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RESUMEN

Existen varias tecnologias de biorremediacion para recuperar los suelos contaminados con hidrocarburos del petréleo
a consecuencia de la actividad petrolera. La biolabranza es una tecnologia de limpieza de uso frecuente. Sin embargo,
cuando no es factible se recurre a tecnologias emergentes, tales como el compostaje en biopilas. En este documento
se describen las bases del proceso de compostaje en biopilas y se revisan a detalle las condiciones que favorecen
su funcionamiento en la recuperacion de suelos contaminados con hidrocarburos del petroleo. Ademas, se enlistan
ventajas sobre otras tecnologias de biorremediacion y destacan caracteristicas que la hacen una tecnologia cada vez mas
aplicada. Por ultimo, se revisan las variantes mas modernas de esta tecnologia, las cuales incluyen el conteo periddico de

grupos funcionales de microorganismos por métodos moleculares de expresion génica.
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ABSTRACT

There are several bioremediation technologies used to recover soils contaminated with petroleum hydrocarbons as
consequence of oil production. Landfarming is a cleaning technology of frequent use. However, when it is not feasible,
emerging technologies can be used, such as composting in bio-piles. In this document, the bases of the composting
process in bio-piles are described, as well as the conditions that favor their functioning in the recuperation of soils
contaminated with petroleum hydrocarbons. In addition, the advantages over other bioremediation technologies are
presented, and the characteristics which make a technology become increasingly implemented are highlighted, which

include the periodic counting of functional groups of mechanisms through molecular methods of genetic expression.
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INTRODUCCION
a contaminacion del aire,
el suelo y el agua con hi-
drocarburos del petroleo es
usual en Meéxico, que basa
gran parte de su economia en los
recursos economicos generados
por el petroleo y sus derivados (Fe-
rrera-Cerrato et al, 2006). Como
consecuencia de la actividad pe-
trolera (extraccion, conduccion,
refinamiento y transporte), mu-
chas zonas del sureste y noreste
de Meéxico presentan contamina-
cion de los suelos con hidrocar-
buros del petroleo, ya sea crudo
u otros, con concentraciones su-
periores a los limites permisibles
(NOM-EM-138-ECOL-2002). Para
mantener y recuperar la fertilidad
edafica de los suelos contamina-
dos se implementan tecnologias
fisicas y quimicas costosas y agre-
sivas con el ambiente (Ball et al,
2012). En contraste, la biorreme-
diacion es mas barata y ecologi-
camente amigable, y dentro de las
tecnologias de biorremediacion
recomendadas para nuestro pais
esta el compostaje en biopilas, el
cual se basa en la mezcla de suelo
contaminado con materiales que
mejoran las caracteristicas fisicasy
la adicion de nutrimentos para fa-
vorecer la accion degradadora de
los microorganismos nativos (Ma
et al,, 2015) o introducidos (Fan et
al., 2014). Esta tecnologia permite
controlar al maximo los factores
que determinan la accion de los
microorganismos degradadores,
como pH, humedad, aireacion y
equilibrio nutrimental; con esto se
favorece la transformacion micro-
biana de los contaminantes (Rojas-
Avelizapa et al, 2007). La primera
bacteria degradadora de hidrocar-
buros fue descrita hace mas de un
siglo, y en la actualidad se han ais-
lado e identificado (Yakimov et al.,

Suelos contaminados con hidrocarburos de petroleo

2007) 200 geéneros de bacterias, cianobacterias, algas y hongos incluidos
en mas de 500 especies.

Tecnologias de biorremediaciéon

Se han aplicado con éxito diferentes tecnologias de limpieza de suelos
contaminados con hidrocarburos del petroleo, utilizando seres vivos: mi-
croorganismos y plantas (Ferrera-Cerrato et al,, 2006). En las tecnologias
de biorremediacion es factible inocular microorganismos externos con
capacidad para degradar hidrocarburos (bioaumentacion) y favorecer los
procesos de recuperacion edafica (Ramirez-Elias et al,, 2014). Las tecno-
logias ex situ, es decir, aquellas en las que el suelo contaminado se extrae
de su lugar de origen y se transporta a los lugares donde sera establecido
el sistema de limpieza, han sido ampliamente utilizados (Lin et al,, 2012).
En anos recientes se establecieron tecnologias in situ, las cuales se carac-
terizan porque la limpieza se realiza en el lugar del derrame. Entre las tec-
nologias ex situ utilizadas con mayor frecuencia se encuentran: 1) Reme-
diacion en fase de lodo, la cual se caracteriza por agregar agua al suelo
contaminado para separar los contaminantes hidrofobicos y favorecer la
degradacion de los hidrocarburos. 2) Biorremediacion en camas de trata-
miento, en las cuales se agregan nutrimentos a camas de alrededor de 1
m de altura y se mezcla continuamente de manera mecanica hasta que la
actividad microbiana reduzca los niveles del contaminante al minimo. 3)
Biolabranza o landfarming, en la que el suelo contaminado se distribuye
en un terreno agricola limpio, se agregan nutrimentos y se realizan las
actividades de labranza tradicionales que favoreceran la trasformacion de
los contaminantes. 4) Biopilas, las cuales se describiran detalladamente a
continuacion (Lin et al.,, 2012; Volke-Sepulveda y Velasco, 2003).

Compostaje en biopilas, una alternativa a la biolabranza

La tecnologia denominada biolabranza es ampliamente usada por su bajo
costo, manejo sencillo, bajo consumo de energia y posibilidad de tratar
grandes volumenes de suelo in situ. Esta tecnologia aprovecha la capa-
cidad de los microorganismos del suelo para degradar los contaminan-
tes, en especial aquellos aerobicos (Frutos et al,, 2012). Este método varia
en diseflo; No obstante, se caracteriza por una cavidad de contencion y
manejo del material contaminado a procesar. Se usa maquinaria y acti-
vidades de labranza similares a las que se realizan en cultivos agricolas
(Figura 1). Con este proceso de biorremediacion los principales fenome-
nos involucrados en la desaparicion de los contaminantes del suelo son
la evaporacion de compuestos volatiles y la lixiviacion de compuestos
solubles (Bhattacharyya y Shekdar, 2003; Butt et al., 2008). Se realizan ac-
tividades de labranza periddicas que favorecen la aireacion del material y
la degradacion del contaminante (Figura 1A). En situaciones que impidan
establecer la tecnologia de biolabranza se utilizan tecnologias como el
compostaje en biopilas (Jeong et al., 2015). Tal es el caso de:

e Residuos con cantidades tan grandes de contaminantes que hagan
imposible el crecimiento de las poblaciones microbianas.

e Residuos con alta cantidad de compuestos volatiles junto con nor-
mas locales estrictas en cuanto a la emision de estos a la atmosfera.
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Figura 1. Ejemplos de tecnologias ex situ para biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos
del petroleo (Figura original de los autores). A) biolabranza o “landfarming”, B) biopilas estaticas (con aireacion
forzada) y C) biopilas con movimiento (aireacion mecanica).

* Insuficiencia de terreno, ya que se requieren
areas extensas para aplicar la tecnologia de bio-
labranza.

» Factibilidad de utilizarse en climas muy frios,
ya que en el interior de las biopilas se alcanzan
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temperaturas de hasta 70 °C, las cuales no se
pueden alcanzar con la biolabranza.

Limpieza en cortos tiempos, ya que la biola-
branza requiere periodos habituales de seis me-
ses a dos anos.



Suelos contaminados con hidrocarburos de petroleo

¢{Qué son las biopilas?
Las biopilas son una forma de tratamiento de suelos contaminados de tipo
ex situ; el suelo a limpiar es extraido de su sitio original y llevado a un lugar
de tratamiento. En seqguida es depositado en la superficie 0 en una piscina
previamente excavada; se forman montones de suelo y se permite la accion
degradadora de microorganismos propios del suelo o externos inoculados
(Figura 1A). La altura comun de las biopilas va de 2 a 4 m pero, como lo in-
dican Kriipsalu y Nammari (2010), pueden encontrarse grandes variaciones
de humedad y temperatura a las distintas profundidades de la cama. Por lo
anterior, la altura ideal de la biopila debera estar en funcion de la facilidad
que se tenga, en equipo y mano de obra, para mantener un sustrato lo mas
homogéneo posible a lo largo y a lo ancho de la biopila (Wang et al., 2014).
Se diferencian dos tipos de biopilas de acuerdo con el método de aireacion.
Para las primeras, denominadas biopilas estaticas, se implementan dispositi-
vos de aireacion forzada. Se forman biopilas de suelo contaminado mezcla-
do con materiales organicos y con el fondo vy los laterales recubiertos con un
material impermeable. En la parte superior de la pila se coloca una cubierta
para evitar emision de compuestos volatiles a la atmosfera y, por debajo de
ésta, las tuberias del sistema de riego y adicion de nutrimentos. Mediante
tuberias se hace entrar aire al interior de la pila (Figura 1B). En la parte baja se
recolectan los efluentes, a los que se les da un tratamiento de limpieza (se-
paracion de los compuestos organicos) para reutilizar el agua que contienen.
Durante el periodo de limpieza del suelo no se retira la cubierta impermeable
(Coulon et al,, 2010). Otra variante es en biopilas con movimiento o aireacion
mecanica (Figura 1C), similar a la anterior, con la diferencia de que periddica-
mente se retira la
cubierta  imper-
meable superior
y la tuberia del
sistema de rie-
go para permitir
la remocion del
material con ma-

Material contaminado
con petréleo

Biopila

Puertos de extraccidn
de muestras

Carbén
Activado

Solu

quinaria agricola
en la mayoria de

/

los casos (Bes-

con petroleo crudo, hidrocarbu-
ros aromaticos policiclicos, asfal-
tenos, benceno, tolueno y xileno
(Cuadro 1).

Se deben tomar en cuenta algunas
consideraciones iniciales a fin de
decidirse por el uso de la tecno-
logia de compostaje en biopilas.
Por ejemplo, se planifica alcanzar
la concentracion final del conta-
minante; el proceso mas impor-
tante para la desaparicion del(os)
contaminante(s) presente(s) en el
suelo a remediar; mineralizacion,
evaporacion, incorporacion a la
biomasa microbiana, uniones esta-
bles con la materia organica, etcé-
tera; periodo de tiempo dispuesto
para llevar a cabo la remediacion
del suelo; y costo de esta tecnolo-
gia comparada con otras (Coulon
et al, 2010); ademas, los efectos de
la inoculacion de microorganismos
externos, de la bioaumentacion de
aquellos
y de la adicion
de compuestos
que facilitan la
degradacion de
los contaminan-
tes (por ejemplo,
surfactantes no
ionicos)  deben
ser comproba-
dos en estudios

nativos

cion de hidroxido
de sodio

koski et al., 2011).
Las biopilas es-
taticas son reco-
mendadas para
suelos de textu-
ras arenosas o medias. Los suelos arcillosos deben procesarse en biopilas
con movimiento constante del sustrato o adicionar mayor proporcion de
materiales que mejoran la porosidad (Coulon et al,, 2010). Los contaminantes
organicos que pueden ser degradados en biopilas son diversos. Los hidro-
carburos del petroleo se encuentran entre los mas estudiados, aungue a
pequefia escala o escala de laboratorio (Figura 2).

Medidor de flujo Humidificador

del petroleo en laboratorio.

Existen reportes de casos exitosos a gran escala, en los que se ha apli-
cado la tecnologia de compostaje en biopilas para suelos contaminados

Columna del reactor  Colector de gases Trampa de CO,

Figura 2. Esquema de una biopila para estudios de degradacion de hidrocarburos

de laborato-
rio (Llado et al,
2013). Esta tec-
nologia de bio-
rremediacion
ha sido implementada con éxito
en la limpieza de suelos contami-
nados con hidrocarburos del pe-
troleo (Wang et al, 2014), ya que
esto permite el manejo de muchas
condiciones del material, como la
relacion carbono:nitrogeno:fosforo
(C:N:P), la aireacién (mediante mez-
clado del material o inyeccion de

Bomba de vacio
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Cuadro 1. Reportes de la aplicacion del compostaje en biopilas para la limpieza de suelos contaminados.

Contaminante(s) y su degradacion Condiciones de estudio

Suelo de gasolinera que se inoculd con Acinetobacter sp.,
Pseudomonas sp. y Rhodococcus sp. y se adicionaron
nutrientes en forma de solucion nutritiva.

Pristano, JP5, benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos.
Remocion de 90% de los hidrocarburos totales en 15 dias.

Genovese et al.,
2008.

Petroleo en proceso de mineralizacion. Analisis de 34
hidrocarburos diferentes por cromatografia de gases.
Remocion de 90% de HTP en 18 semanas.

Solucién nutritiva comercial afiadida (TerraKem, Kemira
Belgium Inc.). Suelo con 10% de arcilla.

Mao et al., 2009.

Petroleo crudo. Remocioén de 68% de hidrocarburos de 10
a 40 atomos de C en 370 dias.

Biopila estatica de inyeccion de aire los 120 dias iniciales
y mezcla con maquinaria el resto de la evaluacion. Biopila
con lodo contaminado con petroleo (40%) mezclado con
compost.

Kriipsalu y Nammari,
2010.

Petroleo crudo pesado. Remocion de 83% a 95% de hi-
drocarburos alifaticos, aromaticos y asfaltenos; 53% de
isoprenoides, fitano y pristano en 150 dias.

Biopila con aireacion mecanica. N, Py K adicionados.
Inoculacion y reinoculacion periddica con microorganis-
mos nativos.

Beskoski et al., 2011.

*JP5 es un combustible altamente inflamable utilizado en aerondutica, con queroseno como componente principal y con alcanos, naf-

tenos e hidrocarburos aromaticos policiclicos.

aire forzado), la humedad vy la temperatura (Beskoski et
al, 2011).

Condiciones que favorecen el funcionamiento

de las biopilas

La eficiencia de degradacion de los contaminantes se
mejora controlando la humedad, la aireacion, la adicion
de nutrimentos o mejoradores de las caracteristicas fi-
sicas (Akbari y Ghoshal, 2014), de los cuales destacan
los materiales con celulosa y lignina (Llado et al,, 2013),
COMOo pajas, rastrojos, cachaza de caha, aserrin y resi-
duos de aserradero. Estos materiales aumentan la po-
rosidad de los suelos contaminados y favorecen la dis-
tribucion y movimiento del agua y aire. A la mezcla de
materiales organicos con el suelo contaminado deposi-
tado en la biopila se le denomina compostaje (Souza et
al, 2009).

Importancia de los microorganismos en la biopila

Muchos de los trabajos de limpieza basados en biopilas
se centran en aspectos mecanicos, como la implemen-
tacion de la maquinaria para mover el suelo, mantener
la humedad, la tuberia de entrada de aire, etcétera. En
anos recientes los estudios se encaminan a los microor-
ganismos, principales responsables de la degradacion
de los contaminantes (Pessoa et al., 2013). No obstante
que desde la mas minima contaminacion con hidrocar-
buros del petroleo se reducen las poblaciones microbia-
nas, en casi todos los ambientes hay microorganismaos
con capacidad de degradar hidrocarburos (Cerqueira et
al, 2012). En estudios recientes se determind que el tipo
y la concentracion del contaminante y el manejo que
se haga de la biopila (excavacion, aireacion vy fertiliza-
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cion) repercute drasticamente en el tamano y la com-
posicion de las poblaciones microbianas (Pessoa et al.,
2013). Yergeau et al. (2012) mencionan que las bacterias
aerobicas degradadoras de hidrocarburos (Caulobacter,
Pseudomonas, Rhodococcus, Sphingomonas) se ven
beneficiadas por las condiciones en las biopilas, y la do-
minancia relativa de éstas se reduce con el compostaje,
al ir disminuyendo la disponibilidad de los compuestos
que se degradan con mayor facilidad. En referencia a
los cambios en las poblaciones de microorganismos
durante el compostaje, Gao et al. (2014) mencionaron
que la composicion de la comunidad microbiana dentro
de la biopila varia a traves del tiempo. Primero es do-
minada por proteobacterias y actinobacterias, las cuales
son las pioneras en la degradacion de hidrocarburos. Al
final, son los firmicutes los que se encuentran en mayor
proporcion, siendo los encargados de la degradacion de
los compuestos mas recalcitrantes. Wang et al. (2012)
describen un proceso de biorremediacion de un suelo
contaminado con hidrocarburos mediante biopilas en
las que se adiciona paja de algodon. Estos autores indi-
can la importancia de la relacion C:N:P en la velocidad
de degradacion de los contaminantes. La adicion de
paja de algodon favorecio la diversidad y la actividad de
los microorganismos, asi como la degradacion de 49%
de hidrocarburos totales del petroleo (HTP) en 220 dias,
mientras que en el testigo sin paja la degradacion fue
20%. Sin embargo, al aplicar N en forma de urea, la ac-
tividad microbiana se redujo. Liu et al. (2010) registraron
que la adicion de abonos organicos en la biopila pro-
voco incrementos en la biodiversidad microbiana y su
actividad. La degradacion de HTP fue de 58% durante un
ano de experimentacion, mientras que en las biopilas sin



adicion de abonos organicos la de-
gradacion fue de solo 15%. En traba-
jos como el de Ouyang et al. (2005)
se planteo la posibilidad de inocular
microorganismos para acelerar la
degradacion de HTP en las biopilas.
Estos autores reportan degradacion
de entre 46% y 53% de los HTP en
un periodo de 56 dias en las biopi-
las inoculadas, y 31% en aquellas sin
inoculacion en el mismo tiempo.
Kadali et al. (2012) indicaron que los
microorganismos nativos tienen la
enorme ventaja de estar adaptados
a las condiciones edaficas del suelo
a limpiar, pero la inoculacion de las
biopilas con microorganismos ex-
ternos de probada eficiencia en de-
gradacion es un paso que favorece
la limpieza de los suelos. Cabe se-
Aalar que el proceso de aislamien-
to y seleccion de microorganismaos
suele ser largo y costoso, por lo que
hoy en dia se buscan metodologias
que faciliten y abaraten la obtencion
de microorganismos especializados
en degradacion de contaminantes.
En otra variante de inoculacion,
Juteau et al. (2003) utilizaron resi-
duos de refineria como inoculante
bacteriano en biopilas conteniendo
suelos contaminados con petroleo.
Después de 126 dias, el material en
las biopilas inoculadas fue cinco
veces menos toxico gque el testigo.
En especifico, la concentracion de
hidrocarburos poliaromaticos de
mayor numero de anillos se redujo
con la inoculacion, por lo que es-
tos autores recomiendan el uso de
subproductos de la actividad pe-
trolera como fuente de inoculante.
Una de las variantes mas modernas
de la tecnologia de compostaje en
biopilas es la SEMBT (Systematic
Environmental Molecular Bioreme-
diation Technology), la cual incluye
el conteo periodico de los grupos
funcionales de microorganismaos.
Esto se realiza por métodos mole-
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culares de expresion génica, como
los microarreglos (Liu et al., 2010) o
la transcriptasa inversa asociada a
PCR en tiempo real (Yergeau et al,
2012). Con base en la medicion de
la dominancia de los grupos funcio-
nales se toman decisiones de ino-
culacion de aquellos grupos cuyo
numero va a la baja y su funcion es
importante por los contaminantes
que falta por degradar (Rodriguez-
Rodriguez et al, 2014). También se
pueden realizar ajustes en la airea-
cion, la humedad (Coulon et al,
2010), los nutrimentos adicionados
o el pH para favorecer uno u otro
grupo de microorganismos (Kriipsa-
lu y Nammari, 2010). Otras modifi-
caciones utiles para mejorar el pro-
ceso de compostaje son la adicion
de solventes y surfactantes, y el es-
tablecimiento de sistemas de elec-
trorremediacion (Volke-Sepulveda y
Velasco, 2003).

El tratamiento electroquimico es
una tecnologia emergente muy
efectiva en la remocion de metales
pesados y compuestos organicos
solubles en agua (Gill et al, 2014).
Este proceso incluye la aplicacion
de una corriente directa de bajo
voltaje o de un gradiente de po-
tencial bajo a través de un electro-
do positivo (dnodo) y uno negativo
(catodo) que se insertan en el suelo.
Durante la aplicacion de una co-
rriente eléctrica se crea un campo
eléctrico entre los dos electrodos,
donde las sustancias solubles emi-
gran hacia uno de los dos electro-
dos de acuerdo con su carga, po-
laridad y movilidad. La migracion
de los compuestos depende de
electromigracion (transporte de io-
nes), electro-6smosis (transporte
del agua de solvatacion de iones)
y/o, el proceso dominante, electro-
foresis (arrastre mecanico de coloi-
des y/o microorganismos). Con esta

tecnologia se pueden tratar suelos
con metales pesados, especies ra-
dioactivas, aniones toxicos, mez-
clas de contaminantes organicos/
ionicos, hidrocarburos del petroleo,
cianuros y explosivos (Volke-Sepul-
veda y Velasco, 2003). En cuanto a
los solventes y surfactantes se ha
determinado gque no es suficiente
adicionar cepas con altas eficiencias
degradadoras si existen factores
gue limitan su potencial. La etapa
limitante de la biodegradacion de la
mayoria de compuestos es su bio-
disponibilidad; en especial, con los
hidrocarburos que son altamente
insolubles en agua. Por lo anterior,
la investigacion en biorremediacion
se ha dirigido al uso de surfactantes
y solventes que aumentan la biodis-
ponibilidad y, en consecuencia, la
degradacion de los contaminantes
(Volke-Sepulveda y Velasco, 2003).

CONCLUSIONES

| compostaje en biopilas para
= |3 limpieza de suelos contami-
L nados con hidrocarburos del
petroleo se puede implementar de
manera muy sencilla o muy tecnifi-
cada de acuerdo con el objetivo de
la actividad y la inversion disponible.
Ademas, se trata de una tecnologia
surgida como una alternativa a la
biolabranza y su futuro se encami-
na hacia el control total del proce-
so de biorremediacion. Los puntos
a controlar son tres principales: las
condiciones de compostaje (hume-
dad, aireacion, pH y nutrimentos), la
proporcion de los grupos funciona-
les de microorganismos y tasa de
degradacion de los contaminantes.
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