > hexano > o-xileno >
metiletilpentano, respectivamente. Mientras que para S2 a 25 °C la secuencia resultd ser:
etilbenceno > tolueno > benceno > o-xileno > hexano > metiletilpentano. Estos resultados,
segun el autor evidencian que gracias a la adicion de vapor de amoniaco y la temperatura
controlada, la susceptibilidad de los diferentes compuestos fue menos evidente ante el
ataque bacteriano , debido al aumento de biomasa y la biodegradacion de hidrocarburos
aromaticos se vio beneficiada, presuntamente por una mejor biodisponibilidad de estos
compuestos bajo dichas condiciones y por lo tanto, se dié una mayor actividad por parte de
la poblacion bacteriana. Tal como se ve en S3 a 11 °C, donde la degradacion de la fraccion
de BTEX fue prioritaria, seguida por los compuestos alifaticos y a 25 °C lo mismo, con
excepcion de o-xileno, el cual tuvo una degradacion minoritaria. S2 a 25 °C mostrd un

patron degradativo muy parecido a S3 bajo la misma temperatura.

En cuanto a la adiccion de soluciones de fosforo, Morgan & Watkinson (1992)
encontraron que, con el uso de tripolifosfato, la migracion de fosfato en el medio estaba
limitada por la precipitacion de sales insolubles, reduciendo la permeabilidad del suelo, a

causa de la obstruccion de los poros de este.

En climas frios también se ha observado la aplicacion de diferentes ratios entre
C:Ny C:P en suelo, encontrando que la mas baja concentracion de nutrientes, resulto ser la
mas Optima para el metabolismo bacteriano. Mientras que los alto niveles de nitrogeno (N)

limitaban significativamente el sistema (Braddock et al., 1997; Walworth et al., 2003)

Estos estudios indicaron que la adicién controlada de nutrientes a un sistema
biorremediativo mejora de buena manera los procesos de biodegradacion en suelos.

Ademas agregan que, es importante identificar las relaciones C:N y C:P para cada caso,



debido a que estas relaciones resultan ser muy variables, no existiendo una proporcion

universal que funcione en todos los casos en que se necesite biorremediacion.

Todo dependerd del tipo de petrdleo con el que se esté tratando, conocer bien las
caracteristicas del suelo y establecer relaciones adecuadas, para evitar condiciones poco
Optimas para la biodegradacién, por ejemplo: insuficiencia de nutrientes, lo que llevaria a
un escaso desarrollo de la poblacion bacteriana. O exceso de ellos, lo que provocaria

efectos negativos sobre la microbiota por la toxicidad.

2.2.1.3. Oxigeno

La mayor parte de la biodegradacion de los hidrocarburos del petréleo ocurre en
condiciones aerdbicas, ya que los procesos de oxidacion de estos sustratos generalmente
requieren de oxigenasas. La disponibilidad de oxigeno y su posterior eficiencia en los
suelos dependera del tipo de suelo y, las condiciones en las que este se encuentre, de las
tasas del consumo microbiano y la presencia de sustratos utilizables lo que puede llevar al
agotamiento del oxigeno (Bossert & Bartha, 1984; Goi et al., 2006). Contar con la
disponibilidad de oxigeno es determinante en las tasas de biodegradacién, ya que se
considera una variable limitante, al igual que los nutrientes inorganicos (von Wedel et al.,
1988).

Es asi como la bioestimulacion por medio del suministro de oxigeno resulta ser un
enfoque atractivo para mejorar la biodegradacion de hidrocarburos en suelo. Zhou et al.
(1995) por medio de estudios cinéticos realizados en su investigacion demostraron que, la
adicién de oxigeno resulta beneficiosa para las comunidades microbianas del medio, puesto
que el enriquecimiento selectivo las ayuda a adaptarse de mejor manera al sitio

contaminado y degradar a una velocidad relativamente mas alta.

Zawierucha & Malina (2011) realizaron estudios de respirometria para determinar
los efectos de la bioestimulacion, mediante diversas formas de suministro de oxigeno. Ellos
mostraron la eficiencia del oxigeno adicionado por medio de agua aireada, soluciones

acuosas de perdxido de hidrogeno (H,0,) y permanganato potasico (KMnQOy,).

Los resultados mostraron que las tasas de biodegradacién mas altas se alcanzaron
con el uso de una solucién acuosa de KMnQO,, con esta solucion el rendimiento de la
degradacion subio entre 415-585% en comparacion con el control. En cuanto al agua
aireada esta resulté en un aumento de las tasas de biodegradacion de alrededor de 114 -
229%, en comparacion con el control. Ademas, afiadieron que el uso de agua aireada es la

forma mas Optima de suministrar oxigeno a un sistema, puesto que Su USO no causa



perjuicios en el ecosistema intervenido. El rendimiento de la solucién acuosa H,0, causo
una mejora significativa de alrededor del 260% en comparacién con un control. Joshi &
Lee (1996), también demostraron que por medio de una enmienda de H,O, se logran altas
eficiencias de remocion para todos los HAPs (Fluoranteno, Pireno, Benzo(a)antraceno,
Criseno, Benzo(a)pireno).

El alto rendimiento que demuestra el KMnO, puede que, se deba a que es capaz
de oxidar con facilidad los dobles enlaces entre carbonos (Wolfe et al., 1981). Brown, G. S.
et al (2003), observé la efectividad del tratamiento biodegradativo por medio de KMnO, en
hidrocarburos aromaticos, que incluian antraceno, benzo(a)pireno, criseno, fluoranteno,
fenantreno y pireno. Para el caso de benzo(a)pireno, pireno, fenantreno y antraceno, las
tasas fueron de 72,1%; 64,2%; 56,2% y 53.8%, respectivamente. Mientras que fluoranteno

y criseno tuvieron reducciones minimas de 13.4% y 7.8%, respectivamente.

Los resultados sugirieron que las soluciones de permanganato se pueden aplicar
con exito en la tecnologia de remediacion de suelos contaminados con petroleo

hidrocarburos.

Zawierucha & Malina (2011) ademas, evidencié que aquellos hidrocarburos que
no lograron una completa mineralizacién por la oxidacion de permanganato, su estructura
se vio alterada por los grupos funcionales polares, lo que significa grandes mejoras en el
sistema acuoso del suelo, la solubilidad y disponibilidad de estos productos intermedios
para una potencial nueva biodegradacion. Jobson (1974) en su estudio mostré una situacion
parecida, en que la adicion de un fertilizante de 0, provocé un aumento en las fracciones
insolubles, debido a una transformacion en la polaridad de los componentes de asfaltenos

del petréleo mientras ocurria la degradacion de compuestos n-alcanos.

Se debe tener en cuenta que la contaminacion por petréleo en altas
concentraciones puede agotar de manera rapida los niveles de oxigeno, tanto en el suelo
superior, como en las profundidades, obstruyendo el flujo adecuado de este. Por esta razon,
es importante mantener niveles suficientes de oxigeno en el suelo, puesto que asegurar la
metabolizacion de hidrocarburos por la via aerdbica (Fritsche & Hofrichter, 2000), es la
estrategia con mayor efectividad para la biorremediacion. En el caso de que esto no suceda,
la degradacion podria ocurrir  bajo condiciones anaerdbicas en el suelo, puesto la
contaminacion asfixia a las particulas del suelo y bloquea la difusion del aire en los poros
del suelo. Estas condiciones ejercen efectos posteriores en las comunidades microbianas del
suelo y con ello, en la degradacion de sustratos del petroleo (Holliger & Zehnder, 1996;
Townsend et al. 2003; Sutton et al. 2012).



2.2.1.4. pH

Esta es una variable que se debe tener en cuenta cuando se desean emplear
tratamientos biologicos eficientes, puesto que el pH ambiental afecta a procesos como: el
transporte de sustancias a través de la membrana celular, el equilibrio de las reacciones

cataliticas y las actividades enzimaticas de los microorganismos (Bonomo et al., 2001).

En cuanto al pH Optimo que debe tener el medio para la utilizacion de
hidrocarburos, se puede decir que este puede variar ampliamente, segin el evento de
contaminacion y las caracteristicas del entorno (Ellis et al., 1961). Aunque se debe tener en
cuenta que la mayoria de las bacterias heterdtrofas trabajan mejor en ambientes con pH
neutro. Debido a la complejidad de la quimica y biologia del suelo, este puede tener
grandes variaciones, desde pH 2.5 a 11.0. Bossert & Bartha (1984), Dibble & Bartha
(1979a; 1979b), Atlas & Bartha (1992) y Pawar (2015) proponen un pH éptimo que oscila
entre el rango de 5.0 a 7.8, para la mineralizacion de hidrocarburos en el suelo. Ellos han
demostrado que los pH neutros propician las tasas maximas en procesos degradativos.
Ademas se relacionan con un desarrollo més alto de poblaciones bacterianas. A pesar de
gue un pH casi neutro o cercano a este valor, parece ser el mas adecuado, otros estudios
postulan que un pH entre 5 y 9 no se consideran criticos para la ocurrencia de
metabolizacion (Bushnell & Haas, 1941; Hutton & ZoBell, 1949; Joshi & Lee, 1996).

Variados estudios coinciden en que el pH 7 propician las tasas de degradacion méas
altas (Joshi & Lee, 1996). Dibble & Bartha (1979a), dice que pH 7,8 (en un rango de 7,0 -
7,8) fue aquel en el que las tasas de biodegradacion fueron maximas. Morgan & Watkinson
(1989) establecieron que los valores de pH entre 6.5 — 8.8, eran los mejores para la
mineralizacion de hidrocarburos en suelo. Horel & Schiewer (2009), observaron que el pH
Optimo para la degradacion de los hidrocarburos se situaba entre 7.07 y 7.25.

Para los casos en que se necesite ajustar pH en suelo, se puede adicionar cal o
azufre, para la correccion alcalina o acida, respectivamente (Dibble & Bartha, 1979a3;
Leahy & Colwell, 1990).

Otro dato importante acerca del pH en el suelo, es que presumiblemente este tiene
mucho que ver con la persistencia de hidrocarburos aromaticos después de un proceso de
biorremediacion, puesto que las bacterias degradadoras de estos compuestos poseen una
mayor sensibilidad al nivel de pH existente, viéndose favorecidas por un pH alcalino.
(Margesin & Schinner, 2001).

Otros estudios respaldan la biodegradacion por parte de organismos acidoéfilos, por
ejemplo en el estudio de Stapleton et al. (1998) se reportd la ocurrencia de biodegradacion



de hidrocarburos aromaticos en ambientes extremadamente acidos (pH 2). Aunque se debe
considerar que la biodegradacion en este caso estuvo mediada en primera instancia por la
accion de hongos y luego, los productos intermedios fueron metabolizados por bacterias

acidofilas.

2.2.15. Humedad

El contenido de humedad del suelo es un factor ambiental de gran importancia,
puesto que impulsa la productividad y el ciclo del carbono en los ecosistemas terrestres.
Ademas, juega un papel esencial asegurando que los microorganismos mantengan su
crecimiento y actividad metabdlica (Leahy & Colwell, 1990). Junto a la temperatura, es uno
de los principales determinantes de la velocidad a la que los hidrocarburos son
mineralizados por la microbiota del suelo. Se sabe que la contaminacion por hidrocarburos
provoca cambios adversos en las propiedades fisicas del suelo e induce la repelencia del
agua, ya que aumenta significativamente la hidrofobicidad de este (Roy et al., 1999; Roy &
McGill, 2000; Abosede, 2013; Marin-Garcia et al., 2016; Edyta Hewelke et al, 2018). Esto
quiere decir que el medio pierde su capacidad de absorber y retener agua (H,O0),
desplazando el aire de los poros del suelo, lo que limita en gran medida el régimen de agua
y aire. Todo esto conlleva a un aumento de la escorrentia superficial, erosion y reduccion
de la humedad del suelo (Adams et al, 2008; Marin-Garcia et al., 2016).

Mantener un contenido de humedad en el suelo en un valor 6ptimo es de
importancia critica para un proceso de biorremediacién exitoso, ya que segun Davis et al.
(2003) esta puede tener una influencia importante en las tasas de degradacion. La péerdida
de agua puede compensarse mediante la adicion intermitente de agua al suelo durante la
biorremediacion (Bahmanil et al.,, 2018). Otra alternativa, consta de mezclar suelos
hidr6fobos con porciones de suelo hidrofilo, y asi disminuir la repelencia al agua por parte
del medio (Quyum et al., 2002). La humedad tiene que ver con el flujo de salida de CO,
del suelo por medio de la respiracion heterotrofa (Moyano et al., 2012; 2013). Se conoce
que, las tasas de flujo de salida de CO, disminuyen a medida que la repelencia en el suelo
aumenta (Goebel et al., 2005). Lamparter et al. (2009) también demostré este hecho y
ademas agregé que parametros abidticos basicos como el pH y la relacién C:N, se

encuentran estrechamente relacionados con la humectabilidad.

También se observado la relacion entre humedad y flujo de salida de CO, de
suelos contaminados en regiones frias. Aqui los resultados indican que la respiracion
heterdtrofa (salida de CO,) de los microorganismos no se relacionan mayormente con las

concentraciones de humedad en los suelos. Esto puede deberse a que la microbiota de



dichos lugares se encuentra adaptada a estos suelos con poca capacidad de retencion de
agua (Ferguson et al., 2003). Horel & Schiewer (2009), del mismo modo que Ferguson et
al (2003), concluy6 que el contenido de humedad elegido (2%, 4%, 8% y 12%) en la arena

resultd ser sélo un factor menor en la biodegradacion.

Generalmente, en los suelos las condiciones extremas de humedad son
desfavorables para la proliferacion de microorganismos y para el normal desarrollo de su

metabolismo.

Algunos autores como Dibble & Bartha (1979a) demostraron que la
biodegradacién fue optima con 30 a 90% de saturacion de agua en suelos. Mientras que
Mohammed et al. (1996) indicaron que el contenido 6ptimo de humedad es del 50-70%.
Por otro lado Morgan y Watkinson (1989) observaron que los contenidos de agua de entre
el 20% y el 70% son recomendables como adecuados para la el desarrollo de la actividad
microbiana en suelos. Otro estudio realizado mas recientemente, en el que se observé la
respuesta de la poblacién microbiana autoctona, en la degradacion de hidrocarburos en
suelos contaminados con asistencia de bioestimulacion bajo diferentes humedades del
suelo. El estudio mostré que el rendimiento fue mas eficiente con 15 y 25% de humedad
para los n-alcanos y compuestos ramificados que permitieron la eliminacién entre 78% y
100%. La degradacion de hidrocarburos ramificados y aromaticos fue mejor a 30% de

humedad con una tasa de remocion de 64% y 74% del contaminante (Silva et al., 2016).

2.2.1.6. Tipo de suelo

El suelo y su permeabilidad, constituyen un factor de alta importancia en los
procesos biorremediativos, puesto que influyen en la biodisponibilidad y biodegradacion de
los compuestos de hidrocarburos. Esto, porque la porosidad del suelo permite el transporte
de oxigeno, nutrientes inorganicos e indculos microbianos a través del agua (Gerber et al.,
1991; Morgan & Watkinson, 1989), por lo tanto que en el suelo exista el grado adecuado de
permeabilidad es primordial, para asegurar una exitosa biorremediacion (Mohammed et al.,
1996), sin olvidar el factor humedad. Para ello la estructura de poros mas ventajosa es
aquella en la que se retiene agua, pero una fraccion considerable de los poros permanece

con aire disponible (oxigeno) (Speight & EI-Gendy, 2018).

Se sabe que los suelos arcillosos poseen altos porcentajes de absorcion de
petréleo crudo en comparacion con otros tipos de suelos; arenosos; de arena fina, media y
gruesa (Kavitha et al., 2015). Segun Aislabie et al. (2006) los suelos de textura gruesa son

conocidos por tener una baja capacidad de retencion de agua. Mientras que los suelos



arenosos tiene bajos nutrientes y microflora, por lo tanto, se caracterizan por su baja
biodiversidad (Rahman et al., 2003).

Las concentraciones de hidrocarburos son altamente acumulables en granos de
suelo de tamafio fino, en comparacion con los granos de suelo grueso, ya que la superficie
de los granos finos son mas amplias que la de los granos mas gruesos (EI-Gendy et al.,
2009). En este mismo estudio realizado por EI-Gendy et al. (2009) se llevé a cabo un
proceso de biorremediacion de tres muestras de suelos arenosos diferentes y contaminadas
con petroleo. A saber la composicion de los suelos era: S1 de 92% de arena, 8% de limo, y
se caracteriza principalmente por arena muy gruesa a media; el S2 se componia de 96%
arena, 4% limo, la arena era de media a fina y una parte muy gruesa. Mientras que S3 era
de 89% arena, 11% limo, y se caracteriza por arena media a fina. El andlisis reveld que el
contenido de hidrocarburos era en la siguiente secuencia: S3>S2>S1, lo que concuerda con
los porcentajes de arena fina presentes en los suelos (S3>S2>S1). En este estudio ademas,
se puede ver que los granos bien redondeados estdn menos contaminados con aceite que
aquellos granos irregulares o subredondeados, puesto que estos Ultimos se contaminan a

través de fisuras y puntos profundos de su superficie.

Otro estudio realizado por Haghollahi et al. (2016) también puso en comparacion
diferentes tipos de suelos. Se escogieron cuatro tipos de suelos. El suelo tipo I: suelo
arenoso que contiene 100% arena. Suelo tipo Il suelo arcilloso con més del 95% de arcilla.
Suelo tipo I11: suelo de grano grueso con un 68% de grava y un 32% de arena. Y, suelo tipo
IV: de grano grueso con un alto contenido en arcilla con un 40% grava, 20% arena y 40%

arcilla.

Los resultados mostraron que la eficiencia de la biorremediacion se vio afectada
significativamente por el tipo de suelo. El porcentaje de eliminacion mas alto (70%) fue
para el suelo arenoso (tipo 1) con un contenido inicial de TPH de 69.62 g / kg, y el mas bajo
(23.5%) para el suelo arcilloso (tipo I1) con un contenido inicial de TPH de 69.70 g / kg.
Mientras que el suelo tipo Il y tipo IV tuvieron una degradaciéon de 63.2% y 67.5%,
respectivamente. El efecto del contenido de humedad (10%) en la biorremediacién no fue
estadisticamente significativo para los niveles investigados. El porcentaje de remocion en el
suelo arcilloso (tipo 1) se mejord a 57% (en un mes) en un experimento separado al
mezclar mas frecuentemente el suelo, lo que indica que una baja disponibilidad de oxigeno
resulta ser la razén para la baja degradacion de los hidrocarburos en el suelo arcilloso.
Ademas, el mejor resultado en este caso fue el contenido de humedad de 10%. ElI mayor
contenido de humedad (20%) afect6 negativamente la eliminacion de TPH en las muestras.

Horel & Schiewer (2009), estudiaron en clima frio y también se comprobo que la

metabolizacion de hidrocarburos (produccion de CO,) fue mayor para suelos de arena que



para grava. Durante el periodo de tiempo investigado, la arena contaminada mostré una
produccion acumulada de CO, dos veces mayor, en comparacion con la grava contaminada.
El estudio concluyé que en suelo arena el proceso de adsorcion retarda el movimiento del
contaminante verticalmente, resultando en una distribucion mas uniforme del contaminante
en el suelo. Adicionalmente, la arena tiene una mayor porosidad, lo que puede influir en un
mejor flujo del oxigeno por el medio. La mayor superficie de arena también, aumenta la
disponibilidad del contaminante a los cultivos microbianos y consecuentemente resulta en
un mayor velocidad de remocion de hidrocarburos, en comparacion con la grava. Ademas,
en contraste con la arena, la grava tiene poca superficie especifica de particulas, limitando

su capacidad de retener contaminantes.

Por otro lado, Labud & Hernandez (2007) proponen que, se debe considerar que
suelos con una mayor materia organica y arcilla, pueden verse menos afectados por este
tipo de contaminaciéon. Puesto que a mayor contenido de materia organica, los
microorganismos se ven protegidos contra el efecto toxico de los hidrocarburos,
disminuyendo las concentraciones del contaminante en las fases acuosas y gaseosas del
suelo. Junto con esto, también disminuye su transporte y biodisponibilidad. Esto puede ser
una ventaja a tener en cuenta, puesto que los suelos arenosos al tener bajos niveles de
materia orgénica, adhieren el contaminante a sus particulas, lo que ejerceria un efecto méas
toxico sobre los microorganismos del suelo, determinando con ello, el tamafio de la

poblacién microbiana.

2.3. AISLAMIENTO DE BACTERIAS

Otro aspecto de importancia que no se debe dejar al azar en el proceso
biorremediativo es el aislamiento microbiano. El aislamiento permite la caracterizacion y
enumeracion de las comunidades microbianas, tanto de aquellas que viven en suelos sanos,
como de aquellas que logran proliferar en sitios contaminados con petréleo. Que se realicen
estudios integradores, para identificar y caracterizar cepas bacterianas, puede ayudar a tener
una idea de la vitalidad, tanto del suelo (que soporta el crecimiento), como de las especies
microbianas que alli crecen, de los rendimientos de éstas y por lo tanto, prevé como seran
las tasas de descontaminacion, mejorando asi, la eficiencia de la biorremediacién (Kastner
et al., 1994; Kao et al., 2001; Ekpo et al., 2008; Stenuit et al. 2008: Zhang et al., 2010;
Geetha et al., 2013).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/characterization
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5932094/#CR47

Estos datos pueden ayudar a conocer la concentracion y antigiiedad del
contaminante en un sitio en especifico. Se sabe que los derrames recientes y/o altamente
contaminantes a menudo inhiben o matan un gran sector de la microbiota existente en el
suelo. Mientras que los suelos con contaminacion antigua, tienden a mostrar una mayor
cantidad y calidad de microorganismos (Walker & Colwell, 1976; Bossert & Barha, 1984;
Dean-Ross, 1989; Saadoun, 2002).

A pesar de las ventajas que puedan significar las practicas de aislamiento
microbiano, éstas no resultan ser una via confiable y directa de que la degradacion ocurrird
eficientemente. Sin embargo, la forma mas directa de asegurarse de que la actividad en los
suelos se estd produciendo como debe, es monitorear la tasa de desaparicion de los
hidrocarburos presentes en un crudo (Margesin et al., 2001). Esto se puede conseguir
midiendo la acumulacion de concentraciones de CO, en el suelo. Esta medicién constituye
un excelente indicador cualitativo de la actividad heterotrofa en el suelo, y por lo tanto un
reflejo de la mineralizacion de compuestos, llevada a cabo por los microorganismos
(Bossert et al., 1984; Sharabi & Bartha, 1993; Kao et al., 2001; Sabaté, et al., 2004;
Schoefs et al., 2004; Corona, et al., 2005; Baptista et al., 2005; Farahat, et al., 2007;
Soliman et al., 2013; Noel et al., 2016; Hewelke et al., 2018).

Otra forma de medir la actividad de los microorganismos en el suelo es mediante
las actividades enzimaticas del suelo (Karigar & Rao, 2011). Estas se consideran un buen
parametro que permite evaluar biologicamente las funciones del suelo y con ello,
monitorear la remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos. A continuacion, se
citan una serie de estudios que consideran a los parametros bioquimicos del suelo, como
herramienta tiles para evaluar el efecto de contaminacion por hidrocarburos en los
microorganismos (Margesin et al. 2000; Baran et al., 2004; Marin et al., 2005; Riffaldi et
al., 2006; Dawson et al., 2007; Labud & Hernandez, 2007; Margesin et al., 2007; Serrano et
al., 2009; Turgay et al., 2010; Alrumman et al., 2015; Dindar et al., 2015; Mnif et al.,
2015; Borowik et al., 2017)

En apoyo a las précticas que buscan identificar a las especies bacterianas mas
eficientes para la biorremediacion, mediante caracterizacion y conociendo su
comportamiento se han encontrado varios métodos para evaluar la capacidad de
biodegradacion de las bacterias degradadoras de hidrocarburos, entre las cuales figuran: la
cromatografia de gases (GC), como una de las més utilizada (Walker et al., 1975; Oudot,
1984; Venosa et al., 1997; Saadoun, 2002; Nikolopouloua et al., 2007; Owsianiak et al.,
2009, Zawierucha et al., 2011; Martins et al., 2014; Ghoreishi et al., 2017; ). Y la
respirometria de masas (Walker et al., 1975; Oudot, 1984; Sauudoun et al., 1999; Plaza et
al., 2010; Zawierucha et al., 2011; Trejos, 2017)


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/gas-chromatography
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/gas-chromatography
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/gas-chromatography

2.4.  MECANISMOS DE BIODEGRADACION BACTERIANA

En el suelo, las interacciones de los microorganismos son de alta complejidad y

cumplen un importante papel en la descomposicion de componentes ajenos a este.

Como se ha dicho anteriormente, la poblacion microbiana indigena de un suelo es
capaz de degradar contaminantes, tal como lo son los hidrocarburos del petréleo. Aunque lo
hace a una velocidad degradativa muy lenta, el proceso resulta ser efectivo en el largo
plazo (Soliman et al., 2014).

La degradacion microbiana del petréleo ocurre en primera instancia para los
hidrocarburos de peso molecular ligero del tipo, es decir las fracciones aromaticas ligeras.
Mientras que las fracciones de hidrocarburos aromaticas de mayor peso molecular, como
las resinas y los asfaltenos, presentan mayor resistencia a la biodegradacion, incluso se les
considera recalcitrantes (Lal et al., 1996: Leahy, 1990).

H. C. Saturados >  H. C .Aromaticosjigeros > H. C.
Aromaticospesagos > Resinas-Asfaltenos

Los mecanismos que ocupan las bacterias en el proceso de biodegradacion de
contaminantes del petréleo, puede ser aerobio y anaerobio. Durante la biodegradacion
aerobia, las bacterias oxidan el petréleo, convirtiéndolo en dioxido de carbono (CO,), agua
(H,0) y energia en el caso de que la degradacion ocurra por via aerobia. Mientras que en la

biodegradacién anaerobia, las bacterias reducen el contaminante y necesitan aceptores de

electrones, como: nitrato (NO "), hierro (111) (Fe’"), manganeso (Mn*"), sulfato (SO;) o
dioxido de carbono (CO,). Y los productos de estas reacciones suelen ser: CH, , CO, , N, ,
SZ+, Fe2+, Mn2"

En el proceso de biodegradacién (aerobio o anaerobio), los microorganismos
obtienen energia o asimilan los hidrocarburos del petroleo en biomasa celular (Peixoto et
al., 2011; Varjani, 2017). Segun Sharabi & Bartha (1993), aproximadamente 50 % del
carbono del petréleo es usado para biomasa bacteriana.

La degradacion aerobia se considera la mas rapida y completa en la
metabolizacion de hidrocarburos. El rendimiento energético de las bacterias que
metabolizan por la via anaerobia, es menor que el que se produce si se utiliza oxigeno como
aceptor de electrones (Braddock et al., 1997). Este menor rendimiento energético de las
bacterias anaerobicas resulta en un menor indice de degradacion y por lo tanto, se requiere
un periodo mas largo para la remediacion debido a la lentitud del proceso (Leahy &
Colwell, 1990; Reineke, 2001; Thapa et al., 2012).



A pesar de que la reduccion anaerobia puede ser lenta, resulta prospera en el
tiempo (Salminen et al., 2004; Tierney & Young, 2010), incluso metabolizando compuestos
complejos como lo son los HAPs (Chang et al., 2002). Sin embargo, el conocimiento sigue
siendo incompleto sobre la degradacion anaerébica de los hidrocarburos aromaticos

alifaticos y policiclicos (Holliger & Zehnder, 1996).

Algunos autores, como Safiyanu et al. (2015) informaron que la eficiencia de la
biotransformacion de los hidrocarburos por parte de bacterias presentes en suelos oscila
entre el 0,13% y el 50%. Aunque, como se vera mas adelante estas tasas degradativas

pueden variar e incluso ser superiores a lo sefialado por el estudio citado.

Todas las fracciones que componen un crudo de petréleo, tendran una distinta tasa
(%) de biodegradacion, lo que se relaciona directamente con su estructura quimica (Jobson,
1972; Walker et al., 1976). Es asi como las fracciones que contienen alcanos de cadena
recta son por lo general los hidrocarburos mas faciles de degradar. Sin embargo las
fracciones saturadas que contienen alcanos ramificados son menos vulnerables al ataque
microbiano (Toledo et al., 2006). Esto se puede evidenciar en ciertos estudios, por ejemplo
Cerqueira et al. (2011) mostré que los aislamientos bacterianos utilizados lograron la
degradacidn eficiente de los compuestos alifaticos (n-C;; a n-C,g) presentes en la muestra
petroquimica. Sin embargo, hacia los Gltimos dias del proceso biodegradativo la muestra
continuaba presentando cantidades significativas de alcanos ramificados (alcanos
isoprenoides) de Pristano (Cy9Hyy) Yy Fitano (C,oHy,). Segun Paudyn et al. (2008), la
naturaleza ramificada de los isoprenoides los hace relativamente resistentes a la accién de
las bacterias y se degradan mas lentamente en comparacion con los alcanos lineales. Lo
mismo ocurre con los hidrocarburos aromaticos policiclicos. Estos son componentes
preocupantes debido a su toxicidad, propiedades mutagénicas y/o carcinogénicas, ademas
de su baja volatilidad. Se caracterizan por una alta resistencia a la degradacion microbiana,
y por lo general sus tasas de biodegradacion son mas bajas en comparacion con otras
fracciones del petréleo (Atlas, 1981; Abdel-Shafy y Mansour, 2016; Varjani & Upasani,
2016). A pesar de su alta complejidad estructural, existen un buen ndmero de
microorganismos capaces de metabolizar este tipo de hidrocarburo (Fernandez et al., 2011).
Segun Haritash et al. (2009) Pseudomonas aeruginosa, Pseudomons fluoresens,
Mycobacterium spp., Haemophilus spp., Rhodococcus spp., Paenibacillus spp. son algunas
de las bacterias méas estudiadas y aplicadas en la remocion de estos recalcitrantes

compuestos.

Otras bacterias, como Streptomyces, también han demostrado su eficiencia.
Balachandran et al. (2012) mostré que el aislado de Streptomyces sp logré eliminar 98,25%
de aceite diesel; 99,14% de naftaleno 'y 17,5% de fenantreno en 7 dias. Ademas, la fraccién

alifatica fue completamente biodegradada. Un resultado igual obtuvo Ferradji et al. (2014)



para la fraccion alifatica, mientras que para el naftaleno las tres cepas de Streptomyces spp.
(AB1), (AH4) y (AM2) lograron degradar naftaleno a 82,36%; 85,23% y 81,03%,
respectivamente, después de 12 dias de incubacion. Previamente Chaudhary et al (2011)
reportdé que Streptomyces rochei es una especie buena en la degradacion de HAPs, esto
puede ser atribuido a su produccion de biosurfactantes y a su habilidad de emulsificacion.
El uso de a microorganismos productores de biosurfactantes puede resolver eficazmente la
indisponibilidad de los hidrocarburos al ataque de las bacterias, que generalmente se ve

obstaculizada por la falta de solubilidad del contaminante (Varjani & Upasani, 2017b).

En la tabla 2-1 se entregan una serie de estudios que hacen referencia a la
degradacion de las distintas fracciones del petroleo por variedad de bacterias

biodegradadoras.



Tabla 2-1: Fracciones del petrdleo y bacterias degradadoras.

FRACCION BACTERIA

HIDROCARBUROS REFERENCIA
DEL PETROLEO RECERENa

Acinetobacter sp Mittal & Singh (2009)

Azoarcus sp. Widdel & Rabus (2001)
Basillus sp Ghazali et al. (2004): Das &
Mukherjee (2007)

Bacillus subtilis Tao et al (2017)
Brevibacterium Leahy & Colwell (1990)
Micrococeus sp. Ghazali et al. (2004)
Mycobacterium Bogan et al. (2003)
austroafricanum

ALIFATICOS  [Fsuswummpm Varjani et al (2015)
Faraburkholderia Lee etal (2019)

aromaticivorans

Hasamuzzaman et al. (2007); Mittal &
Singh (2009); Rocha et al. (2011);
FPseudomonas sp. Zhang et al (2011); Sajna et al (2015);

Varjani et al. (2015); Varjani &
Upasani (2016)
Rhodococcus sp. Song etal (2011)
Stenotrophomonas sp. Varjani et al. (2015)
Acinetobacter sp Batista et al. (2006)

Archaeoglobus fulgidus Wilkes et al. (2016)

Wilkes et al (2016)
Aromatoleum aromaticum

Janbandhu & Fulekar (2011)
Dechloromonas Coates et al. (2001)

MONOAROMATICOS pipitait gy Widdel & Rabus (2001)

Paraburiholderia Lee et al (2019)
aromaticivorans
Pseudomonas sp. Mittal & Singh (2009);

Leahy & Colwell (1990): Kim et al

Rhodoc .
oecls P (2002): Song et al. (2011)

Sphingobacterium sp. Janbandhu & Fulekar (2011)




Tabla 2-1: Fracciones del petréleo y bacterias degradadoras. (Continuacion)

Achromobacter sp.

Hou et al. (2018)
Achromobacter insolitus  |Janbandhu & Fulekar (2011)

Mittal & Singh (2009)

Guo et al. (2017)
Cronobacter sakazaldi Umar et al. (2017)

Enterobacter sp.

Umar et al. (2018)

Microbacterium
esteraromaticum

Kumari et al. (2018)

Myveobacterium
AroMativorans

Seo etal (2012)

Bogan et al (2003)

Boldrin et al. (1993)

Lee et al (2019)

POLICICLICOS Pseudomona aerugiosa

Zhang et al. (2011): Kumari et al
(2018)

Pseudomonas fluorescens

McNally et al. (1998)

FPseudomona mendocing

Gao et al. (2013); Kumari et al. (2018)

Pseudomonas
plecoglossicida

Nwinyi et al. (2016)

Pseudomona putida

McNally et al (1998): McNally et al
(1999)

Pseudomona sp.

Widdel & Rabus (2001): Nwinyi et al

(2016); Mnif et al. (2017)

MacNally et al. (1998); McNally et al.
Pseudomonas stutzeri (1999)
Staphvilococcus sp. Muif et al. (2017)

Stenotrophomonas
maltophilia

Kumari et al. (2018)

Streptomyces sp.

Kumari et al. (2018)

Vibrio sp.

Widdel & Rabus (2001)

(Fuente: Extraido y adaptado de Microbial degradation of Petroleum Hidrocarbons) (Varjani, Sunita, 2017)

Ademas de que las tasas de degradacion varian en la degradacion de hidrocarburos

del petroleo,

se ha documentado que existe un tiempo de retardo después de ocurrido el

derrame de petroleo antes de que los microbios autoctonos comiencen a descomponer el

contaminante (Fusey & Oudot, 1984). Este retardo se relaciona con la toxicidad inicial de

las fracciones volatiles del petroleo, las cuales se evaporan durante los primeros dias del

derrame. Luego de ocurrido esto, las poblaciones microbianas se abren paso y comienzan a

usar la nueva fuente de carbono; el petroleo (Lee & Levy ,1989).




25.  MICROOGANISMOS EN BIORREMEDIACION

2.5.1. Bacterias

Como se nombro anteriormente, muchos son los estudios de biorremediacion que
emplean bacterias. Los geéneros mas utilizados son: Pseudomonas, Acinetobacter,
Sphingomonas, Stenotrophmonas, Bordetella, Brucella, Bacillus, Achromobacter,
Ochrobactrum, Advenella, Mycobacterium, Mesorhizobium, Klebsiella, Pusillimonas,
Raoultella, Rhodococcus, Nocardi, Azoarcus, Brevibacteruium, Arthrobacter,

Cellulomonas, Corynebacterium, Flavobacterium, Marinobacter, Micrococcus.

A pesar de esta gran variedad, Leahy et al. (1990) y Mili¢ et al. (2009) indican
que los microorganismos bacterianos degradadores de hidrocarburos mas importantes, tanto
en suelos como en agua son: Pseudomonas sp, Acinetobacter, Flavobacterium, Nocardia,
Achromobacter, Arthrobacter, Alcaligenes, Flavobacterium, Micrococcus, Rhodococcus

Mycobacterium, Corynebacterium y Bacillus

Las Pseudomonas conforman el grupo més estudiado y por lo tanto, resulta ser el
género mas utilizado en tratamientos de biorremediacion. Segun Pérez et al. (2008) estas
bacterias son capaces de utilizar como fuente de energia una gran cantidad de compuestos
organicos del petréleo, de esta forma logran proliferar, colonizar nichos y ambientes
inhospitos. EI género Pseudomonas es ampliamente conocido por poseer variedad de
especies que demuestran una alta eficiencia para degradar una gran cantidad de sustratos,
tales como compuestos alifaticos, aromaticos y poliaromaticos (Fan et al., 2003: Molina et
al., 2009). Ademas, segun indican Mulligan (2005) y Zhang et al. (2012), este género es
capaz de producir biosurfactantes (ramnolipidos), los cuales poseen la capacidad de mejorar
la solubilidad de compuestos organicos poco solubles, lo que significa una ventaja para los

casos de remediacion.

Especies de Pseudomona, como la Pseudomona Fluorescens se le conoce por su
poder degradativo sobre naftaleno y asfaltenos (Rockne et al., 2000). Ademas, resultan
tener altas tasa degradativas, tal como documentan Obi et al. (2016) y Bracho et al. (2004)
con valores de hasta alrededor del 79% de hidrocarburos degradados. Pérez et al. (2008)

reporta un 57% de degradacion por parte de Pseudomona aeruginosa.

Bacterias como, Acinetobacter y Alcaligenes odorans, demostraron su capacidad
degradativa para dos tipos de petréleo. Acinetobacter mostrd tasas degradativas de 29% a
50% (dependiendo del tipo de crudo examinado). Esta bacteria mayormente cataboliza las

fracciones de alcanos y en menor medida las fracciones de aromaticos. Mientras que



Alcaligenes odorans, muestra tasas de degradacion entre 37% a 45%. Ademaés logrd

degradar por igual fracciones de alcanos y aromaticos (Lal et al., 1996).

Considerando que el proceso de degradacion se vuelve limitado, debido a la poca
biodiversidad de microorganismos nativos existente en el suelo con especificidad para
degradar hidrocarburos (Ron et al., 2014), se han desarrollado numerosos estudios que han
documentado consistentemente la superioridad degradativa de los cultivos de bacterias
mixtos, también conocidos como: consorcios microbianos. Algunos estudios (Sugiura et al.,
1997; Ghazali et al., 2004; Cerqueira et al., 2011; Varjani et al., 2013) respaldan esta
alternativa, como una via de mayor eficiencia en el trabajo biodegradativo. Por ejemplo
para el primer estudio se utilizaron consorcios microbianos compuestos principalmente por
cepas bacterianas de Bacillus y Pseudomonas, las cuales resultaron ser altamente efectivas
en la degradacion de compuestos de alcanos de cadena media y larga. En el estudio de
Ghazali et al. (2004) se utilizaron consorcios de Acinetobacter y Sphingomonas. Este
estudio concluyé que el género Sphingomonas presente en uno de los consorcios
microbianos utilizados, es muy efectiva en la degradacion de compuestos de hidrocarburos
de alto peso molecular y baja solubilidad, como lo son los aromaticos.
En el estudio realizado por Cerqueira et al. (2011) se trabajo con sustrato obtenido desde
una industria petroquimica. La caracterizacion inicial de la muestra, determiné cantidades
de 90% de hidrocarburos alifaticos y 10% de hidrocarburos aromaticos. Se aislaron Tres
bacterias de un lodo oleoso petroquimico, identificadas como Stenotrophomonas
acidaminiphila , Bacillus megaterium y Bacillus cibi , y dos bacterias aisladas de un suelo
contaminado por desechos petroquimicos, identificadas como Pseudomonas aeruginosa y
Bacillus cereus. Por si solas las bacterias aisladas del lodo oleoso tuvieron un rendimiento
de degradacion entre 87% - 92% (Pseudomnona aeruginosa - Stenotrophomonas
acidaminiphila) y 33% - 64% (Stenotrophomonas - Bacillus cibis), fraccion saturada y

aromatica respectivamente.

Mientras que el cultivo mixto (Stenotrophomonas acidaminiphila, Bacillus.
megaterium, Bacillus cibi, Pseudomona aeruginosa y Bacillus cereus) demostré una
superior y notable capacidad de degradacion del lodo aceitoso, reduciendo el 91% de la
fraccion alifatica y el 52% de la fraccion aromatica. El analisis se realiz6 en 40 dias.

Mientras que en el cuarto estudio (Varjani et al.,, 2013), los consorcios
microbianos variaron sus tasas de degradabilidad de acuerdo al tipo de composicion del
crudo, pero demostraron una gran eficiencia y tasas de degradacion mas altas en el
tratamiento de contaminantes recalcitrantes, en comparacion con el uso de una sola cepa

bacteriana.



El estudio de Lal et al. (1996), citado anteriormente, ademas realizé pruebas con
una combinacién entre las bacterias Acinetobacter calcoaceticus y Alcaligenes odorans
para tratar las muestras de petréleo. Los resultados degradativos registrados del consorcio
mostraron que se logrd incrementar las tasas degradativas de petroleo a valores de 40% y
58%, para los respectivos petréleos analizados. Estos resultados son mayores, en

comparacion con la accion de las bacterias por si solas.

Se han reportado tasas de biotransformacion para compuestos n-alcanos y
petréleo crudo por un consorcio bacteriano, compuesto por los géneros: Acinetobacter y
Pseudomonas. Estas fueron aisladas desde el suelo contaminado con petréleo crudo, por su
habilidad para degradarlo y la capacidad de formar biosurfactante (rhamnolipids),
respectivamente. La eficiencia de biotransformacion de alcanos aument6 de 89,35%; que
logré el cultivo puro (Acinetobacter) a un 97,41%; que logré el cultivo mixto
(Acinetobacter y Pseudomonas). Mientras que para el petrdleo crudo inicialmente se logro
una degradacion de 74,32%, por parte del cultivo puro (Acinetobacter), ésta tasa aumento a
87,29%, por accion del consorcio bacteriano (Acinetobacter y Pseudomonas). Los autores
atribuyen el aumento en la tasa degradativa a la sinergia que se dio entre ambas cepas
bacterianas, donde el cultivo mixto, Acinetobacter crecié rapidamente utilizando la
fraccion de alcanos del petréleo crudo y generando productos intermedios que fueron
posteriormente utilizados por Pseudomonas para su propio crecimiento y luego con la
formacion de biosurfactante (rhamnolipid) por parte de esta bacteria, con ello se logré una
consecuente mejora en la tasa de biotransformacion del petréleo crudo, lo que al final se

tradujo en un mayor poder degradador (Chen et al. 2014).

Otro consorcio utilizado por Varjani et al. (2015), compuesto por seis cepas
bacterianas: Ochrobactrum sp. (1), Stenotrophomonas maltophilia (2) y Pseudomona
aeruginosa (3), las cuales se aislaron desde un sitio contaminado con petréleo (Gujarat,
India), lograron degradar significativamente 83,7% del crudo, utilizando rapidamente la

fraccion de parafina que conformaba a éste.

Aboelwafa et al. (2009), también reporté un comportamiento similar a los antes
citados. Mediante su estudio experimental demostraron la eficacia de un consorcio
bacteriano conformado por los géneros de Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y
Acinetobacterlwoffi en el tratamiento de un crudo de origen egipcio. El cultivo mixto logro
una degradacion de 88,5%. Mientras que por separado las bacterias evidenciaron una menor
capacidad biodegradativa, pero con porcentajes igualmente destacables de degradacién, a
saber: Pseudomonas aeruginosa 77,8%; Bacillus subtilis 76,7% y Acinetobacterlwoffi
74,3%. Las fracciones degradadas fueron las de parafinas y de algunas fracciones pesadas,
que se degradaron completamente, debido a que el porcentaje que constituian dentro de la

composicion del crudo era minoritaria.



Rahman et al. (2002) utilizé un consorcio bacteriano mixto conformados por 5
bacterias: Micrococcus sp., Bacillus sp., Corynebacterium sp., Flavobacterium sp. y
Pseudomonas sp. Este cultivo mixto llevo a cabo una degradacion a un méaximo de 78 %

para el petréleo crudo, despueés de 20 dias de incubacion.

Kumari et al. (2018) demostré que 4 géneros (5 especies) de bacterias
(Stenotrophomonas maltophilia, Ochrobactrum anthropi, Microbacterium steraromaticum,
Pseudomonas mendocina y Pseudomonas aeruginosa) degradaron ampliamente multiples
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) presentes en un petréleo crudo. Los HAP en

la muestra de petrdleo crudo obtenida de la refineria de petréleo Digboi, India, se estimaron
en: naftaleno (10,0 mg L"), fluoreno (1.9 mgL™), fenantreno (3.5mgL™")y benzo (b)

fluoranteno (6.5 mg L' ). La exposicion de bacterias individuales al petréleo crudo mostrd
una alta tasa de biodegradacion de HAP especificos por parte de M. esteraromaticum,
81,4% de naftaleno; P. aeruginosa 67,1% de fenantreno y 61% de benzo (b) fluoranteno;
S. maltophilia 47,9% de fluoreno en 45 dias. Sin embargo, al utilizar el consorcio de estas
bacterias se obtuvo una mejor biodegradacion: 89,1% de naftaleno; 63,8% de fluoreno;
81% de fenantreno y 72,8% de benzo (b) fluoranteno en el aceite crudo.

Asi como los citados autores anteriormente, otros estudios mas, como: Chatre et
al. (1996) y Vasudevan et al. (2001) han descrito y observado la degradacién por parte de
consorcios bacterianos de fracciones saturadas y aromaticas presentes en petréleo crudo,
entre 28% - 51% y 0% - 18%, respectivamente. Y una biotransformacion mayor al 60% del

crudo en si.

Las ventajas de utilizar consorcios se pueden atribuir a los efectos producidos por
las interacciones sinérgicas entre los miembros de la asociacion microbiana (Jaques et al.,
2008; Boopathy, 2000). Los mecanismos a través de los cuales las bacterias se benefician
de las interacciones sinérgicas son complejos de describir, puesto que es posible que una
especie elimine metabolitos toxicos, los mismos que de algin modo podrian dificultar la
actividad microbiana de especies que le precedieron a la especie degradadora. También es
posible que una especie sea capaz de degradar compuestos que sus antecesoras no fueron

capaces o que degradaron parcialmente (Alexander, 1999).

Todos estos resultados concuerdan con lo que proponen algunos autores, como
Chayabutra, et al. (2000), Ghazali et al. (2004), Milic¢ et al. (2009); la clave radica en que,
mientras mas variado en microorganismos sea el consorcio, mejores seran los resultados
biodegradativos. Puesto que los cultivos bacterianos mixtos proporcionan un porcentaje de
degradacion mayor en comparacion con la actividad degradativa que pueda realizar una

cepa por si sola. Esto se debe a que no existe de forma natural una sola cepa bacteriana con



la capacidad de metabolizar todos los componentes que se encuentren en un petroleo crudo
(Venosa et al. 2001).
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3. TECNOLOGIAS DE BIORREMEDIACION

Las tecnologias enfocadas a la remediacion de suelos se han desarrollado para dos
tipos. Es asi como esta técnica se puede llevar a cabo In-Situ, es decir, tratando el suelo en
el sitio afectado por la contaminacion. Mientras que el tratamiento EXx-Situ, requiere de la
realizacion de excavacion del suelo desde el lugar contaminado, para posteriormente darle
tratamiento en un &rea externa a la zona afectada. EI método que se aplique, respondera a
las particularidades de cada sitio contaminado, ademas de considerar variables como el
tipo y concentracion de contaminante/s, caracteristicas y extension del area afectada y el
costo econdémico (US EPA, 2006). Se debe destacar que este ultimo, no debe ser un factor
principal para determinar qué tipo de técnica de biorremediacion que se aplicara en un sitio
contaminado, puesto que se puede correr el riesgo de escoger una técnica que resulte
ineficiente para el proceso de biorestauracion (Azubuike et al., 2016). Para evitar estas
situaciones algunos estudios recomiendan que se deben realizar estudios preliminares para
identificar las limitaciones y predecir como seré el proceso de biorremediacién. Y con ello,
descartar aquellas tecnologias que resulten ser inapropiadas para la biorestauracion de

suelos contaminados (Aichberger et al., 2005).

Las tecnologias de remediacién bioldgicas Ex-Situ requieren de menor tiempo

que los tratamiento de biorremediacion In Situ (FRTR, 2003).

Es importante mencionar que el tipo de proceso biorremediativo que se aplique
sera variable para cada situacién y de cémo se presente el contaminante en el sitio
(Moliterni, 2015).

3.1. BIORREMEDIACION IN SITU

Segun la USEPA (2006) existen dos tipos principales de biorremediacion In-Situ:
la intrinseca y mejorada. Tanto la remediacion intrinseca, como la mejorada dependen de

las degradaciones que ocurren naturalmente en el ecosistema.

Para asegurar la eficiencia de la biorremediacion In-Situ es clave la realizacion de

una evaluacion de las condiciones del sitio, la biodisponibilidad de los contaminantes y la



evaluacion de los factores abioticos limitantes, en caso de que sea necesaria alguna

modificacion durante el tratamiento (Menéndez et al., 2007).

Cuando se selecciona la biorremediacion In-Situ como tratamiento, se debe tener
en cuenta que se deben desarrollar actividades de vigilancia del sistema biorremediativo,
para ir corroborando que por medio de la actividad bioldgica natural se estan eliminando
el/los contaminantes (US EPA, 2006).

Ademas, se debe tener en cuenta que la aplicacion de este tipo de remediacion
generalmente requiere periodos de tiempo mas largos. Sumando que hay menor certeza
acerca de la uniformidad del tratamiento debido a la variabilidad en las caracteristicas del
suelo y también, la eficacia del proceso es mas dificil de verificar (FRTR, 2003).

En regiones gobernadas por climas frios los tratamientos In Situ se caracterizan
por ser menos costosos econdmicamente, en comparacion con otras opciones de
remediacion, pero los proceso de descontaminacion llevan mayor tiempo (Raymond, T. et
al., 2017).

Aca los componentes de alto peso molecular de los hidrocarburos, como los HAP,
generalmente quedan en el sitio, debido a la recalcitrancia que estos poseen para los

microorganismos aléctonos (FRTR, 2003).

3.1.1. Biorremediacion intrinseca

El proceso se basa en la degradacion de contaminantes de forma natural, sin la
adicion de enmiendas (nutrientes) o indculos (microorganismos), que puedan cambiar las
condiciones naturales del sitio afectado (US EPA, 2006). Asi, bajo las condiciones
favorables, la atenuacion natural (AN) ocurrira por si sola, cuando los microorganismos
nativos se vean expuestos a la presencia de una sustancia externa, proceso que ocurrira de

acuerdo a las interacciones fisico-quimicas y bioldgicas del suelo.

La biodegradacion intrinseca, se puede dar de forma aerébica y anaerdbica, ya que
los microorganismos del suelo agotan el suministro disponible, segun cada caso (Brown, L.
D. et al., 2017). Los procesos naturales tipicos que se dan durante la AN a parte de la
biodegradacion, incluyen: dilucion, dispersion, absorcion, volatilizacion, reacciones

quimicas (6xido-reduccion), reacciones biologicas y estabilizacion (US EPA, 2006).

Ademas de la AN, se puede aplicar la atenuacion natural monitoreada. Esta,
requiere que se mantenga un seguimiento activo del proceso biodegradativo (US EPA,

2006). Esta agencia ademas agrega, que esta medida de seguimiento deberia incluirse en



el plan de disefio de remediacion de un sitio, puesto que en algunos casos, el control puede

hacer mas costoso el tratamiento.

La atenuacion natural del contaminante por parte los microorganismos, depende
segun Forsyth et al. (1995) del tamafio de la poblacién autdctona degradadora. Agnello et
al. (2016) mostré 37% de degradacion para petroleo, mediante el proceso de atenuacion
natural. Otros estudios, muestran tasas degradativas de 48% pasados 154 dias de
tratamiento. Esto demuestra que la poblacion microbiana nativa es capaz de degradar
hidrocarburos del petréleo en suelo, en un proceso que es muy lento, pero puede ser viable
en el largo plazo (Farahat, et al. 2007), incluso en climas frios (Margesin & Schinner,
2001). Otro estudio monitoreo por 4 afios el proceso de AN de un sitio contamiando con
hidrocarburos del petréleo, el proceso mostré una disminucion casi del 60%. Ademas
agrega que los principales mecanismos, por lo cuales ocurrio la degradacion se

identificaron como reduccion de sulfato y metanogénesis (Lv et al., 2018).

3.1.2. Biorremediacién mejorada

Con la finalidad de mejorar las tasas biodegradativas del proceso de atenuacion
natural, se aplican aditivos como el oxigeno u otros aceptores de electrones, ademas de
nutrientes inorganicos (bioestimulacién) (BS), agentes de carga y/o agua (humedad) y
cepas microbianas (bioaumentacién) (BA), para mejorar la actividad de las poblaciones
microbianas autdctonas (FRTR, 2003). Todos estos factores estan destinados a mejorar las
condiciones existentes en el suelo para mejorar los resultados de la biorremediacion
(Brown, L. D., 2017).

La bioestimulacion y la bioaumentacion son distintas estrategias utilizadas para
tratar los ambientes impactados. Sin embargo, ambos son consideradas como formas de
biorremediacion. Estas demuestran su efectividad en la remediacion mediante atenuacion

natural mejorada (Okparanma et al., 2017).

Como se dijo anteriormente, la bioestimulacion implica adicion de nutrientes,
como el nitrogeno, el fésforo y/o oxigeno (ver item n° 2.2.1.2. y 2.2.1.3) para estimular el
crecimiento de la comunidad microbiana indigena y mejorar la proceso de biodegradacion.
Cuando el contaminante es poco soluble en agua, emulsionantes 0 agentes tensioactivos se
afiaden a menudo para mejorar la solubilidad y, por lo tanto, la degradacion (Helmy et al.,
2015; El-Mahdi et al., 2016).

Los microbios son los principales agentes de degradacion de los contaminantes

orgénicos del suelo. Por lo tanto, el aumento de la densidad y actividad, mediante la



bioestimulacion de estos, puede acelerar la degradacion de los contaminantes (Namkoong
et al, 2002).

El proceso de bioestimulacion puede ser exitoso con una exposicion previa y
prolongada de los microorganismos indigenas nativos al contaminante, lo que lleva a la
seleccion de aquellos organismos degradadores que logran predominar y/o toleran en el
contaminante (Trindade et al., 2005). Por lo tanto, la fase de retardo que se produce previo
a la eliminacién de contaminantes y el crecimiento microbiano se reducirian o eliminarian
(El-Gendy y Farah, 2011; Soliman et al., 2014).

Estudios, como el de Sarkar et al. (2005) demuestra la bioestimulacién, mediante
la utilizacion de fertilizantes inorganicos de liberacion répida ricos en N y P, y biosélidos
esterilizados de liberacion lenta, lo que agreg6 al sistema C, ademas de N y P. La
experimentacién mostrd que después de 8 semanas de incubacion, ambos métodos de
bioestimulacion degradaron aproximadamente el 96% de TPH. Otros demuestran que la
bioestimulacion mediante sustratos organicos, también resulta ser una opcion efectiva
entregando una buena cantidad de nutrientes al sistema biodegradativo, mejorando las tasas
de remocion, ademas de ser econdmicamente viable (Ros et al., 2010; Agamuthu et al.,
2013; Al-Kindi & Abed, 2016; Wang et al., 2016a; Wang et al., 2016b)

Sin embargo, en otras ocasiones la BS no resulta eficiente en la remocion de
contaminantes como se espera. En este contexto Xu & Lu (2010) evidenci6 el rendimiento
mas bajo para BS (26%), en comparacion con otros tratamientos. Los autores explican que
posiblemente la nutricion o la aireacién, fue el factor limitante de la degradacion continua
de los hidrocarburos de petréleo. En climas frios, como en la Antértica la fertilizacion de
suelos es la mejor opcién para la remediacion de derrames de petréleo, sin embargo las

enmiendas de nutrientes deben realizarse en pequefias dosis (Raymond, T. et al., 2017).

En ciertos casos, los microorganismos nativos pueden no estar biodisponibles en el
suelo para degradar contaminantes (Speight & El-Gendy, 2018). Para superar esta barrera,
el potencial de degradacion de contaminantes puede ser incrementado a través de la

bioaumentacion.

La bioaumentacion consiste en la adicion de cultivos microbianos pre-cultivados
para mejorar las poblaciones microbianas en un sitio para mejorar la limpieza de
contaminantes y reducir el tiempo y el costo de la limpieza. Los microbios indigenas o
nativos suelen estar presentes en cantidades muy pequefias y es posible que no puedan
evitar la propagacion del contaminante. En algunos casos, los microbios nativos no tienen
la capacidad de degradar un contaminante en particular. Por lo tanto, la bioaumentacion
ofrece una manera de proporcionar microbios especificos en cantidades suficientes para

completar la biodegradacion (Speight, 2017).



Que se realice una seleccion de los microorganismos apropiados para la
inoculacidn, es un factor clave (Thompson et al., 2005), lo cual requiere el monitoreo de
varias variables que pueden afectar el éxito del proceso de biorremediacion, incluida la
capacidad de degradacidn de contaminantes, competencia con microorganismos autoctonos,
depredacion por protozoos, pérdida de viabilidad microbiana, después de la inoculacién
(Mrozik & Seget, 2010; Tyagi et al., 2010). La exposicién y aclimatacion previa de los
microbios a los contaminantes en los suelos mejoraria sus sistemas de enziméticos, que son
responsables de la biotransformacion. Segun Mrozik & Seget (2010) la eliminacién mas
efectiva de contaminantes por medio de la BA se puede lograr mediante el uso de
inoculantes microbianos aislados de ambientes donde se haya producido contaminacion.
Otros autores también concluyen lo mismo (Das & Mukherjee, 2007; Farahat & EI-Gendy,
2007; Ali et al., 2012; EI-Mahdi et al., 2016; Sarkar et al., 2017). Ademas para mejorar las
tasas de biodegradacion y accesibilidad de los contaminantes se deben preferir la
inoculacion de cepas de microorganismos productores de biosurfactantes (Gentry et al,
2004). Este tema se tratara en el item n° 4,

Otros estudios, como el de Agnello et al. (2016) han reportado 59% de
degradacion por parte de Pseudomonas aeruginosa, mediante solo BA. Mientras que la
AN, degradd hasta un 37% de los hidrocarburos. Farahat et al. (2007), ademas realiz6 una
degradacion de petroleo para el tratamiento de suelos contaminados, mediante BA con un
consorcio bacteriano de Pseudomona aeruginosa y Brevibacterium casei, con el cual, se

obtuvo un potencial degradativo de 76%.

Poi et al (2017) realizd un estudio a escala de laboratorio, para luego hacer una
prueba de campo. Los resultados de laboratorio indicaron la eficacia de un consorcio
adaptado en términos de degradacion de hidrocarburos de petrdleo. Este cultivo mixto logro
una degradacion completa de los contaminantes después de 21 dias. Luego en el estudio de
campo, se experimentd con concentraciones de hidrocarburos de petréleo procesado de:
26.240; 622.657; y 978.399 mg Kg! en 250 toneladas de suelo. La concentracion final fue
de <1000 mgKg™ , después del tratamiento de bioaumentacion. Es interesante mencionar
que, mediante un ensayo de fitotoxicidad, se observo una tasa de germinacion del 100% de
Brassica rapa en el campo para todos los lotes de suelo tratado, excepto en aquellos suelos
mas contaminados. Adicionalmente, se realizd un anélisis de hidrocarburos totales de
petréleo (TPH), 3 afios después del primer tratamiento. Este nuevo analisis confirmo que el

sitio mantuvo concentraciones bajas de TPH (7 — 35 mg Kg™!) en todo el sitio.

Mishra et al. (2001) realiz6 un estudio a escala de campo en 4000 [m?]. El sitio se
encontraba contaminado con un lodo aceitoso. El tratamiento se llevd a cabo mediante el
uso de un consorcio bacteriano degradador de hidrocarburos (BA) y con nutrientes (BS).

En conjunto se degradé el 90.2% del TPH en 120 dias, mientras que en el bloque de parcela



usado como control solo se degradd un 16.8% del TPH. Este estudio valida el uso a gran
escala de un consorcio bacteriano y nutrientes para el tratamiento de tierras contaminadas
con hidrocarburos. Suja et al., (2014) en su estudio también, evidencié las reducciones mas
significativas en las fracciones de hidrocarburos alifaticos y aromaticos con la asociacion
entre BS y BA, mientras que la AN se mantuvo con rendimientos muy por debajo de los
anteriores tratamientos. Varjani & Upasani (2019), también concluyé que mediante BS +
BA las tasas degradativas son mas altas y el proceso ocurre maés rapido. Xu & Lu (2010)
demostro que la BA junto con la aplicacion de un agente de carga (polvo de céscara de
cacahuate) mejoran el rendimiento de la degradacion (61%), en comparacion con aplicacion
de la BA por si sola (27%). Los autores atribuyen esta diferencia a la influencia que ejercio
el agente de carga en el sistema, puesto que estas sustancias organicas pueden nutrir
continuamente a los microorganismos del suelo durante la descomposicion de la cascara del
mani, ademas de reducir la densidad del suelo contaminado, aumentar la porosidad, la
difusion de oxigeno y nutrientes por la matriz suelo, para que luego ocurra la

biorremediacion.

A pesar de que se ha comprobado ampliamente la efectividad de la
bioaumentacion como una forma de degradar hidrocarburos, se han publicado estudios con
resultados contradictorios en cuanto a la eficacia del método (Thomassin-Lacroix et al.,
2002 ; Kauppi et al., 2011; Pacwa et al., 2016). Las razones de esto, segln autores como
Tyagi et al. (2011) y Gentry et al. (2004) radican en la incapacidad de los organismos
inoculados a adaptarse a los cambios en las condiciones del nuevo medio, la competencia
por nutrientes con los organismos autdctonos y depredacién por parte de otros

microorganismos, como: protozoos, tal como afirman estudios anteriormente citados.

Ciertos estudios proponen que una combinacién entre técnicas biocorrectivas es
una mejor alternativa para lograr un mayor porcentaje de degradacion (Jiang et al., 2016;
Safdari et al., 2018). Siguiendo con este punto de vista, otros estudios proponen que la
aplicacion de distintos procesos bioldgicos de restauracion, también son una buena opcion,
por ejemplo, Agnello et al. (2016) logré una mayor degradacién de petréleo combinando
bioaumentacion, utilizando la especie bacteriana Pseudomonas aeruginosa, con asistencia
de fitorremediacion, por medio de Medicago sativa (alfalfa). Con esta técnica combinada
se logré un 68% de degradacion. Pizarro et al (2014) también apoya esta opcion de
tratamiento, mostrando en su estudio que mejores tasas de degradacion se consiguen con la
combinacion de técnicas. Previamente, Segura & Ramos (2013), también concluyo lo

mismo.



3.2. TECNOLOGIAS DE BIORREMEDIACION IN SITU

Tecnologias como: Bioventing (US EPA, 1994c), ayudan a mejorar el proceso de
biorremediacion In Situ, haciendo que los tratamientos de  bioestimulacion y/o
bioaumentacion lleguen a la zona insaturada (vadosa) y saturada del suelo, para una
biodegradacion de contaminantes situados en dichas zonas (US EPA, 2006). Segun
Williams (s.f.) estas tecnologias s6lo son viables de aplicar cuando el suelo tratado es
homogéneo. En el caso de un suelo no homogéneo, lo mejor es considerar otro tipo de

técnicas.

3.2.1. Bioventing

El bioventing o bioventilacién es una técnica que implica la incorporacion
controlada de un flujo de aire, mediante inyeccion de oxigeno a la zona insaturada (vadosa)
del suelo (US EPA, 1995), con el objetivo de aumentar la biodegradacion microbiana
aerobica (US EPA, 2006), reduciendo la volatilizacion en el proceso (EPA US, 1995). La
introduccion de oxigeno se hace mediante el uso de pozos de inyeccion, por los cuales se
empuja el aire, forzando el flujo de oxigeno a través del subsuelo (US EPA, 2006). Las
tasas de flujo de aire utilizado son controladas y de esta forma se proporciona la cantidad de
oxigeno necesaria para la ocurrencia de la biodegradacion. Asi mismo, se evita la emision
de gases contaminantes a la atmosfera a través de volatilizacion (FRTR, 2003). Este hecho
fue confirmado por Sui & Li (2011), en cuyo estudio se simularon dos flujos diferentes de
oxigeno. Con los cuales se concluyé que las tasas de inyeccion de aire se deben gestionar y
optimizar de buena manera, puesto que se observaron tasas de volatilizacion mas bajas con
una menor inyeccion de aire. Agregando que el aumento de la tasa de flujo de aire no puede
aumentar la tasa de biodegradacion ni hacer mas efectiva la biotransformacién de un
contaminante. Segun la US EPA (2006) otro factor a tener en cuenta, es el porcentaje de
humedad de un suelo antes de proponer el bioventing como tecnologia para asistir un
proceso biorremediativo, puesto que un alto porcentaje de humedad supone una menor
permeabilidad en el suelo, lo que dificulta la circulacién apropiada del aire a través de él.
Por otro lado, un contenido extremadamente bajo de humedad limita el proceso de
biodegradacion, afectando la funcionalidad y eficacia de esta tecnologia (FRTR, 2003). La
FRTR (2003) agrega que, la extension de la contaminacion también influye en como se
aplica esta tecnologia, este factor junto con el de permeabilidad, determinan la cantidad de
pozos de inyeccidn a utilizar en la descontaminacion. Rayner et al. (2007) observé que



mediante la aplicacion de una microbioventilacion (uso de varias pequefias varillas para la
inyeccion de aire) se logra un resultado mucho més uniforme en la distribucién del

oxigeno, lo que significa un incremento significativo de la biodegradacion.

El bioventing es una tecnologia de medio a largo plazo, esto quiere decir que el
proceso de biorestauracion varia de unos pocos meses a varios afios (FRTR, 2003). A pesar
de ello, esta ha ganado popularidad en el tratamiento de suelos contaminados con petroleo
(Hohener & Ponsin, 2014). Es asi como se ha aplicado en la biodegradacion de diferentes
contaminantes, includo en aquellos considerados altamente persistentes, como los HAPs
(Frutos et al., 2010). En este estudio a escala de laboratorio se llevé a cabo una remediacion
de suelos contaminados artificialmente con fenantreno, como representante de los HAPs.
La mineralizacién del contaminante se llevo a cabo bajo una humedad del 60 % y con una
relacion C:N:P de 100:20:1. Bajo estas condiciones se logré la reduccién de 93% del
contaminante (concentracion de 1026 mg/Kg de suelo a 74 mg/Kg de suelo) en un periodo

de 7 meses.

Al utilizar el bioventing como tecnologia en la asistencia de procesos
biorremediativos, se debe tener en cuenta que el uso de tasa de flujo menos intensas y en
intervalos de tiempo més extendidos, pueden resultar ser practicas méas beneficiosas, tanto
para el proceso en si, como para la viabilidad econémica de su aplicacién (Thomé et al.,
2014).

3.3. BIORREMEDIACION EX-SITU

Esta tecnologia requiere que se excave la parte que se encuentra afectada por
contaminantes, para que luego se traslade a una planta de tratamiento y proceder con la
biorestauracion. La biorremediacion Ex-Situ, permite configurar y mantener un mayor
control sobre los parametros abioticos, que influencian la biodegradacion y con ello,
optimizar las tasas de descontaminacion (Aislabie et al. 2006). Sin embargo factores
climatolégicos como la temperatura ambiente, lluvia, nieve y viento, no pueden ser
manejados a gusto (US EPA, 1994a).

Para llevar a cabo un buen procedimiento, previamente se debe construir un
sistema de revestimiento en la planta de tratamiento, con el objetivo de evitar un nuevo
episodio de contaminacion, por el movimiento del contaminante hacia el subsuelo. Ademas

se deben incluir sistemas de control de escorrentia de aguas superficiales (US EPA, 1993).



Otros requisitos que se deben cubrir y como ya se mencioné en el parrafo anterior:
mantener las condiciones ambientales adecuadas (Brown, D. M. et al., 2017), incluyendo la
aplicacion de humedad y nutrientes o aireacion a través de sistemas de soplado o agitacion
mecanica, son parte de este procedimiento para asegurar su éxito. Todas estas
consideraciones, no olvidando la remocion de los suelos contaminados del sitio afectado,
vuelven mas costosa este tipo de tecnologia, en comparacién con la In Situ (Pavel &
Gavrilescu, 2008; Cristorean et al., 2016; Brown, L. D. et al. 2017). Aunque se debe
considerar que con el tratamiento Ex Situ se obtiene remediaciones en menor tiempo que

con los tratamientos in situ (Raymond, T. et al., 2017).

Este método se utiliza en funcién de: profundidad del contaminante, el grado de
contaminacion del area afectada, ubicacion geogréfica, las caracteristicas del lugar y el

costo econdmico.

Las tecnologias de tratamiento bioldgico Ex Situ incluyen: landfarming, biopiles,
composting y bio-reactores (fase solida-liquida) (US EPA, 2006). Algunas de estas
tecnologias muestran grandes distinciones entre ellas a niveles tecnoldgicos, puesto que
unas van desde la simple excavacion y colocacion de pilotes de suelos contaminados. A
sistemas altamente controlados, tales como los bio-reactores industriales (Cristorean et al.,
2016).

3.4. TECNOLOGIAS BIORREMEDIACION EX-SITU

3.4.1. Landfarming

El cultivo en tierra (landfarming), tambien conocido como tratamiento de tierra o
aplicacion de tierra, corresponde a la tecnologia biorremediadora que implica la extension
de suelos contaminados sobre una capa fina de suelo no contaminado. Aqui el suelo
contaminado es dispuesto a una altura aproximada de 0,3-0,45 m. Para luego estimular la
actividad microbiana aerobica dentro de los suelos a través de la aireacion y/o la adicion de
nutrientes, ademas de mantener los niveles de humedad y pH apropiados para el proceso
(US EPA, 2006). Todo el proceso se encuentra provisto de sistemas de revestimiento contra
fugas y de monitoreos de irrigacion y drenaje para posibles lixiviados (US EPA, 1993). El

éxito de la aplicacion de esta tecnologia segun dice Maila & Cloete (2004), dependera de la



capacidad de controlar y configurar de buena manera las variables que condicionen la

biodegradabilidad de los contaminantes.

En el landfarming, los hidrocarburos de petréleo més ligeros son eliminados
principalmente de los suelos por medio de la volatilizacion y, en menor medida, por
degradacion microbiana (Hejazi, 2002; Hejazi et al., 2003). En cambio, los hidrocarburos
mas pesados son mayormente metabolizados por accién de los microorganismos
degradadores (Khan et al., 2004). Como se puede ver, el rendimiento del tratamiento del
suelo variard segun los contaminantes a tratar. Segun la US EPA (2006) aln se necesitan
mas estudios para contaminantes que son dificiles de metabolizar, tales como los HAPs,
pesticidas o compuestos organicos clorados. Este tipo de contaminantes son temas de
investigacién y requieren pruebas de tratabilidad especificas, para verificar que el
tratamiento puede alcanzar los resultados deseados. Sin embargo, se ha demostrado una
buena eficiencia de degradacion de HAP con landfarming (Silva-Castro et al., 2012;
Brown, D. M. et al., 2017). Guerin (2000) mostrd la eliminacion de diferentes compuestos
de HAP mediante landfarming con asistencia de compostaje. La eliminacion de estos
compuestos de alto peso molecular fue de al menos el 50% durante el periodo de

tratamiento de 7 meses.

Como se puede ver, la eliminacion de hidrocarburos del petréleo por medio de
landfarming se ha aplicado en variadas ocasiones, con buenos indices de éxito (Al-Awadbhi
et al., 1996; Balba et al., 1998; Guarino et al., 2016). En Al-Awadhi et al. (1996) se estudio
continuamente por 18 meses, en condiciones de suelo &rido, como cambiaba la
concentracion de hidrocarburos (HAP). El resultado obtenido mostr6 que el tratamiento de
landfarming resulté en una reduccion de mas del 80% de la contaminacion por
hidrocarburos en 15 meses. El tratamiento también resulté en una reduccién sustancial de
las concentraciones de HAP. Mientras que Guarino et al. (2016) contrasté el rendimiento de
tres técnicas (NA-Landfarmig-Landframing c/bioaumentacion), siendo el landfarming con
asistencia de bioaumentacion, la que resultd ser mas eficiente, con 86% de degradacion.
Balba et al. (1998) también observo el rendimiento de diferentes tecnologias, comparando
landfarming, compostaje en pilas y bioventing de pilas estaticas. Siendo el Landfarming, la
técnica con mayor rendimiento en degradacion de alcanos (90,5%) y de HTP (82%),

durante 12 meses de experimentacion.

Incluso se ha observado su aplicacion en climas frios y que, debido a los minimos
requerimiento de equipo resulta ser, por mucho, la opcion de menor costo (Paudyn et al.,
2008). Por tres afios durante la época de verano, Paudyn et al. (2008) observé la eficiencia
de la biorremediacion mediante landfarming. Se establecieron cuatro parcelas: la primera
parcela era el control y no tuvo otra accion que el muestreo. Dos parcelas fueron tratadas

mediante el labrado de tierra, para proveer de aire (oxigeno) al sistema. La segunda parcela



se labrd todos los dias, mientras que la tercera recibio tratamiento de labrado cada cuatro
dias. La cuarta y Ultima parcela, fue fertilizada con productos agricolas, con nutrientes de
nitrdgeno (N) (urea) y fosforo (P) (fosfato diamonico) (DAP). Y ademas, se mantuvo un
régimen de aireacion cada cuatro dias. En cuanto a las caracteristicas del suelo (todas las
parcelas), este se conformaba principalmente de arena y grava, con solo un 10% de
particulas mas finas que 75 uM, pH de 5,8 y 1,1% de materia orgénica. La parcela que
mostrd los mejores resultados fue la cuarta (fertilizante + aireado cada 4 dias), en esta, el

nivel de ppm.

inicial

era de 2800 y descendi6 a 200 ppm Representando una disminucion

final*

en los niveles de TPH de méas del 90%. En cuanto a las otras parcelas, la que fue aireada
diariamente y la aireada cada 4 dias mostraron pérdidas superiores al 80% en la

concentracion de ppm (2800 ppm.

1nicial)

El estudio concluye que en este caso, la adicién de nutrientes dio lugar a una
biorremediacion activa y a que las reacciones metabolizadoras ocurrieran a mayor
velocidad, mejorando las tasas en la eliminacion del contaminante. Resultado que fue

apoyado por el régimen de labrado.

Si bien el landfarming es considerado la mayor parte del tiempo como una
tecnologia ex situ, existen ocasiones en que se aplica in situ, todo dependera de la
profundidad a la que se encuentre el contaminante. La US EPA (1994a) dice que cuando el
contaminante se encuentra a menos de 1 m de profundidad del suelo, la biorremediacién
por landfarming puede realizarse sin excavacion, es decir In Situ. Mientras que si el
contaminante se encuentra a mas de 1.5 de profundidad del suelo, entonces se debe

excavar y ser trasladado a una planta de tratamiento para una biorremediacion eficiente.

Existen a disposicién documentos que apoyan, en la evaluacion de la posible
aplicacion de esta tecnologia de remediacién en suelos, incluyendo ventajas y desventajas
para este método (US EPA, 1993; Huesemann, 1994; US EPA, 1994a; FSCAP, 2006).

3.4.2. Biopiles

Los biopilotes (Biopiles) de suelo, también conocidos como biocélulas, es una
técnica de biodegradacion utilizada para la remediacion de suelo. Esta implica la mezcla de
suelos contaminados (excavados) con enmiendas de suelo. ElI material a tratar se va
colocando en multiples montones, en forma de “pila”. Para asi poder estimular la actividad
microbiana aerdbica dentro de los suelos a través de la aireacion y/o adicion de nutrientes y
humedad, apropiados. En el area de tratamiento se incluye un revestimiento impermeable,

para evitar la filtracion de los lixiviados y del mismo contaminante, ademés, un sistema de



aireacion (US EPA, 2006). Este sistema de aireacion, corresponde a tuberias; los biopilotes,
los cuales suelen tener una longitud de 2 a 3 metros. Con ellos se realiza la aireacion una
vez que el suelo ya esté ordenado en biopilas estaticas. Este conjunto de tuberias ranuradas
o perforadas van dispuestas a lo largo y por debajo o dentro de la pila o “biopila”. La
aireacion al sistema ocurre por medio de la inyeccion o extraccion que fuerza la circulacién
de aire por el sistema (US EPA, 1994b). Segun, Baldan et al. (2015), mantener un buen
sistema en términos de aireacion y/o adicion de minerales, nutrientes y humedad, estimula
eficazmente la actividad aerobica de las poblaciones microbianas, mejorando la
biodegradacion de compuestos del petroleo. En el estudio de Chemlal et al. (2013) es
coincidente con el anteriormente citado. De hecho, Chemlal et al (2013) observé un 85%
de degradacion después de 76 dias, al principio para compuestos simples de las fracciones
alifaticas y aromaticas, para luego ver degradacion en compuestos mas complejos de ambas

fracciones.

Ademas el suelo se suele mezclar con un agente de carga (bulking agent) o de
“amontonamiento”, como lo es la paja, aserrin, desechos vegetales y hasta estiércol (US
EPA, 1994b), que resulta en un mejoramiento del rendimiento de las biopilas (Ma et al.,
2016), puesto se mejora aun mas el flujo de airea a través del suelo y, por lo tanto, se
favorece el crecimiento de la poblacion microbiana degradadora (Pavel & Gavrilescu,
2008).

Segun la US EPA (1994b) las biopilas, al igual que el landfarming, son eficaces
para reducir concentraciones de casi todos los componentes de los productos petroliferos.
Siendo las fracciones volatiles, las de méas facil eliminacion. Mientras que las fracciones
mas pesadas, se metabolizan mediante biodegradacién y con mayor tiempo de tratamiento.

Whelan et al. (2015) a reportado un comportamiento similar.

También se ha observado la exitosa eficiencia de las biopilas en climas frios (Kim
et al., 2018). En donde éstas, ademas de utilizarse en combinacion con bioaumentacion y
bioestimulacion como: adicion de nutrientes, aireacion (Martinez et al., 2017), se les ha
aplicado calor en forma activa (Filler et al, 2001) y pasiva (Coulon et al., 2010), mediante

el uso de cubiertas de plastico para cubrir las biocélulas.

Segun Filler et al. (2001) el suministro de calentamiento al tratamiento
bioremediativo, mediante un sistema de aislamiento térmico (thermal insulation system)
(TIS) incorporado en el disefio de la biopila aumenta la bioactividad y la disponibilidad de
contaminantes (incluso con temperaturas de invierno), por consiguiente se mejoran las tasas
de mineralizacion de hidrocarburos. Sanscartier et al. (2009) también informé de la
efectividad de la aplicacion de calor activo en biopilas. Este mismo estudio ademés

examino el efecto de la humidificacion del aire en la degradacién de hidrocarburos. El



sistema de humidificado mantuvo el contenido optimo de humedad del suelo y produjo un
TPH final significativamente mas bajo que los otros dos tratamientos desarrollados en el
estudio. Los hallazgos sugieren que la humidificacion del aire mejora la biodegradacion,
pero minimiza la eliminacién de fracciones volatiles, por medio de la volatilizacion. Es por

esto que la biodegradacion fue dominante en la fraccion de peso molecular mas alto.

Algunos estudios, como el de Chemlal et al. (2012) sugieren que mejores
resultados pueden ser obtenidos mediante el cometabolismo, en donde la sinergia mostrada
por diferentes microorganismos, pueden mejorar significativamente la eliminacion de

contaminantes.

Una serie de documentos apoyan la evaluacién y la construccion de este tipo de
tratamiento, proporcionando una vision general de la tecnologia de las biocélulas y
detallando todos aquellos factores que pueden influenciar el tratamiento (US EPA, 1994b;

Battelle Environmental Restoration Department, 1996)

3.4.3. Composting

El compostaje (composting) es un proceso bioldgico controlado que trata
contaminantes organicos utilizando microorganismos para su biodegradacién (US EPA,
2006). El suelo contaminado se excava y se mezcla con agentes de carga, como: astillas de
madera, paja, heno. Y enmiendas organicas como: estiércol y desechos vegetativos. Es asi
como el compost impacta positivamente en la mejora del suelo, puesto que es capaz de
cambiar el pH, el contenido de humedad, es una buena fuente de nutrientes, configura la
estructura del suelo, mejorando asi la ambiente general en el suelo contaminado, para que
luego se produzca la actividad degradante, por parte de microorganismos aléctonos o

introducidos (Semple et al., 2001).

La seleccion adecuada de las enmiendas garantiza una porosidad adecuada en el
suelo y proporciona un equilibrio de carbono y nitrogeno para promover la actividad
termofilica y microbiana (FRTR, 2003). La actividad y comunidad microbiana aumentan
significativamente, debido a una mayor actividad de ciertas enzimas que participan en el
proceso de metabolizacién de hidrocarburos (Scelza et al., 2007), incluso en contaminantes
complejos, como los HAPs (Kastner et al., 1995; Ké&stner & Mahros, 1996; Antizar-
Ladislao et al., 2005; Scelza et al., 2007; Wu et al., 2013).

Las enmiendas se deben aplicar en Optimas cantidades, puesto que un exceso de
ellas, puede afectar la degradacién de HTP, tal como documenta Wang et al. (2011).

Estudio en que se utilizaron diferentes biopilas, en las cuales se aplico paja de maiz y



astillas de madera de pino, como agentes de carga. Con los cuales se suministré recursos
de carbono féacilmente disponibles para sostener el crecimiento de microorganismos
degradantes, pero se observd una reduccién de la tasa de degradacion de la HPT.
Previamente Jgrgensen et al. (2000) también mostro altas tasas de degradacion por medio

de la aplicacion de astillas de corteza, como medio de carga.

Liu et al. (2018), también comprobé que la adicion de enmiendas (residuos viejos
de vertederos) resulta ser un agente de bioestimulacion y un agente microbiano, que logra
optimizar la degradacion de HTP. En este caso, la enmienda a los residuos envejecidos
aumento la tasa de eliminacion de HTP de 22,40% a 89,83%.

En cuanto a fracciones alifaticas, también se ha mostrado contundentemente la
eficiencia del composting en el tratamiento de este tipo de compuestos (Namkoong et al.,
2002; Wang et al., 2011). Estos estudios concuerdan en que estas fracciones resultan ser

las de més facil biodegradacion.

La materia organica del compostaje ofrece el beneficio de mejorar la calidad y
fertilidad del suelo (Pedra et al., 2007). Ademas la degradacion de los agentes de carga
generan calor dentro del sistema remediativo, creando condiciones termofilas, que resultan
ser favorables para la biorremediacion (US EPA, 2006). Una relacién aconsejable entre
tierra y compost es de 75% de suelo contaminado y 25% de compost. Pero, como todas las
relaciones que se han mencionado anteriormente, ésta también es variable y correspondera
segun el tipo de suelo, concentracion de contaminantes y otras caracteristicas (Pavel &
Gavrilescu, 2008; Namkoong et al., 2002; Antizar-Ladislao et al., 2005).

Este tratamiento puede ocurrir, tanto en condiciones aerobias, como anaerobias
(FRTR, 2003)

Segun la US EPA (2006), existen tres disefios cominmente aplicados para el

compostaje:

1. Pilotes estaticos aireados (Aerated static piles) - EI compost se forma en
pilotes y se airea con sopladores o bombas de vacio. Puede necesitar medidas alternas para
la emision de COVs. En cuanto a requerimientos econémicos se encuentra en un rango

medio.

2. Compostaje en contenedor con agitacion mecanica (Mechanically agitated
in-vessel composting) - Compostaje se coloca en un contenedor o reactor. Lugar donde se
mezcla y airea. Este tipo de tratamiento logra controlar la emision de COVs, pero resulta

ser una opcién mas cara.



3. Compostaje en hileras (Windrow composting)- EI compost se coloca en
hileras largas, pilas bajas y estrechas (por ejemplo, hileras) y periddicamente mezclado con
maquinaria pesada. El giro periédico del suelo contaminado, mejora las tasas de

biodegradacion. Este tipo de composting es el mas rentable

Como se menciond anteriormente, el tratamiento mediante windrow produce
emisiones de metano (CH,) (US EPA, 2006). Segun explica Hobson et al. (2005), debido
a la naturaleza de este tratamiento, en donde el suelo se tiende a compactar en las
profundidades y con ello se reduce el flujo de aire, se desarrollan zonas anaerobias dentro
del suelo apilado. Por consiguiente, la produccion de metano (CH,) producto de la
mineralizacion de compuestos de hidrocarburos, es inevitable. Este dato toma relevancia
cuando existen normativas medio ambientales que, regulan las emisiones de COVsy GEls

en un territorio determinado.

Coulon et al. (2010) en su estudio puso en contraste la eficiencia de las biopilas y
el windrow (hileras), en la eliminacién de hidrocarburos. En general, los tratamientos de
windrow superaron a los tratamientos de biopilas. La degradacion de las fracciones
alifaticas y aromaticas en las hileras fue de 6 y 4 veces mayor, respectivamente, que en el
tratamiento de biopilas después de 6 semanas de tratamiento, para las mismas fracciones de
hidrocarburos. Por otro lado, la adicion de nutrientes y la inoculacion en el tratamiento de
windrow, resulté en un aumento de 2 veces mayor en la tasa de degradacion de la fraccion
alifatica. Mientras que en la fraccion aromaética no se observaron cambios significativos
por la asistencia de estos tratamientos (bioestimulacién-bioaumentacion). Ademas el
estudio concluy6 que el windrow era mas eficiente en la remocion de contaminantes en
suelos mas texturizados (friables), mientras que para suelos de textura mas gruesa; las

biopilas figuraban como el tratamiento mas idoneo.

Al-Daher et al. (1998) evaluaron el uso de windrow (hilera) giradas a una escala
piloto en el desierto de Kuwait. Se observo que el promedio de degradacion para los HTP

fue del 60%. Mientras que la fraccion de HAP mostrd una degradacion de 55%.

Este mismo estudio, ademas identifico que, el contenido de humedad influencié
significativamente la actividad microbiana en el proceso de remediacion. Esto se observo
durante los meses de verano (3 meses), en donde se opto por cubrir con plastico una de las
hileras estudiadas y mientras que la otra, se dejé sin proteccion. Como consecuencia se Vi
un aumento del 19,3% en la degradacién de HTP, en la hilera cubierta, en comparacion con
la hilera no cubierta, puesto que el contenido de humedad aumento de un 3% a 12% en la

primera.

Ademas Al-Daher et al. (1998), mostré que la inoculacién de un cultivo mixto (no

identificado) a los tres meses de iniciado el proceso biorremediativo, no tuvo efecto en la



actividad degradadora de los hidrocarburos. Segun el estudio, esto puede deberse a que ya
existian microorganismos indigenas adecuados en el suelo para la degradacion de

hidrocarburos, como ya se ha mencionado por otros autores citados en esta revision.

Se dice que el compostaje o la adicion de compost hoy en dia, es uno de los
métodos mas rentables a la hora de remediar suelos, debido a que mediante esta practica se
mejora simultaneamente, el contenido de materia organica presente en el suelo y, su
fertilidad. Viéndose beneficiado el proceso de biorremediacion (Chen et al., 2015). Incluso
se ha demostrado su eficiencia en la degradacion de hidrocarburos con presencia de metales
pesados (Adams et al., 2017). Su implementacion en conjunto con otras técnicas, también

han mostrado resultados satisfactorios en la limpieza de suelos (Gomez & Sartaj, 2014)

Alguno estudios sugieren que las interacciones del composting con otro tipo de
tratamientos, como por ejemplo planta (fitorremediacion)-microbio, pueden proveer
resultados més eficientes a la hora de restaurar un medio contaminado con complejos
contaminantes (Wang et al., 20011; Hussainet al., 2018). Wang et al., (2011) agrega que,
especies vegetales de fuerte sistema radicular y de comunidad microbiana activa, son las

mejores opciones al momento de asistir un previo tratamiento de biodegradacion.

3.4.4. Bio-Reactores (Slurry Bioreactors)

Los biorreactores se utilizan para suelos, sedimentos y lodos, y otros residuos
solidos o semisélidos. El material a tratar se examina primeramente, para asegurar que no
hayan escombros o piedras de gran tamafio (US EPA, 2006; FRTR, 2003). Es importante
mencionar que tanto desde un punto de vista medioambiental y econdmico, las fracciones
finas del suelo, por ejemplo < 2 mm, como limos y arcillas finas, son las mejores
candidatas para ser remediadas mediante bio-reactores. Puesto que, los compuestos
organicos hidrofobos, como lo son los compuestos del petrdleo, se concentran mayormente
en las particulas finas del suelo, en donde tienen poca movilidad. Y por otro lado, las
particulas mas grandes y pesadas, resultan ser dificiles de mantener en suspension,

pudiendo volver més costoso el proceso (Pino et al., 2017).

Posteriormente, el tratamiento continta con la mezcla del suelo y agua , luego se
espera a que los solidos queden suspendidos en la fase liquida. La concentracidon estara
predeterminada por la concentracion de los contaminantes, la velocidad de biodegradacion
y la naturaleza fisica de los suelos. Los sdlidos se mantienen en suspension dentro del
reactor y alli, se van mezclando con nutrientes y oxigeno. También se pueden agregar

agentes para la regulacion de parametros, como el pH, realizar bioaumentacion en caso de



gue no exista una poblacion microbiana idonea para la degradacion (US EPA, 2006; FRTR,
2003). El material dentro del reactor se mezcla por medio de accion mecéanica y neumatica,
preferentemente. Esto intensifica la turbulencia y asi se aumentan las tasas de transferencia
de masa, ademas de homogeneizar los lodos y con ello, aumentando la aireacion del
sistema. Estas operaciones principalmente funcionan en lotes o semi-continuo (SBR).
Puesto que tiene buenas tasas de eficiencia, ofreciendo al mismo tiempo una alta
flexibilidad al momento de adaptar el proceso a las caracteristicas de los compuestos que se
van a tratar (Chiavola et al., 2010). Ademaés este tipo de operabilidad lleva a ahorros
significativos en los gastos de energia, aunque la intensidad de la mezcla es menor (Robles
et al., 2008). Sin embargo, la operacion en modo continuo también es posible, aunque poco
comun. Esto podria deberse a una menor eficiencia de eliminacion de contaminantes
demostrada en algunos casos, en comparacién con el funcionamiento por lotes (Cassidy et
al., 2000).

Cuando se completa la biodegradacion mediante bio-reactores, la suspensién del
suelo se deshidrata. Los dispositivos de deshidratacion que se pueden usar incluyen
clarificadores, filtros de presion, filtros de vacio, lechos de secado con arena o
centrifugadoras (US EPA, 2006; FRTR, 2003).

Esta tecnologia se puede aplicar tanto en condiciones aerobias (Zappi et al., 1996;
Jee et al., 1998; Mozo et al., 2012), como en anaerobias (Mohan et al., 2009). Aunque esta
via se evita la mayoria de las veces, debido a la emanacién de GEls a la atmosfera. Sin
embargo puede darse la situacion en que, se tome con una ventaja realizar la remediacion
por vias anaerobias, asociandolo a un ahorro de la aireacion, tanto la inversion como los
costos operativos de esta (Boopathy, 2003). A pesar de esto, la via aerobia es la

predominante en los tratamientos biorremediativos.

Al igual como ocurre en otro tipo de tratamientos bioldgicos, la emanacion de
COVs del proceso por medio de bio-reactores se busca eliminar, por los perjuicios que este
tipo de gases puedan significar en ecosistemas y calidad de salud humana. Mozo et al.
(2012) afirma que, la optimizacion del caudal de aire debe realizarse, para asi lograr
satisfacer la demanda de oxigeno en el sistema degradativo y con ello, minimizar la
volatilizacién dentro del reactor (en este caso un SBR) eliminacion de COVs. Finalmente,
se encontré que la estrategia de alimentacion de oxigeno era el parametro operativo mas
influyente, y que este debe ajustarse para mejorar la biodegradacion de COV y limitar su

volatilizacién en el tratamiento con bioreactores.

Este tipo de tecnologia se usa bastante en la degradacion de compuestos complejos
del petroleo, tal como los HAPs. Mediante este tratamiento se logran mejores y mas rapidas

tasas de eliminacion, tal como reportan Chiavola et al (2010), que durante su estudio



aprecio que, los compuestos de tres anillos, como el fluoreno, se caracterizaron por tasas de
remocion mas altas, con valores muy por encima de 90%. Por otro lado, se obtuvo un
rendimiento ligeramente inferior a los anteriores en los HAPs pertenecientes a la clase de 4
anillos, con mayor eficiencia de remocion para el pireno que para el criseno, este ultimo
solo se biodegradd parcialmente. En el estudio se concluye, que el nimero de anillos de los
HAPs se correlaciona con el nivel de biodegradabilidad. Este mismo comportamiento ya
habia sido observado por Giordano et al. (2005), en cuyo estudio la eficiencia en remocion
de compuestos de HAPs también estuvo en funcién de la cantidad de anillos de estas
estructuras quimicas. A saber, se observo una eficiencia de remocion del 70% para HAPs
de dos y tres anillos. Mientras que, para los HAPs de cuatro anillos se observo un resultado
muy cercano al anterior, de 64%. Por ultimo, los HAP con 5-6 anillos, que eran la fraccion
principal, mostraron la mas baja remocion; cerca del 43%. Zappi et al (1996), también

muestra resultados similares a estos estudios.

En el estudio de Jee et al. (1998) se observd la biorremediacion de sedimentos
contaminados con fenantreno. Se investigd la influencia de diferentes cargas de
solido/sedimentos y condiciones de mezcla en el transcurso del tiempo del proceso. En
condiciones bien mezcladas, el fenantreno se elimind en un 25% a 40% durante los
primeros dias de tratamiento, mostrando una notable disminucion en la actividad
degradadora del 3° al 5° dia. En sistemas sin mezclar, el grado de mineralizacién fue
notablemente menor en comparacion con el primer caso, variando de 5% a 20%. Dean-
Ross (2005) también observo la eficiencia sobre HAPs (fenantreno, antraceno, pireno y
fluoranteno) en sedimento pristino. La descontaminacion ocurrio de 6 a 8 dias de
tratamiento. Ademas, se asistio el proceso con bioaumentacion con la especie Rhodococcus

sp., lo cual di6 lugar a mayor rendimiento en la biorremediacion.

Como se puede ver, el tratamiento bioldgico en fase de lodo ofrece varias ventajas
con respecto a otras tecnologias de biorremediacién convencionales. Mediante el
tratamiento bioldgico en fase de suspension se pueden lograr mayores tasas de degradacion,
mayores eficiencias en el tratamiento, se tiene mayor control sobre las condiciones
ambientales y de operacion. Sin dejar de mencionar que los requisitos de area para realizar
el tratamiento son mas pequefios. En cuanto a los costos, estos son comparables a otras
tecnologias de remediacién (Woodhull et al., 1994; Robles et al., 2008).

En todas las tecnologias y técnicas de biorestauracion tratadas; la recalcitrancia
gue muestran los componentes policiclicos del petroleo, debido a su hidrofobicidad, ve
reducida considerablemente su biodisponibilidad en suelos contaminados, lo que limita su

biorremediacion. Esta situacion puede cambiarse a conveniencia, mediante el uso de



sustancias que facilitan el uso de contaminantes como fuente de energia por parte de los
microorganismos. Agentes naturales, como los biosurfactantes, logran mejorar
significativamente la biorremediacion de sustancias altamente complejas (Fava et al.,
2004). Das & Kumar (2017) demostro que el tratamiento en bio-reactor utilizando residuos
agroindustriales (cascara de papa en polvo) (agente de carga) y biosurfactante producido
por una bacteria (Bacillus licheniformis J1) con la capacidad de utilizar el petréleo como
fuente de carbono puede ser de manera efectiva y comercial para la restauracion de sitios

contaminados con petréleo.

El tema de biosurfactantes, su influencia y aplicacion en procedimientos de

biorremediacion de suelos contaminados, se discutira en el siguiente capitulo.
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4. BIOSURFACTANTES

Los biosurfactantes son pequefias moléculas, con un extremo hidrofilico
(aminoécidos, péptidos, mono-/disacaridos, y/o polisacaridos) y el otro hidrofobo (acidos
grasos saturados y/o insaturados), es decir son anfifilicos (Lang, 2002). Estas moléculas
anfifilicas ayudan a (1) reducir la tension superficial interfacial, puesto que se acumulan en
medio de dos fluidos con caracteristicas polares diferentes y con ello, permitiendo la
interaccion y combinacion de las sustancias hidrofobicas con los microorganismos, por el
(2) enriquecimiento de las interfaces y (3) formacién de micelas (Neu, 1996; Volkering et
al., 1997; Vijayakumar & Saravanan, 2015; Effendi et al., 2018).

La biodegradacion de los hidrocarburos del petroleo puede verse limitada por la
biodisponibilidad de los contaminantes a la accion de los microorganismos del suelo
(Bustamante et al., 2012; Fernandez et al., 2011). Esta biodisponibilidad se encuentra
relacionada con la hidrofobicidad y por la capacidad de desorcion o solubilizacién del
contaminante (Semple et al., 2003). La adicidén de biosurfactantes puede cambiar esto,
mejorando significativamente la eficiencia de la biodegradacion en la remediacion
bioldgica de suelos (Effendi et al, 2018), tanto en condiciones aerobias, como en anaerobias
(Nzila, 2018). Es importante mencionar que, para propositos biorremediativos, solo se
deben usar surfactantes que sean completamente biodegradables (Martienssen & Schirmer,
2007).

Los biosurfactantes de bajo y alto peso molecular (Ron & Rosenberg, 2001) son de
gran interés debido a sus variadas propiedades fisicoquimicas y bioldgicas, ya que estas
pueden explotarse en diferentes industrias (petréleo, alimentos, cosmética y farmacéutica)
(Lang, 2002). El uso industrial de estos agentes tensioactivos (0 emulsionantes), significa
una opcion atractiva debido a su versatilidad, biodegradabilidad, seguridad ecoldgica y
aceptacién ambiental. Sin embargo, su alto costo de produccién limita su uso en los
procesos de biorremediacion a gran escala (Bustamante et al., 2012). Variados son los
estudios que han revisado el empleo de estos agentes anfipaticos a nivel industrial, ademas
entregando informacion de propiedades y caracteristicas bioquimicas y fisicas de estos. Y
con ello, proponiendo surfactantes de base bioldgica para el mejoramiento de tratamientos
bioldgicos, en la restauracion de ecosistemas (Desai & Banat, 1997; Mulligan et al., 2009;
Bustamante et al., 2012; Silva et al., 2014; Souza et al, 2014; Karlapudi et al., 2018; Akbari
etal., 2018).

Dhote et al. (2009) y Verma et al. (2006) son algunos de los estudios que han

informado de reducciones en la tensién superficial gracias a la presencia de biosurfactante.



Dhote et al (2009) observo una disminucion de 42230 mNm™y de 51 a34 mNm™, asi
como indices de emulsion de 46% y 57% para dos bacterias aisladas de lodos oleosos
petroquimicos. Las bacterias que se utilizaron fueron identificadas como Bacillus sp.
(Chry2) y Pseudomonas sp. (Chry3). Estas bacterias crecieron en presencia de criseno
como unica fuente de carbono. Mientras que Verma et al. (2006) informé que las bacterias
identificadas como Bacillus sp. SV9, Pseudomonas sp. SV17 y Acinetobacter sp. SV4, las
cuales fueron aisladas de un suelo contaminado con lodo aceitoso, fueron capaces de
reducir la tension superficial en 59%, 51% y 32%, respectivamente, después de 5 dias.
Estos valores coincidieron con la maxima produccion de biosurfactante. Las bacterias
crecieron en un medio de cultivo mineral que contenia 1% de lodo aceitoso como Unica
fuente de carbono. Bacillus sp. SV9 fue la bacteria con mayor rendimiento en la
degradacion de hidrocarburos, coincidiendo con el momento en que se registr la mayor

produccién de biosurfactante.

Segln Ron & Rosenberg (2001) los biosurfactantes de bajo peso molecular; los
glicolipidos, tales como: rhamnolipid, trehalolipido, sophorolipid o lipopéptidos, son los
que poseen las caracteristicas para disminuir la tension superficial en fase de sélidos o
solido-liquido. Puesto que los biosurfactantes con mayor peso molecular son altamente

eficientes para la estabilizacion de emulsiones de aceite en condiciones acuaticas.

Effendi et al. (2018) agrega que, el biosurfactante tipo glicolipido corresponde al
mas comun. Los glicolipidos son una combinacion de carbohidratos que tienen una cadena
larga de acidos alifaticos o acido hidroxi alifatico. De este tipo de biosurfactante, los
ramnolipidos son considerados como la clase de biosurfactantes mas prometedora en
términos de produccion industrial, debido a sus caracteristicas fisico-quimicas, alta
productividad y el amplio conocimiento con respecto a ellos y su produccion (Lang &
Wullbrandt, 1999; Muller et al. 2012; Paulino et al., 2016).

La diversidad de organismos bioldgicos productores de biosurfactantes es variada.
Se considera que las especies de Pseudomonas son las principales fuentes de ramnolipidos,
y se considera que P. aeruginosa es la principal especie productora. Algunos estudios
referente a este genero se citan a continuacion, Maier & Soberon (2000), Abdel-Mawgoud
et al. (2008), Pornsunthorntawee et al. (2008), Guo et al. (2009), Li et al (2011).

Otras especies de Pseudomonas que producen ramnolipidos: Pseudomonas
chlororaphis (Gunther et al., 2005; Gunther et al., 2006), Pseudomona putida y
Pseudomona luteola (Onbasli & Aslim, 2009).

Sin embargo, se han realizado muchos aislamientos de otras especies bacterianas
de diferentes clasificacion taxondémica y que son productores de ramnolipidos. El género

Bacillus también posee cepas productoras de estos agentes: Bacillus methylotrophicus



(Chandankere et al., 2014), Bacillus subtilis (Bezza & Chirwa, 2015), Bacillus brevis
(Mouafi, 2016), Bacillus licheniformis (EI-Sheshtawy et al., 2016).

Otros: Rhodococcus sp. (Pi et al., 2017), Burkholderia sp. (Mohammed et al.,
2018), Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei y Burkholderia thailandensis
(Toribio et al., 2010) Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter asburiae, Enterobacter
hormaechei, Pantoea stewartii (Rooney et al., 2009), Gordonia (Franzetti et al., 2008)
Pseudoxanthomonas sp. (Nayak et al., 2009), Pantoea sp. (Vasileva y Gesheva, 2007),
Ochrobactrum anthropi y Citrobacter freundii (lbrahim, 2018), Serratia marcescens
(Budsabun, 2015).

El efecto de mejora de la adicion de biosurfactante en el sistema biodegradativo, se
ha comprobado ya por variados estudios. Por ejemplo Moran et al. (2000) observo que la
biodegradacion de hidrocarburos alifaticos aumenté de 20,9% a 35,5% y en el caso de
hidrocarburos aromaticos de 0% a 41%, en comparacion con un cultivo sin biosurfactante.
En el caso de Rahman et al. (2003), La mejora de la biodegradacién se logré a través de la
bioaumentacion (consorcio bacteriano) y la bioestimulacién (solucién de NPK). Ademas se
agrego un biosurfactante de ramnolipidos (RL). La méaxima degradacion se logrd después
del dia 56 para componentes de n-alcanos en el rango de nCg- nCy; , los cuales fueron
degradados al 100%. Mientras que el resto de los componentes n-alcanos se degradaron:
nC;,- nCy; (83-98%), nCy,- nCs; (80-85%) y NnC3,- nCyy (57-73%). Ferradji et al. (2014),
observo la degradacion de n-alcanos de C;; a C3, presente en un petréleo crudo mediante el
uso de tres cepas de Streptomyces ssp. (AB1, AH4 y AM2). La fraccion alifatica presente
en el crudo se degraddé completamente (AB1). Mientras que la cepa AH4 degradd el
92,34% de C,g. La cepa AM2 tuvo un menor rendimiento, degradando sélo el 40,4% de
C,4. Todas estas tasas degradativas se obtuvieron después de 30 dias. Para la naftalina, se
obtuvieron resultados de 82,36%; 85,23% y 81,03% para ABl, AH4 y AM?2
respectivamente, después de 12 dias de incubacion. Liu et al. (2016) utilizé la cepa cepa de
bacillus licheniformis Y-1, la cual produjo un emplasto que intensifico el efecto
emulsionante, mostrando una tasa de degradacién del petréleo crudo (compuestos alcanos
de cadena corta y cadena larga) de 60,2% en solo 5 dias. Esta cepa también mostré una
fuerte tolerancia a la alta salinidad, alcalinidad y temperatura.

El estudio de Kumari et al. (2018) anteriormente mencionado (item n° 2.5.1.), las
5 especies de bacterias utilizadas (Stenotrophomonas maltophilia, Ochrobactrum anthropi,
Microbacterium steraromaticum, Pseudomonas mendocina y Pseudomonas aeruginosa),
mejoraron sus tasas de biodegradacion hasta en un 10% mas, con la adicion de 40 umL™?

de biosurfactante ramnolipido JBR-425.



Debido a que la aplicacion de estos agentes anfipaticos se ha estudiado
contundentemente, en la tabla 4-1 se muestran y se da referencia a una serie de estudios
realizados por varios cientificos con respecto a los biosurfactantes, sus microorganismos de
origen y los hidrocarburos del petréleo en los que se han puesto a prueba, durante el

proceso de degradacion biologica de contaminantes.



Tabla 4-1: Hidrocarburos y bacterias productoras de biosurfactantes.

AGENTE

CONTAMINANTES MICROBIANO

DEGRADADOR

BIOSURFACTANTE

REFERENCIA

Hidrocarburo del petréleo

vy Pristano

Lodos

Biodiesel y gasoleo

Gasoleo

BTEX (Benceno-

Fenantreno,
Benzo(a)pireno

actebacils Glicolipido Thavasi et al. (2011)
Cultivo mixto Ramnolipido Abalos et al. (2004)
Pseudomonas
gi Ramnolipido Benincasa (2007)
Microllorn indgona det: |8 oot Kang et al (2010)
seudomonas
aeruginosa y Ramnolipido Cameotra & Singh (2008)
Rhodococcus sp .
Burkcholderia sp . Ramnolipido Mohammed et al. (2018)
[Cultivo mixto Ramnolipido Owsianiak et al. (2009)
Microflora indigena del
S :
_ |remcem Whang et al. (2008)
Ralstonia picketti (BP-
20) y Alcaligenes S
Microflora de lodos Ramnolipido Sponza & Gok (2011)
Culnvo' mixto + Alfalfa |Ramnolipido Zhang et al. (2010)
Bacillus subtilis BS1  |Lipopéptido Xiao et al. (2012)
[Sphingomonas GF2B  |Ramnolipido Pei et al (2010)
revibacillus sp. Glicolipido Reddy et al. (2010)
Biosurfactante de
acillus subtilis B-UM |Acinetobacter Wong et al. (2010)
calcoaceticus BUO3
Pseudomonas R . Husai
uorescens 29L : (2008)
Bacillus cereus 28BN. |Ramnolipido Tuleva et al. (2005)
Bacillus pumilus Ramnolipido Calvo et al. (2004)
Sphingomonas sp . 12A 2 :
v Pseudomonas sp . 12B ; LN,
Pseudomonas sp. Ramnolipido Santos et al. (2008)
saudomiona: Ramnofipido Hickey et al. (2007)

(Fuente: Extraido y adaptado de Biosurfactant Enhanced Petroleum Oil Bioremediation) (Effendi

etal

., 2018)




A pesar de que el uso de biosurfactantes sea una excelente opcién ecoldgica para
procesos de remediacion biol6gica en la recuperacion mejorada del petroleo (MEOR) y
descontaminacion de hidrocarburos (Banat et al., 2000). Su alto costo de produccion, puede
volver inviable y/o limitar su uso en los procesos de biorremediacién. En comparacion con
los tensioactivos sintéticos con un coste medio de alrededor de $1 a $3 por kg, los
ramnolipidos cuestan entre 20 y 25 délares por kg (Chong y Li 2017). Estos costos se
relacionan principalmente con la costosa fuente de carbono (hidrofébica e hidrofilica en el
medio de cultivo) que se requiere para la produccion de biosurfactantes y también a los
procesos de extraccion y purificacion (Chong y Li 2017). En este contexto, los futuros
desafios se deben direccionar en evaluar las condiciones de cultivo que optimizan su
produccion, como por ejemplo: el uso de caldos de fermentacién crudos, especialmente si
la aplicaciéon es en un contexto ambiental, ya que los biosurfactantes en tales casos no
necesitan ser puros y se pueden sintetizar utilizando una mezcla de fuentes de carbono
econdmicas (Santos et al., 2016). Con respecto a estas materias primas; evaluar el uso
econdmico de nuevos sustratos, como los derivados de desechos industriales (sustratos
renovables) (Makkar et al., 2011), y evaluar las técnicas de aislamiento y purificacion para
que la produccion sea econdémica y ambientalmente viable para los procesos de
biorremediacion (Mulligan, 2009; Smyth et al., 2010; Bustamante et al., 2012; Varjani &
Upasani, 2017a; Lopes et al., 2018; Speight & El-Gendy, 2018). Tal como dijo Martienssen
& Schirmer (2007), se deben preferir el uso de surfactantes de origen bioldgico, puesto que
los compuestos comerciales pueden poseer una biocompatibilidad inadecuada con los
microorganismos, causando efectos toxicos sobre el ecosistema. Algunos estudios, como el
de Li & Chen (2009) proponen que en el futuro se deben realizar esfuerzos para desarrollar
surfactantes sintéticos que sean bioldégicamente compatibles con las células. Agregando que
se requieren mas estudios in situ de su aplicabilidad y comportamiento, puesto que la
mayoria de la informacion descrita al respecto del uso de estos agentes tensioactivos es en
condiciones de laboratorio (Pacwa et al., 2011; De et al., 2015).



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

A lo largo de esta revision se citdé una cantidad importante de estudios, en los
cuales se puede encontrar y comprobar la efectividad del empleo de microorganismos, en
este caso, de bacterias en la recuperacion y restauracion de suelos contaminados con
hidrocarburos del petroleo.

Si bien existe un gran volumen de informacion que demuestra de buena manera la
efectividad de este método, se debe tener en cuenta que la mayoria de estas corresponden a
experiencias de laboratorio. Esto deja en evidencia el gran vacio que existe entre llevar a
cabo la biorremediacion en condiciones totalmente controladas de laboratorio, a aplicarla
en la intemperie del sitio afectado, sorteando todas las variables que se encuentran
condicionando el proceso de biodegradacion.

Sin embargo, no se puede negar que los estudios realizados a escala de laboratorio,
son de gran importancia, puesto que con ellos como referencia, se pueden minimizar
problemas asociados a su aplicacién In Situ y asi, ir mejorando la rentabilidad del método
(Varjani & Upasani, 2017b).

El hecho de que el comportamiento de los diferentes hidrocarburos del petrdleo
sea Unico de sitio en sitio, hace necesaria la realizacion de exhaustivas evaluaciones, para
determinar el tipo de técnica con el que se abordard la contaminacion (Lim et al., 2016). Sin
embargo, debido a la comprension intrincada de los factores abidticos que influyen
directamente en las variaciones de la matriz suelo, la descripcion de un conjunto de
pardmetros es una tarea compleja, que impide crear un sistema de conocimiento global
integrado con respecto a los factores que controlan la biodisponibilidad y bioaccesibilidad
de los hidrocarburos en el suelo (Yu et al., 2018).

También se debe tener en cuenta que cada tecnologia de remediacién tiene sus
propias caracteristicas y que ningin método de limpieza, serd establecido como Unico
método universal de remediacion de suelos contaminados (Lim et al., 2016). En este
contexto, disefiar consorcios mixtos (Brenner et al., 2008), que permitan la integracién de
dos 0 mas tecnologias de recuperacion de suelos en el futuro podrian dar resultados mas
eficientes en la restauracion de estos (Kirkwood et al., 2006; Subashchandrabose et al.,
2011; Gouma et al., 2014; Maddela et al., 2016; Sharma et al., 2016; Zafra et al., 2017;
Ghorbannezhad et al., 2018; Ojewumi et al., 2018; Yuan et al., 2018).

La nanoremediacion es otro de los nuevos enfoques en desarrollo, que parecen ser
prometedores en el mejoramiento de la biorremediacion (Bhandari, 2018), integrando
diferentes materiales de desecho alimentario, agroindustrial y arbdreo; fuentes importantes
de polifenoles en el eliminacion satisfactoria de los contaminantes ambientales

(Kuppusamy et al., 2015).



Por otro lado, la ingenieria genética, propone la utilizacion de organismos
genéticamente modificados (OGMs) (Speight & EI-Gendry, 2018b), aunque su aplicacién
es de cierta forma controversial y poco aceptada, puesto que se desconoce el real impacto
ecologico que estos organismos podrian tener sobre el ecosistema. En este sentido los
futuros retos de los investigadores es lograr expandir los conocimientos con respecto a las
poblaciones microbianas nativas degradadoras de contaminantes, entendiendo de manera
profunda sus vias metabolizadoras y las relaciones simbioticas que estas establecen en el
complejo sistema suelo. El entendimiento de esto, permitira extrapolar los conocimientos

obtenidos a escala piloto, a sistemas de campo complejos.
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