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Evaluation of surfactant-solvent mixtures for bioremediation of contaminated soil.

Abstract

Among various technologies for the remediation of contaminated soils with diesel, bioremediation and soil
washing emerges as effective alternatives, in both treatments can be applied surfactants. These surfactants can
act in synergy with other substances, which is demonstrated through of surface tension analyses. Individual
surfactants and formulations were assayed, in order to find the ideal mixture. Once it was chosen the effect of
a surfactant-solvent mixture was studied. Two treatments were evaluated in a soil contaminated with diesel at
a concentration of 5,950 mg kg™ of total petroleum hydrocarbons, the first treatment corresponds to soil
washing and the second was a biological treatment. The best results were obtained with mixture Tween 80
with D-Limonene with the highest concentration studied (10,000 mg kg™) for soil washing, achieving 80% of
removal. However, for bioremediation better results were obtained with the lowest doses tried (2 mg kg)
with a 78.6% of removal for 50 days. When mixtures of surfactants were used (or added) in soil washing and
bioremediation an increase of 60 and 25% of removal was achieved respectively, in comparison without.
Therefore, results obtained in this study permit to argue that desorption and removal is improved in both
systems. In addition there was a better efficiency by removing the oil by soil washing and facilitated the
solubility and bioavailability of petroleum compounds in the case of biological treatment.
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Resumen

Entre las diferentes tecnologias para la remediacién de suelos contaminados con diesel, la biorremediacién y
el lavado de suelo emergen como alternativas efectivas. En ambos tratamientos es posible aplicar surfactantes,
los cuales pueden presentar sinergias con otras sustancias, como lo demuestra el analisis de la tensién
superficial.

Se realiz6 una seleccién de formulaciones y surfactantes individuales, con la finalidad de encontrar la mezcla
ideal para los experimentos, una vez escogidas estas, se estudio el efecto de la mezcla surfactante-solvente,
compuesta por una solucion del surfactante no iénico (Tween 80 o Surfacpol 906), més el solvente natural D-
Limoneno. Se evaluaron dos tratamientos en un suelo contaminado con diesel a una concentracion de 5,950
mg kg™ de hidrocarburos totales de petréleo, el primer tratamiento corresponde a un lavado de suelo y el
segundo tratamiento fue de tipo bioldgico. Los mejores resultados se obtuvieron con la mezcla Tween 80 con
D-Limoneno, con la dosis mas alta (10,000 mg kg™) para el caso del lavado de suelo, logrando una remocién
del 80%, mientras que en la biorremediacion, la mayor remocién se alcanzé con la dosis més baja (2 mg kg™)
con 78.6% durante 50 dias. Se obtuvo un incremento en el lavado del suelo y biorremediacion del 60 y 25%
respectivamente, agregando la mezcla de surfactantes en contraste de no hacerlo. Estos resultados permiten
argumentar que puede existir una mejora en la desorcion y remocion entre ambos tratamientos. Al final, se
observé una mejor eficiencia al remover el hidrocarburo por lavado de suelo y se facilitd la solubilidad y la
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biodisponibilidad de los compuestos del petrdleo para el caso del tratamiento bioldgico.

Palabras clave: mezcla de surfactantes, lavado de suelo, D-limoneno, cinética.

Introduccion

El petrdleo y sus derivados asi como otros
combustibles fésiles son la principal fuente de
energia para las actividades humanas (Raiger-
lustman y Loépez, 2009). El uso masivo y la
transportacion del petroleo y sus derivados,
ocasionan frecuentes derrames, por lo que la
contaminacion por hidrocarburos es una de las
principales causas de destruccion de los ecosistemas
edéaficos, ya que el uso masivo y el transporte, hace
que los derrames de hidrocarburos sean cada vez
mas frecuentes (Fontarbel, 2004). El diesel es de los
combustibles més usados en la actualidad, tiene una
composicion constituida por 31.0% aromaéticos,
64.1% parafinas y 4.9% olefinas (Tat y Gerpen,
2000), lo cual lo hace més dificil de tratar que la
gasolina o el gasoil. Esto puede ser debido a su alta
viscosidad, baja movilidad, baja volatilidad y baja
biodegradabilidad. Ademas contiene compuestos
mas recalcitrantes por lo tanto, los suelos
contaminados con diesel se han considerado como
un problema en el medioambiente (Fontarbel,
2004).

Los tratamientos fisicoquimicos y biol6gicos
permiten la recuperacion de sitios contaminados.
Existe una amplia gama de tecnologias de
remediacion de  suelos  contaminados, la
biorremediacién representa una de las técnicas mas
usadas (Johnsena et al., 2005), ya que no producen
agresiones en el entorno. Sin embargo la dimension
de la contaminacion, la complejidad o toxicidad del
contaminante y el tiempo requerido para el
desarrollo del proceso de descontaminacién no la
hacen adecuada en todos los casos (Lobo, 2002). En
cuanto a los tratamientos fisicoquimicos, el lavado
de suelo es una de las técnicas mas utilizadas.

Tanto en los tratamientos fisicoquimicos como en
los bioldgicos se pueden emplear surfactantes. Los
surfactantes catiénicos no son adecuados en la
remediacién debido a su toxicidad, igualmente los
anionicos no son recomendables debido a que
pueden formar precipitados con cationes y por lo
tanto causan una reduccién de la conductividad
hidraulica del suelo mediante el bloqueo de los
poros (Sun et al., 1995; Lee et al., 2005). Los no
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i6nicos suelen tener menor toxicidad, mayor
biodegradabilidad y aplican a valores bajos de
concentracion micelar critica (CMC), por lo tanto
son los mas recomendados para mejorar la
eficiencia de remocion, sea mediante lavado o por
biorremediacion (Chu, 2003). Para el lavado de
suelo se agrega el surfactante con el objeto de
trasladar el contaminante de una fase sélida a un
medio acuoso empleando la propiedad mas
importante del surfactante que es su capacidad de
adsorberse en interfases (Rivas y Gutiérrez, 1999),
mientras en el caso de la biorremediacion el
surfactante puede mejorar la biodegradacion,
aumentando la solubilidad y la biodisponibilidad del
hidrocarburo a los microorganismos degradadores
(Singh et al., 2007). Urum et al. (2004), sefialan que
la remocion del hidrocarburo es atribuido a la
reduccion de las tensiones de superficie e interfase
ocurrido por el aumento de movilidad, originando
una reduccion de las fuerzas capilares del suelo y de
hidrocarburo, por lo que la tensién superficial es un
pardmetro a tener en cuenta para evaluar la
remocion del contaminante. El valor del balance
lipofilico-hidrofilico (HLB por sus siglas en ingles),
es un parametro empirico que describe la
contribucion relativa de la fraccién hidrofilica con
el peso de la molécula de surfactante; este valor
también tiene una relacién directa con la tension
superficial (Torres y Zamora 2002). Los
surfactantes pueden mejorar la eficiencia de
remocion si se mezclan con otras sustancias que
ocasionen sinergias. En el presente trabajo se
describe y analiza la remocién de hidrocarburos en
suelos aplicando mezclas de surfactante-solvente
tanto para el lavado de suelo como para la
biorremediacion.

Material y Métodos

Caracterizacion del suelo

Las muestras de suelo fueron tomadas de los
alrededores de una terminal de almacenamiento y
distribucion de petréleo de la region de Cd.
Obreg6n, Sonora. Las muestras, fueron secadas a
temperatura ambiente y a la sombra, con la finalidad
de reducir la humedad logrando con esto, un factor
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constante en todas las  determinaciones
experimentales. Una vez secado el suelo, se moli6
en mortero y se cribd en un tamiz de malla 10
(apertura de 2 mm), se verifico que el suelo no
tuviera HTP, posteriormente se contamind con
5,950 mg kg™ de diesel, se homogeneizé la muestra
en toda la matriz de suelo y se dej6 en reposo por
siete dias para favorecer el equilibrio entre los
hidrocarburos 'y las particulas del suelo.
Posteriormente se taparon las muestras colocando
una pelicula plastica para evitar volatilizacion y
contaminacién, se le agregd una contratapa
elaborada con pléstico y se conservaron a
temperatura ambiente. Se analiz6 el suelo para
definir sus caracteristicas fisicas y quimicas
mediante la determinacion de los siguientes
parametros y métodos: el andlisis de textura se
realizé con el método del hidrometro de Bouyoucos
(Bouyoucos, 1962.), el pH (ASTM D4972-89,
determinacion potenciométrica del suelo en agua a
una relacion 2.5:1) y materia organica con el
método de Walkley-Black (Allison, 1965).

Obtencion de la mezcla de surfactantes maés
apropiada para la remediacion

Se estudiaron 10 surfactantes y ocho mezclas (Tabla
1) con la finalidad de determinar la mezcla o
surfactante méas apropiado para los experimentos de
lavado y biorremediacion de suelo. En todos los
casos se aplicé una sola dosis. Para el lavado fue de
10,000 mg kg™ y para la biorremediacion se le
agregd una concentracion de 2 mg kg™'. Una vez

identificada la mezcla elegida con base en los
resultados, se aplicaron tres dosis para ambos
tratamientos, de acuerdo a lo recomendado por
Lopez et al. (2004), y Torres et al. (2004), (lavado
de suelo y biorremediacién).

Evaluacidn de la mejor dosis del lavado de suelo

En esta etapa se analizaron tres dosis de las mezclas
seleccionadas, se siguid la técnica propuesta por
Ldpez et al. (2004), e Iturbe et al. (2008). Las
pruebas se realizaron en recipientes de 600 ml, en
las cuales se pusieron 60 g de suelo contaminado, se
adicionaron 200 ml de agua. Las dosis estudiadas de
mezcla surfactante-solvente en esta prueba fueron
de 0.1, 0.5 y 1% (peso de surfactante/peso del suelo
contaminado) equivalente a 1,000, 5,000 y 10,000
mg kg™, respectivamente. Los recipientes fueron
puestos en un agitador rotatorio a 150 r.p.m. por 24
h, después de este periodo se dejaron sedimentar
para retirar el sobrenadante y la muestra de suelo
fue secada a temperatura ambiente. A las muestras
secas se les determind la concentracion final de
hidrocarburos totales de petréleo (HTP) por
extraccion Soxhlet de acuerdo con la norma
mexicana vigente (NMX-AA-134-SCFI-2006), la
remocidn de hidrocarburos se calculé mediante la
ecuacion 1.

[HTP; - HTpf] 00 M
i T VN
Donde 1, es la eficiencia de remocién de HTPs, en

%, HTPi es la concentracién inicial de

Tabla 1. Caracteristicas de los surfactantes, solventes y mezclas que se aplicaron.

Surfactante Tipo Caracteristicas Masa molar
(g/mol)
Tween 20 no iénico Monolaurato de Sorbitan Etox 1227.52
“Tween 60 no iénico Monoestearato de Sorbitan Etox 1311.68
Tween 80 no iénico Monooleato de Sorbitan Etox 1308
Tween 85 no iénico Trioleato de Sorbitan Etox NR
2Surfacpol 906 no iénico Nonilfenol Etoxilado 483
®Arlatone T no iénico Eter con D-glucitol NR
3Butil Carbitol solvente Monobutil eter dietilenglicol 162.23
3Butil Cellosolve solvente 2-Butoxietianol 118.2
*Monoetilenglicol  solvente Glicol de etileno-Anticongelante 62.06
®D-Limoneno solvente Terpeno citrico 136.24
*Mezcla 1 mezcla Tween85-Tween60-Arlatone T NR
“Mezcla 2 mezcla Tween20-Tween85-Arlatone T NR
*Mezcla 3 mezcla D-Limoneno-Butil Carbitol NR
“Mezcla 4 mezcla Tween80-Monoetilenglicol NR
*Mezcla 5 mezcla Surfacpol-Butyl Cellosolve NR
*Mezcla 6 mezcla D-Limoneno-Tween80 NR
*Mezcla 7 mezcla D-Limoneno-Butil Cellosolve NR
*Mezcla 8 mezcla D-Limoneno-Surfacpol NR

*Lee et al. (2005), *Torres et al. (2003), ]IPCS (1994), “Riley (2000), *Matta (1985) NR: No Reportado

102



Riojas-Gonzalez et al. / Revista Latinoamericana de Recursos Naturales 6 (2): 100-109, 2010

hidrocarburos totales de petrdleo en el suelo, base
seca (mg kg™), HTPf es la concentracién final de
hidrocarburos totales de petréleo en el suelo,
después del tratamiento en lote, base seca (mg kg™).

Analisis de la tension superficial

El andlisis de la tension superficial de los
surfactantes elegidos, se realizé con un tensiémetro
manual Fisher (USA). Los promedios de 2
mediciones se evaluaron diluyéndose en agua
destilada para los surfactantes y para las mezclas
surfactante-solvente (mezcla de surfactantes con D-
Limoneno), se prepararon en tres concentraciones
1%, 05% y 0.1% (v/v) y se evaluaron por
duplicado.

Evaluacion del comportamiento cinético durante el
proceso de la biorremediacion.

En esta etapa el experimento se llevd a cabo en
columnas compuestas por cloruro de polivinilo
(PVC) de 10 cm de altura y un didmetro de 5 cm, en
un disefio tipo Raimbault (Raimbault y Alazard,
1980) (fermentador en medio sélido para controlar
la humedad y aireacion) con capacidad de
almacenar hasta 40 g de suelo por columna (Figura
1). 30 g de suelo contaminado fueron agregados a
cada columna, se adiciond solucién mineral de
Rennie modificado (Tabla 2), se mantuvo una
velocidad de aireacion de 1 VVM (volumen de
aire/volumen de liquido-minuto) y la humedad fue
entre 30y 70%.

Tabla 2. Componentes de la solucién mineral de Rennie.

Componentes Concentracion (g I'Y)
KoHPO, 15

KH,PO,4 15

NHiNO; 2.0

MgSO, .7H.0 05

NaCl 0.5

FeSO, + EDTA 1ml

Las pruebas consistieron en determinar la eficiencia
de la biorremediacion durante 50 dias aplicando
mezclas de surfactantes al suelo contaminado, las
dosis empleadas fueron de 2, 5y 10 mg kg™. Se
realiz6 el experimento con dos tipos de mezclas de
surfactantes y también se trabajé en columnas sin
surfactante. La toma de muestras fue de tipo
muestreo destructivo y se tomaron muestras por
cada 10 dias.

Determinacién de la remocion y cuenta en placa

La determinacién de los hidrocarburos totales de
petroleo se realizd por medio de la extraccion por
Soxhlet de acuerdo con la norma mexicana vigente
(NMX-AA-134-SCFI-2006). La determinacion de
la poblacion de bacterias heterdtrofas se realizé por
cuenta en placa de acuerdo con las normas
mexicanas vigentes (NOM-110-SSA1-1994 vy
NOM-092-SSA1-1994).

Cinética de biodegradacion
El modelo del proceso bioldgico se simuld a partir
de la reaccion cinética de primer orden:

C=Cyexp (-kt)
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Figura 1. Disefio de columnas tipo Raimbault que se emplearon en el tratamiento bioldgico.
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Donde:

C = concentracion de diesel a un tiempo t.
Co= Concentracién inicial de diesel,
t=tiempo de residencia.

k = constante cinética de biodegradacion.

Tratamiento estadistico de los resultados

En todos los casos una vez que fue verificado el
cumplimiento de la distribucién normal de los datos
de remocion de hidrocarburos mediante la prueba de
Shapiro Wilk y la homogeneidad de varianzas por el
método de Bartlett cumplidos estos dos supuestos,
se realiz6 un andlisis de varianza con un disefio de
estructura bifactorial para determinar la relacion
entre las variables a través del tiempo y la prueba de
comparacion de medias por rangos multiples de
Duncan. Los experimentos se llevaron a cabo por
triplicado, los testigos y la tensién superficial se
llevaron a cabo por duplicado. Para la evaluacién de
los datos fueron procesados con el programa
estadistico Infostat, version 1.1.

Resultados y discusion

Caracterizacion del suelo

El suelo de estudio tiene una textura franco arcillo-
arenoso, con predominancia de arenas (arena
71.96%, limo 0.52% vy arcilla 27.52%), esta
composicién puede ser un indicativo de que el
proceso de biorremediacion es viable (Gaceta
Oficial, 1998), con buena permeabilidad y bien
estructurado, con pH ligeramente alcalino (pH de

8.67) y contenidos bajos de materia organica
(1.01%) y con ello, bajos contenidos de N y P. Cabe
sefialar que las variaciones que puedan tener por lo
general las particulas de suelo (textura) y pH
durante un derrame de hidrocarburos son minimas,
no ocurriendo del mismo modo en presencia de la
materia organica (Martinez y L6pez, 2001).
Identificacion de las mezclas de surfactantes
elegidas

Se eligieron dos mezclas de surfactantes con
solvente con base en los mejores porcentajes de
remocion (Tabla 3), los cuales se utilizaron para el
lavado y biorremediacién. De acuerdo con dichos
resultados se decidié aplicar; Tween 80 (Croda,
México), y Surfacpol 906 (Polaquimia, México). A
cada surfactante se le adicioné con D-Limoneno
(Industrias Sikita, México), en una proporcion del
50% (v/v).

Evaluacidn de la mejor dosis del lavado de suelo

Los dos tipos de mezclas de surfactantes
removieron el diesel: En los resultados del lavado
hay evidencias estadisticas para aceptar el supuesto
de distribucion normal (P<0.05). Estos resultados
demuestran claramente la eficiencia de la mezcla de
Tween 80 con D-Limoneno con su dosis mas alta,
como puede observarse en la figura 2. Al realizar el
analisis de varianza, se obtuvieron diferencias
altamente significativas (P<0.001), entre las
variables de clasificacion (mezclas de surfactantes y
dosis), con relacion a su variable dependiente que

Tabla 3. Resultados de los dos tratamientos realizados en el suelo contaminado con diesel.

Lavado de suelo

Biorremediacion

Surfactante % remocion % remocion
Dosis 10,000 mg kg™ Dosis 2 mg kg™
Mezcla 6 80.35 78.15
Mezcla 8 61.33 68.85
Surfacpol 63.85 60.40
Tween 85 48.45 61.40
Mezcla 7 72.7 51.95
Tween 80 62.05 52.25
Tween 20 66.7 53.40
Mezcla 2 59.0 50.90
Tween 60 57.3 50.35
Butil Carbitol 40.45 45.35
Mezcla 3 57.6 42.70
Mezcla 1 58.5 42.35
Monoetilenglicol 53.2 30.20
Mezcla 5 48.95 26.10
D-Limoneno 46.5 25.00
Mezcla 4 42.3 24.65
Arlatone T 64.65 18.50
Butil Cellosolve 36.6 18.40
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fue la remocién de HTP. Segln la prueba de
comparacion de medias de rangos mdltiples de
Duncan dichos valores difieren significativamente
(P<0.05), con el resto de los tratamientos. El
tratamiento mezcla Tween 80 con D-Limoneno en
su dosis de 10,000 mg kg™ presenté una remocién
del 80%:; en las dosis de 5,000 y 1,000 mg kg™
tuvieron un porcentaje de remocién del 58 y 39%
respectivamente. Para el caso de la mezcla
Surfacpol 906 con D-Limoneno, se tuvieron
remociones bajas, en las dosis de 10,000, 5,000 y
1,000 mg kg® su porcentaje de remocién fue del
61.2, 445 y 36.5% respectivamente. También se
realizé el lavado de suelo sin surfactantes, es decir
se realizaron lavados con agua solamente, y estas
obtuvieron una remocién del 20%. Estos resultados
nos indican que el Tween 80 tuvo una mejor
sinergia con el D-Limoneno que el Surfacpol 906.
Cuando se realizaron los lavados de suelo con los
surfactantes individuales, el resultado con el Tween
80 individual obtuvo una remocion del 62%.
Resultado similar fue reportado por Lopez et al.
(2004), cuando evaluaron la remocion mas alta de
distintos surfactantes (con dosis del 0.1%) al
realizar el lavado de suelo, el mejor resultado
loencontré con el Tween 80 con un 69.4%, seguido
por el Surfacpol 906 con 53.53% vy finalmente el
SDS con 45.86%.

Kang et al. (2010), reportaron que los surfactantes
con un mayor HLB (Balance Lipofilico-Hidrofilico)
como es el caso de las series de Tweens (Tween 80,
Tween 60 y Tween 20), dan lugar a una mayor
solubilidad. La solubilidad y el HLB estan
relacionados con la estructura del surfactante y
finalmente concluyeron que los surfactantes de

HLB 5-15 se consideran adecuados para la
solubilizacion de hidrocarburos en el suelo.

El Tween 80 fue el surfactante que mejor removié
los HTP del suelo contaminado y mejord
considerablemente cuando se mezclé con el D-
Limoneno del 62 al 80% en una dosis especifica
(10,000 mg kg™). Cabe sefialar que la dosis alta
obtuvo la mejor remocidén y esto se puede deber a
que de alguna manera se diluye con el solvente (D-
Limoneno). Estos resultados se pueden explicar
probablemente por dos razones mas: 1. La posible
sinergia que pueda existir entre la molécula del D-
Limoneno y la micela del surfactante ocasionando
una ampliacion del tamafio en el nacleo y con un
avance en la capacidad de separacion del
contaminante por las micelas, 2. Por la relacién del
HLB y tension superficial donde el Tween 80
obtuvo valores superiores al Surfacpol y se
acrecent6 con la ayuda del D-Limoneno.

Analisis de la tensién superficial de las mezclas
escogidas

La tension superficial para el Tween 80 con las
dosis de 0.1%, 0.5% y 1%, fueron de 48.33, 41 y
42.1 dinas cm™ respectivamente, esto nos indica que
a menor dosis mayor tension superficial. En el caso
del Surfacpol con las dosis 0.1%, 0.5% y 1%, los
valores obtenidos fueron de 32, 31.25 y 315
dinas/cm respectivamente, se puede observar que su
variacién es minima en cuanto a la dosis con la
tensién superficial. Torres y Zamora (2002),
reportan que existe una relacion directa entre la
tension superficial y los valores de HLB, es decir a
mayor HLB, mayor tension superficial. Por lo tanto
se puede apreciar que el Tween 80 con un valor de
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Porcentaje de remocion
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5,000mg/kg

Dosis del Lavado

B Tween 80 con
D-Limoneno

m Surfacpol con
D-Limoneno

1,000mg/kg

Figura 2. Porcentajes de remocion de HTP mediante el lavado de suelo, con las mezclas elegidas y sus tres dosis.
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15 HLB tiene una tension superficial mayor
comparandolo con el Surfacpol que tiene un valor
de 11 HLB. Youssef et al. (2007), reportan que para
superar las fuerzas capilares que atrapan al
hidrocarburo de un suelo contaminado, se requiere
de la reduccién de la tension interfacial, con un
rango bajo (0.1 dinas cm™) se puede lograr una
remocion del compuesto orgéanico hidrofébico
(hidrocarburo). La movilizacién del hidrocarburo se
logra en concentraciones de surfactantes inferiores a
la concentracion micelar critica (CMC). Se midid la
tension superficial de las mezclas de surfactantes,
encontrando que la mezcla de Tween 80 con D-
Limoneno en dosis de 0.1, 0.5 y 1% se obtuvieron
valores de 39, 365 y 335 dinas cm®
respectivamente. En el caso de la mezcla de
Surfacpol con D-Limoneno en dosis de 0.1, 0.5 y
1%, se obtuvieron valores de 31.1 dinas cm™, 29.8
dinas cm™ y 29.55 dinas cm™. En ambas mezclas se
observa que a menor concentracion mayor tension
superficial y que la variacion de la dosis es minima
cuando se tiene presencia del surfactante no iénico
Surfacpol, a diferencia de lo que ocurre si se trata
del Tween 80 en mezcla o de manera individual.

Evaluacién del comportamiento cinético durante el
proceso de la biorremediacion.

En los resultados de la biorremediacion hay
evidencias estadisticas para aceptar el supuesto de
distribucion normal (P<0.05) y homogeneidad de
varianzas. Estos resultados (Figura 3) muestran un
porcentaje de remocion para la mezcla de Tween 80
con D-Limoneno en sus tres dosis 2, 5y 10 mg kg™,
tuvieron los valores de 78.6, 595 y 77.2%

respectivamente. Esto indica que la dosis mas
eficiente en la degradacion del diesel se encontré en
la dosis mas baja, similar resultado reporta Torres et
al. (2004), al demostrar que con una dosis de 2 mg

kg' de surfactante es suficiente para la
biodegradacién del suelo contaminado con
hidrocarburos. En el caso del porcentaje de

remocion para la mezcla de Surfacpol 906 con D-
Limoneno con sus tres dosis 2, 5y 10 mg kg™ los
valores obtenidos fueron 67.1, 60.6 y 66.5%
respectivamente, siendo estos porcentajes de
remocién menores comparados con la mezcla de
Tween 80 con D-Limoneno. Al realizar el anélisis
de varianza de estructura bifactorial, se obtuvieron
diferencias altamente significativas (P<0.001).
Segln la prueba de comparacion de medias de
rangos multiples de Duncan dichos valores difieren
significativamente (P<0.05) por lo tanto, esto
sugiere el rechazo de la hipoétesis de igualdad de
medias de tratamientos, es decir existen diferencias
estadisticamente significativas entre los tipos de
mezclas con sus respectivas dosis y la variable
respuesta que siempre se evalué como la remocién
del hidrocarburo.

En el andlisis cinético de la biodegradacion de HTP,
donde k (constante de velocidad especifica de
degradacién), se obtiene de la pendiente de la curva
de los datos experimentales, los resultados muestran
que al emplear la mezcla de Tween 80 con D-
Limoneno se obtuvieron valores de k para las dosis
de 2, 5y 10 mg kg™, valores de 0.025d-1. 0.018 y
0.024 d™*, respectivamente.

En el caso de la mezcla del Surfacpol con D-
Limoneno, para las dosis de 2, 5y 10 mg kg los
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Figura 3. Porcentajes de remocion de HTP en la biorremediacion, con las dos mezclas y sus tres dosis

106



Riojas-Gonzalez et al. / Revista Latinoamericana de Recursos Naturales 6 (2): 100-109, 2010

valores obtenidos de k fueron de 0.018, 0.016, 0.019
d* respectivamente. Se aprecia que en los primeros
10 dias la pendiente de la degradacion fue mas
pronunciada en la mayoria de los tratamientos; esto
es debido probablemente a que inicialmente ocurre
la degradacién de las fracciones menos complejas, y
mas faciles de degradar, y posteriormente ocurre la
degradacién de las fracciones mas recalcitrantes.

El valor de R? para la mezcla de Tween 80 con D-
Limoneno con las dosis de 2, 5y 10 mg kg™ cuyos
valores fueron de 0.796, 0.862 y 0.862
respectivamente. En el caso de la mezcla de
Surfacpol con D-Limoneno con las dosis de 2, 5y
10 mg kg™ presenta un R? de 0.812, 0.878, 0.936
respectivamente. Cardona y lturbe (2003), reportan
constantes cinéticas en biotratamientos
(concentracion inicial 28,500 mg kg™ de HTP), con
nutrientes y sin nutrientes en un rango de 0.011d™
hasta 0.04 d™*. Esto es similar con lo reportado en
otros estudios (Marquez-Rocha, 2001; Yang, 2000),
donde evaluaron las constantes de velocidad en
presencia de nutrientes (0.04 d™), encontrando los
valores similares a los publicados por otros
investigadores para la biodegradacion del diesel
(Jackson et al., 1994).

Las constantes cinéticas de los experimentos son
ligeramente mas bajas que las reportadas por otros
autores, esto puede deberse a la baja concentracion
inicial del diesel en el suelo contaminado, a la falta
de nutrientes, y posiblemente a la falta de indculo
de microorganismos degradadores de petréleo o
diesel. En este estudio la concentracion inicial fue
de 5950 mg kg®, se puede considerar baja,
comparada con las concentraciones iniciales de
varios autores que reportan desde 20,000 hasta méas
de 80,000 mg kg™. En cuanto a nutrientes, en el
presente estudio s6lo se adiciond el medio mineral
de Rennie. Por otro lado en cuanto a la poblacion
microbiana, sélo se considero la contenida de
manera natural en el suelo. A modo de comparacion
(testigo) se realizo el tratamiento de bioestimulacion
(aireacién 'y nutrientes), bajo las mismas
condiciones que los experimentos anteriores solo
que en esta ocasion no se le agregaron surfactantes;
el resultado dio un porcentaje de remocién del
53.4%, obteniendo un incremento al agregar
mezclas de Tween 80 con D-Limoneno y Surfacpol
con D-Limoneno del 25 y 14% respectivamente, por
lo tanto puede decirse que las eficiencias de
remocion estan en la secuencia mezcla Tween 80
con D-Limoneno>mezcla Surfacpol con D-
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Limoneno>sin mezcla. En los tratamientos asistidos
con surfactantes y sin ellos, presentan una
diferencia mayor en bajas concentraciones, lo cual
ratifica la necesidad del suministro de agentes de
superficie esenciales para lograr una adecuada
biodisponibilidad (Tsai et al., 2009). Del mismo
modo, Helmy et al. (2009), reporta una mejora en la
biodegradacién después de 105 dias de tratamiento
(concentracién inicial 10,000 mg kg™ de HAP), la
cual obtuvo una eficiencia inicial de 63.8% y esta
eficiencia de remocién la mejord adicionando
surfactantes (Tween80), hasta el 90.9% en el mismo
tiempo. El autor lo atribuye a que el surfactante
aumenta la superficie de contacto del agua con el
sustrato hidrofébico insoluble y el aumento de la
biodisponibilidad tanto del agua como de las
sustancias insolubles, los surfactantes afectan al
proceso de biodegradacion aumentando la
solubilidad 'y  dispersion de  compuestos
hidrofébicos.

La aplicacion de la mezcla de surfactantes (Tween
80/Surfacpol/D-Limoneno), obtuvieron una
biorremediaciébn mayor que los surfactantes
individuales; esto se puede deber a que el D-
Limoneno puede ayudar a la remocién,
biodisponibilidad, y actuar como un sustrato de
crecimiento de los microorganismos degradadores
de hidrocarburos. También se tienen reportes que el
D-Limoneno ha sido de interés en formulaciones de
productos de limpieza en superficie dura,
remediacion medioambiental y aplicaciones de
biodiesel (Lif y Holmberg, 2006; Nguyen vy
Sabatini, 2009). Los microorganismos autoctonos
mesofilos del suelo contaminado durante el
biotratamiento obtuvieron una disminucién de su
densidad poblacional a medida que avanzé el
ensayo (Figura 4), y fue mas significativa en los
primeros dias del tratamiento de 130x10° UFC g*,
que tenfa el suelo, hasta 58, 88 y 84 x10° UFC g™
en la mezcla Tween 80 con D-Limoneno para las
dosis 10, 5, 2 mg kg™ respectivamente. En el caso
de la mezcla Surfacpol con D-Limoneno disminuy6
a 129, 49, y 59x10° UFC g™ en las dosis 10, 5, 2 mg
kg' respectivamente (Figura 4). Lo anterior
posiblemente debido al impacto de la mezcla del
surfactante y al agotamiento progresivo de la fuente
de carbono (diesel). Después de la reduccién en su
densidad poblacional se observa ligeramente una
recuperacion de su crecimiento a los 50 dias del
tratamiento, y con esto un aumento de la densidad
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Figura 4. Efecto del comportamiento microbiano sobre las concentraciones de las mezclas Tween 80/D-Limoneno y
Surfacpol/D-Limoneno en el suelo contaminado con diesel.

poblacional de 89, 95, y 98 x10°> UFC g* en la
mezcla Tween 80 con D-Limoneno para las dosis
10, 5, 2 mg kg™ respectivamente; en el caso de la
mezcla Surfacpol con D-Limoneno tuvo 142, 63, y
67 x10° UFC g™ para la dosis 10, 5, 2 mg kg™,

La concentracion inicial en la contaminacion del
diesel en el suelo fue de 5,950 mg kg™, después de
la biorremediacion de las dos mezclas, los mejores
resultados de degradacion se obtuvieron con las
dosis mas bajas (2 mg kg), donde la mezcla Tween
80 con D-Limoneno (78.6% de remocién), pudo
reducir la concentracion de la contaminacion inicial
en el suelo y llegar a 1,060 mg kg™. En el caso de la
mezcla Surfacpol con D-Limoneno (67.1% de
remocion), se pudo alcanzar una remediacion de
1,631 mg kg™ de hidrocarburos totales de petréleo.
De acuerdo con los limites permisibles para
hidrocarburos de la norma mexicana vigente
(NOM-EM-138-ECOL-2002), establece que la
concentracion maxima permitida de diesel en zona
industrial es de 2,000 mg kg™, por lo que este
tratamiento de biorremediacion cumple con la
normativa vigente.

Conclusiones

Se comprob6 que el adicionar surfactantes a los
tratamientos de  remediacion de  suelos
contaminados con diesel ayudan a mejorar las
eficiencias del tratamiento y se pudo demostrar que
la desorcidn y la remocion del hidrocarburo facilita
el tratamiento fisicoquimico y bioldgico, siendo este

108

altimo eficiente a dosis muy bajas (2 mg kg*),
logrando con ello una mejor biodisponiblidad y
logrando una biodegradacion por parte de los
microorganismos autoctonos del suelo.
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