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Resumen

Se estudié la degradacion de los hidrocarburos totales del
petréleo (HTP) en el agua de lavado de un suelo
contaminado con diésel e intemperizado, empleando:
bioestimulacion (aireacion), lodos activados y lodos
activados con gallinaza en reactores aireados por lotes a
escala laboratorio, que se operaron durante 15 dias. El
agua problema con 1,100 mg/L de HTP y una DQO de
1,875 mg/L, se obtuvo del lavado del suelo contaminado,
aplicando una solucién de goma guar al 0.5%. Los lodos
activados se acondicionaron previamente con goma guar y
HTP en concentraciones que se incrementaron
gradualmente hasta 1000 mg/L. La gallinaza se agregd
directamente en 3.5% m/v a un reactor con lodos activados
acondicionados. En todos los reactores se mantuvo una
relacion C:N:P de 100:4:0.5. Después de 15 dias en el
reactor con aireacion, se observé una maxima remocion
del 53% de HTP y 47% de DQO, debido a que este proceso
bioestimulé a los microorganismos autdctonos
hidrocarbonoclastas provenientes del suelo intemperizado.
Para el reactor de lodos activados acondicionados la
reduccion fue de 78% de HTP y 61% de DQO. En aquél
con gallinaza se obtuvieron eficiencias de 98.6% de
reduccion de HTP y 79% de DQO, mismas que se
alcanzaron desde el dia 3 del experimento.

Hidrocarburos totales del petroleo (HTP),
Bioestimulacién, Lodos activados, gallinaza.

Abstract

We studied the degradation of total petroleum
hydrocarbons (TPH) in water from washing of a diesel-
contaminated and weathered soil, through: bio-stimulation
(aeration), activated sludges, and activated sludges with
added poultry manure in aerated laboratory-scale batch
reactors, which were operated for 15 days. The problem
water with 1,100 mg/L of TPH and 1,875 mg/L COD was
obtained from the washing of the contaminated soil,
applying a 0.5% solution of guar gum. The activated
sludges were conditioned with TPH in concentrations that
were gradually increased up to 1000 mg/L. The manure
was directly added in a 3.5% m/v ratio to a reactor with
TPH-conditioned activated sludges. A C:N:P ratio of
100:4 P: 0.5 was kept In all the reactors. For the aerated
reactor, a maximum 53% of TPH and 47% of COD
removals was observed, because this process bio-
stimulated the hycrocarbonoclast indigenous
microorganisms from the weathered soil. For the reactor
with conditioned activated sludges the reductions were
78% of TPH and 61% of COD. And those for the reactor
with added chicken manure were 98.6% reduction of THP
and 79% of COD, which were reached from the 3rd day of
the experiment.

Total petroleum hydrocarbons, Bio-stimulation,
activated sludges, Poultry manure
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Introduccion

Una técnica efectiva para tratar suelos
contaminados con hidrocarburos del petroleo es
el lavado de suelos (Mao et al., 2015, Trellu et
al., 2016). Sin embargo, este proceso de
remediacion implica la contaminacion de otro
medio, el acuoso. El proceso, usualmente ex-
situ, consiste extraer los contaminantes
aplicando una corriente de agua y coadyuvantes
de lavado, como surfactantes anionicos 0 no
i6nicos, que pueden ser sintéticos o de origen
natural (Mulligan et al., 2001, Mao et al., 2015);
la solucién resultante, con los detergentes e
hidrocarburos desorbidos del suelo, debe ser
tratada para recuperar el agua.

Una alternativa técnica y
econdémicamente atractiva para la degradacion
de hidrocarburos y surfactantes, contaminantes
de naturaleza organica en la solucién de lavado,
es el empleo de un proceso biolégico que
garantice su mineralizacion.

Se ha reportado la presencia de bacterias
hidrocarbonoclastas en los lodos activados, que
es el proceso bioldgico de tratamiento de mayor
uso, sugiriendo que su crecimiento debe ser
promovido por estimulacién y
acondicionamiento con nutrientes (Sivakumar et
al., 2015). Ademas, la adicion de nitrogeno,
principal nutriente requerido, puede llevarse a
cabo de manera econémica mediante el empleo
de gallinaza (excremento seco de aves de corral)
(Nahm, 2003). Esta es una oportunidad para
revalorizar a la gallinaza, ya que es considerada
como un residuo de manejo especial de acuerdo
con la Norma Oficial Mexicana NOM-161-
SEMARNAT-2011 (DOF, 2013)

En los suelos contaminados con
hidrocarburos, que han sido intemperizados,
como es el caso del suelo empleado en este este
estudio, son muy comunes la sobrevivencia y el
desarrollo selectivo de consorcios bacterianos
con capacidad de degradacion de los
hidrocarburos (Geetha et al., 2013, Jiang et al.,
2016). Entre los géneros que sobreviven a las
condiciones posteriores a los derrames y que
muestran  capacidades  degradadoras  de
hidrocarburos se encuentran Bacillus spp.,
Corynebacterium spp., Flavobacterium spp.,
Pseudomonas spp. y Micrococcus spp.
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Se ha demostrado la reactivacion de la
actividad degradadora de los microorganismos
estimulandola al afiadir nutrientes, en particular
nitrogeno y fosforo, los cuales pueden provenir
de residuos organicos de origen natural como
residuos agricolas de soya, arroz y maiz, huesos
y harina de pescado y excremento fermentado de
ganado porcino, vacuno o aviar (p. e. Lazzari y
Baldisserotto, 2008; Lindsey et al., 2013). Se
tiene identificada a la gallinaza como una fuente
adecuada de N (Fallgren y Jin, 2008), pues llega
a contener hasta 8.1% de N total, 5.8 % de N
inorganico y su relacion C:N suele ser de 4:4
(Charest y Beauchamp, 2001). Més aun, algunos
autores han aislado bacterias del género
Pseudomonas spp. (que son hidrocarbonoclastas
probadas) a partir de la gallinaza (Akinde y
Obire, 2008). Asi, en este estudio se analiz6 la
degradacion de los hidrocarburos totales del
petréleo (HTP) en el agua de lavado de un suelo
contaminado con diésel e intemperizado,
utilizando tres diferentes procesos:
bioestimulacion generada por aireacion vy
adicion de nutrientes, lodos activados
previamente acondicionados a la degradacion de
diésel y lodos activados acondicionados més la
adicion de gallinaza, en reactores aireados por
lotes a escala de laboratorio y que se operaron
durante 15 dias.

Metodologia

El agua problema se obtuvo del lavado del suelo
contaminado con diésel, aplicando una solucién
de goma guar al 0.5% (m/v) (Vaca-Mier et al.,
2017), en una relacion suelo:solucion de 1:3
(m/v), a 8 kilogramos de suelo contaminado en
un recipiente con agitacién magnética durante 30
minutos y  posterior decantacion.  Se
cuantificaron la demanda quimica de oxigeno
(DQO) v los contenidos de nitrogeno y fasforo.
Para cuantificar el nitrégeno total se utilizé el
método Kjeldahl, se incluyo la cuantificacion de
nitratos y el fosforo se determiné por el método
de cloruro estanoso (APHA, AWWA, WEF,
1995). La concentracion de HTP se cuantificd
aplicando el método EPA 8015B (U.S.EPA,
2003), con un cromatografo de gases VARIAN
3300, con detector de ionizacion de flama con
columna capilar Agilent DB-Petro (0.25 mm,
100 m).
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Considerando que el suelo contaminado
habia sido intemperizado por mas de un afio,
también se obtuvo la concentracion de unidades
formadoras de colonias (UFC) de bacterias
hidrocarbonoclastas, empleando el método de
siembra en placa de bacterias heterotrofas, por
triplicado, en agar bacteriolégico y medio basal
(Alef y Nannipieri, 1995). Secuencialmente se
cuantificaron las  bacterias del género
Pseudomonas spp., con agar FLO por vaciado en
placa (Suthersan, 2002).

Se acondiciond un inoculo de lodos
activados para el montaje de los reactores
experimentales. Los lodos activados se
obtuvieron del concentrado del clarificador
secundario de una planta de tratamiento de aguas
residuales domésticas cercana a la Universidad
Auténoma Metropolitana Azcapotzalco. Los
lodos activados, que tenian una concentracion
promedio de 3,840 mg/L de sdlidos suspendidos
volatiles (SSV), fueron acondicionados con
alicuotas de diésel equivalentes a 200 mg/L de
HTP que se incrementaron gradualmente cada
48 horas en un periodo de diez dias hasta
alcanzar una concentracion de 1000 mg/L de
HTP. Asi mismo se aplicd goma guar al 0.5%
(v/v) como tensoactivo para contrarrestar la baja
biodisponibilidad de los hidrocarburos del diésel
por sus propiedades hidrofébicas (Zdarta et al.,
2016). Se airearon durante 5 dias mas previos al
montaje de los reactores. Diariamente se
monitore0 la viabilidad de los microorganismos
a través de observaciones al microscopio. Al
décimo dia se cuantificaron los SSV, el
contenido residual de HTP, las unidades
formadoras de colonias (UFC) de bacterias
hidrocarbonoclastas y las bacterias del género
Pseudomonas spp.

La gallinaza seca fue adquirida en un
mercado local. Se llevd a cabo la cuantificacion
del contenido de N orgénico aplicando el método
AS-25 de la Norma Oficial Mexicana NOM-
021-SEMARNAT-2000 (DOF, 2002), el C
organico usando el método AS-07 y el fosforo
por el método AS-26 de la misma norma. De una
muestra humedecida y con 24 horas de reposo a
25 °C se obtuvo el contenido de bacterias
heterotrofas y Pseudomonas spp., por los
métodos ya citados.
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Se llevaron a cabo tres experimentos en
reactores por lote (batch) por triplicado. Los
reactores de vidrio con una capacidad de 2 litros
cada uno, poseian tapa hermética con tres
entradas, por un orificio pasaba la linea de
aireacion, otro funcionaba como la salida de los
gases producidos y el tercer orificio se utilizo
para la toma de muestras. El primer experimento
consistié Unicamente en la bioestimulacion del
agua de lavado del suelo contaminado con goma
guar, con aireacion solamente, verificando que
cada reactor tuviera al menos unarelacion C:N:P
de 100:4:0.5 (Metcalf & Eddy, Inc., 2003),
empleando s6lo una solucién de NH3SO4 1 N.
En estos reactores no se usd gallinaza como
fuente de nitrégeno para poder observar la
posible actividad biodegradativa de las bacterias
enddgenas del suelo.

El segundo experimento se realizo
utilizando los lodos activados acondicionados
con diésel en una proporcion de 1:5 (v/v) y la
relacion C:N:P de 100:4:0.5 también se ajustd
adicionando NH3SO4 1 N.

Para observar la influencia de la gallinaza
en el proceso, ésta se agreg6 directamente en una
proporcion de 3.5% (m/v) a reactores con lodos
activados acondicionados donde también se tratd
el agua de lavado en una proporcion de 1:5 (v/v).
Todos los reactores fueron aireados aplicando
burbujeo de aire comprimido de la linea,
procurando mantener al menos 2 mg/L de O
disuelto, durante 15 dias. El contenido inicial de
cada reactor se caracterizd determinando la
DQO, los SSV, las unidades formadoras de
colonias, la turbiedad, el pH y la concentracién
de HTP.

Resultados y discusion

La caracterizacion del agua problema que se
obtuvo del lavado del suelo contaminado con
diésel se presenta en la Tabla 1. El agua
presentaba un contenido promedio de 1100 mg/L
de HTP y 1870 mg/L de DQO, en general son
concentraciones que un tratamiento bioldgico
puede aceptar, aunque se sabe que la presencia
de hidrocarburos puede ocasionar alteraciones y
muy bajas eficiencias en dichos tratamientos
(Rahman et al., 2002). Estos parametros fueron
elegidos para seguir el proceso de degradacion.
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Se observé un contenido adecuado de P
aunque el de N era relativamente bajo; éste fue
incrementado para satisfacer la condicion
minima de C:N:P de 100:4:0.5.

Resultado
+ on-1

Parametro

Hidrocarburos totales del

petréleo (HTP), mg/L 1100+ 89
Demanda quimica de

oxigeno (DQO) , mg/L 1,870+ 35
pH, unidades 6.9+£0.1
Nitrégeno total, mg/L 0.15+0.02
Fésforo soluble, mg/L 0.13+0.01
Bacterias  heterdtrofas, 4
UEC/ mL. 1.01 x 10
Bacterias del  género 3
Pseudomonas, UFC/ mL 111x10

Tabla 1 Caracterizacion del agua de lavado del suelo
contaminado con HTP
Fuente: Elaboracion Propia

En la Tabla 2 se resumen las
caracteristicas de los lodos activados
acondicionados con diésel, después de 5 dias en
aireacion, y ahi se aprecia que mantuvieron una
concentracion promedio de 2,940 mg/L de SSV,
los cuales representan a la biomasa activa; esto
indica que no sélo no fueron inhibidos por la
presencia de diésel, sino que se aclimataron y se
acondicionaron para consumir los hidrocarburos
presentes como Unica fuente de carbén, aunque
al final del periodo aun se cuantificdé una
cantidad residual de 75 mg/L de HTP. Es de
notar que se logro estimular el crecimiento de
una cantidad apreciable de bacterias
hidrocarbonoclastas (1.11 x 10% UFC/mL de
Pseudomonas spp.) originarias de los propios
lodos activados, debido a la ayuda de la goma
guar como tensoactivo, los nutrientes, el aire y
los hidrocarburos afiadidos gradualmente.

En cuanto a la caracterizacion de la
gallinaza para su empleo como fuente natural de
nutrientes, se determind que contenia una
cantidad de 6.2 % (m/m) de nitrégeno y también
se detectd la presencia de unidades formadoras
de colonias de bacterias hidrocarbonoclastas
(Tabla 3).
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Resultado
+ on1

Parametro

Hidrocarburos totales
del petrleo (HTP), | 75+ 15
mg/L

Soélidos  suspendidos

volatiles, mg/L 2,940+ 128
pHy Unidades 6.7+0.1
Bacterias heterotrofas, ]
UFC/ mL 1.18 x 10

Bacterias del género
Pseudomonas spp. , | 1.11 x 103
UFC/ mL

Tabla 2 Caracterizacion de los lodos activados
acondicionados con diésel
Fuente: Elaboracion Propia

Resultado
Parametro experimental
£ on1
Nitrégeno total, % (m/m) | 6.2 +£0.3
- — 5
Carb6n  organico, % 59+08
(m/m)
Bacterias  heterétrofas, 4
UFC/ mL 12x10
Bacterias del género )
Pseudomonas, UFC/ mL 1.02x10

Tabla 3 Caracterizacion de la gallinaza himeda
Fuente: Elaboracion Propia

En la Grafica 1 se presentan los
resultados del experimento de bioestimulacion
del agua de lavado del suelo contaminado con
diésel, el cual consisti6 en airear los contenidos
del reactor, después de ajustar los nutrientes para
alcanzar la relacion C:N:P de 100:4:0.5. Aqui se
observo una méaxima remociéon del 53% de HTP
y 47% de DQO. Estas eficiencias son semejantes
a las reportadas por Rahman et al. (2002a) en
experimentos de degradacion de petroleo crudo
con cultivos mixtos de hidrocarbonoclastas.
Tambien se confirmd que, aunque el proceso
promovid el crecimiento de la poblacion de este
tipo de  microorganismos  autdctonos,
provenientes del propio suelo contaminado e
intemperizado, no fue suficiente para alcanzar el
objetivo de la remocion total de los HTP ni de la
materia organica presente en el agua de lavado,
representada por la DQO.
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Bioestimulacion

Grafico 1 Experimento de bioestimulacion con aire y
nutrientes para la degradacion de HTP y DQO
Fuente: Elaboracién Propia

En la Grafica 2 se presentan los
resultados del experimento de degradacion de
HTP y DQO con lodos activados
acondicionados. En éste la reduccion fue de 78%
de HTP y 61% de DQO. Es evidente que el
proceso de acondicionamiento de los lodos y la
alta presencia de microorganismos
hidrocarbonoclastas promovidé la mejora en la
eficiencia del proceso. Se observa que los
tiempos de aireacion son muy extensos para un
proceso de lodos activados (15 dias 0 mas). A los
8 dias del proceso se observd ya un
comportamiento asintético en la remocion del
HTP, cercano a la méaxima eficiencia observada.
La DQO residual (770 mg/L) todavia era muy
significativa y por tanto requeriria de un segundo
proceso de tratamiento, de tipo fisicoquimico,
para alcanzar limites aceptables para la
disposicion final del agua tratada. En la Gréfica
3 se pueden observar los resultados del
experimento de degradacion de HTP y DQO con
lodos activados acondicionados con gallinaza
afiadida.

Lodos activados acondicionados

3000
£ 2000 &
> i

00 & &

£ 1000 & & & &

Gréafica 2 Experimento de degradacion con lodos
activados acondicionados con diésel y nutrientes para la
degradacion de HTP y DQO.
Fuente: Elaboracion Propia
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Se obtuvieron eficiencias de 98.6% de
reduccion de HTP y 79% de DQO, mismas que
se alcanzaron desde el tercer dia del
experimento. Estas eficiencias se deben a la
estimulacion lograda con la adicion de gallinaza
en exceso, lo cual confiere a este residuo un
valor de interés como fuente natural de nitrogeno
y bacterias hidrocarbonoclastas y abre la
posibilidad de explorar su aplicacion en el
tratamiento de otros contaminantes de dificil
biodegradablidad.  Algunos investigadores
(Okolo et al., 2005, Rahman et al., 2002b) ya
habian sugerido este potencial, al investigar la
aplicacion directa de la gallinaza en el
tratamiento de suelos contaminados con
hidrocarburos.

Por otro lado, aunque la degradacion de
los HTP es casi completa y se alcanza desde el
tercer dia, se observa que la DQO remanente fue
de 240 mg/L, indicando la presencia de material
no biodegradable, que muy posiblemente es de
origen himico (Qualls, 2004), arrastrado por el
lavado del suelo y que debera ser removido del
agua por métodos fisicoquimicos.

Lodos activados con gallinaza al
3.5%

1500

mg/L
H

1000 %

500 =

HTP mDQO

Gréfica 3 Experimento de degradacion con lodos
activados acondicionados y gallinaza para la degradacion
de HTP y DQO

Fuente: Elaboracion propia

Conclusiones

Se demostré tratamiento bioldgico en reactores
por lote de un agua de lavado con goma guar al
0.5% de un suelo intemperizado contaminado
con diésel es un proceso eficiente y atractivo
para degradar los hidrocarburos hasta con un
98.6% de eficencia, cuando se emplean lodos
activados, previamente acondicionados con el
combustible y gallinaza como aditivo en una
concentracion de 3.5% m/v.
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Esta eficiencia es atribuible
principalmente a la presencia y estimulacion del
crecimiento de bacterias hidrocarbonoclastas,
representadas en este estudio por el género
Pseudomonas spp., a traves de la aireacion y el
exceso de nitrobgeno y otros nutrientes
proporcionados por la gallinaza. Esto se
confirm6 al comparar los resultados con el
experimento de bioestimulacion de bacterias
autdctonas con aire y nutrientes (sin gallinaza),
en el cual se obtuvieron remociones del 53% de
HTP y del 47% de DQO, asi como con el de
tratamiento con lodos activados previamente
acondicionados con diésel y sin gallinaza, donde
se observaron una reducciones del 78% de HTP
y 61% de la DQO.

Se concluye que la gallinaza puede ser
una excelente fuente natural de nitrégeno y otros
nutrientes, asi  como de bacterias
hidrocarbonoclastas, capaz de coadyuvar al
tratamiento bioldgico (con lodos activados) de
hidrocarburos contaminantes, los cuales son de
dificil degradabilidad. No obstante, se detect6 en
el agua de lavado de suelo contaminado la
presencia de material no biodegradable asociado
a una DQO remanente de 240 mg/L, para la cual
el tratamiento bioldgico no resulté efectivo y que
deberd  ser  removido por  métodos
fisicoquimicos, para poder descargar el agua
tratada.
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