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RESUMEN

En la presente investigacion se evaluo el proceso de biorremediacion con bacterias autctonas
en un suelo contaminado por un derrame de hidrocarburos totales de petréleo (HTP) originado
en Jalisco, mediante la bioestimulacién de lodos residuales estabilizados (biosolidos)
proveniente de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) del municipio de
Chapala. El suelo afectado esta ubicado en la delegacion La Villita, municipio de Tala, Jalisco,
México. Se realizo el experimento dentro del &rea del CUCBA bajo condiciones naturales, por
lo cual se extrajeron aproximadamente 150 kg de suelo contaminado de la delegacién de La
Villita, los cuales se homogeneizaron y se sometieron por triplicado a los siguientes
tratamientos: el primer Tratamiento consisti6 en la aplicacion de una masa bacteriana
seleccionada degradadora de hidrocarburos; el segundo incluy6é la aplicacion de lodos
biosélidos al primero, y el tercero consistio6 en un grupo de control sin tratamiento
(manteniendo las condiciones encontrados en el derrame de HTP). En primer lugar se realizd
el aislamiento bacteriano de las cepas presentes en el suelo y, mediante pruebas de
sobrevivencia al medio contaminado por gasolina, se incrementd la concentracion del
contaminante por 1, 1.5 y 2% en las muestras, para seleccionar las cepas bacterianas que
manifestaron mayor crecimiento y resistencia al sobrevivir en este medio contaminado.
Posteriormente, se instalo el experimento de biorremediacién por una duracién de 90 dias y se
cuantificaron los HTP en la fase inicial y final del experimento mediante el anlisis
cromatografico de gases. Se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas del suelo
contaminado al inicio y al final de los tratamientos y se compararon los efectos de los
tratamientos de biorremediacion en el suelo contaminado tratado. También se recolectd una
muestra de suelo sin alteraciones proximo a la zona afectada por el derrame de hidrocarburos,
para obtener sus caracteristicas fisicoquimicas con el fin de determinar los efectos fitotdxicos
del contaminante en todas las muestras mediante la prueba bioldgica de germinacion y para
observar los resultados en relacion al desarrollo vegetativo de semillas de maiz que se
germinaron en las muestra. Con los resultados obtenidos se determind que el suelo en estudio
tratado con la técnica de biorremediacion puede tener un uso alternativo también con fines

agricolas.



Esta investigacion provee la informacion necesaria para poder evaluar la factibilidad de un
tratamiento de biorremediacién para un suelo afectado por los derrames de HTP con las
ventajas de bajos costos y alta eficiencia de remocion medio plazo.



ABSTRACT

In the present investigation, the process of bioremediation of soil contaminated with
hydrocarbons (HTP). Was evaluated using local bacteria. Thus, stabilized and biostimulated
sewage sludge from the wastewater treatment plant (PTAR) in Chapala (Jalisco) applied to
soil samples which were contaminated by a previous petrol spill. The contaminated soil
originates from the political delegation of La Villita, municipality of Tala, Jalisco, Mexico.
Experimentation was performed inside the CUCBA under natural conditions. Therefore, thus
approximately 150 kg of contaminated soil was extracted from the above-mentioned site,
homogenized and treated by the following treatments: application of a selected bacterial mass
which degrades hydrocarbons; same procedure as the first, with the addition of solid bioactive
sludge; and a control group without any treatment (maintaining the conditions at the site of the
spill). Firstly, the bacterial strains contained in the soil were isolated and underwent a selection
process (augmenting the hydrocarbon concentration in the samples by steps of 1, 1.5 and 2%)
in order to determine the viability of the strains, as well as their growth and resistance in the
contaminated medium.
The second step in the application consisted of observing the bacteria samples over a 90-day
experimentation period, where the initial and final concentrations of hydrocarbons, were
determined by gas chromatography. The physicochemical properties of the soil samples at the
beginning and the end of the experimentation period were compared in order to determine the
efficiency of the bioremediation treatments.
Furthermore, a non-contaminated soil sample was taken from a nearby site in La Villita for the
determination of the phytotoxic effects of the contaminant on the germination of corn grains
(biological germination test).
The obtained results approve the use of soils, which were treated by the technology of
bioremediation under the methods described above in agricultural applications. The present
investigation provides the necessary information for judging the feasibility of a bioremediation
treatment on soil contaminated by hydrocarbons. The additional beneficial factors such as low
implementation cost and high biodegradation efficiency on a midterm time scale sustain the

technology of bioremediation of soils as a viable alternative.



1. INTRODUCCION

En México, los problemas de contaminacion son de gran importancia, considerando su
impacto ambiental creciente sobre la degradacion de suelo y la generacion de residuos.
Durante muchos afios y hasta hace poco, nadie se preocupaba por el destino de los residuos
generados, dando por hecho que la naturaleza limpiaba el ambiente, pero fue cambiando la
naturaleza y composicion de los residuos, y al aumentar su cantidad y complejidad, esta
capacidad (degradadora y amortiguadora) empezd a alterarse, y en México, en donde no existe
registro cabal de todos estos sitios contaminados, resulta un problema muy grave (Romero et
al., 2009). De acuerdo con datos publicados por el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia
e Informaética); la superficie de suelos degradados por causas de contaminacion en 1999 fue de
25,967 Km? (Martinez-Prado et al. 2011); aunado a lo anterior, la intensa actividad de otras
industrias, junto con accidentes durante el almacenamiento, transporte o trasvase de sustancias
(fugas, derrames, incendios, robos de combustible) y la disposicion clandestina e incontrolada
de residuos (Posada et al., 2005; Vallejo et al., 2005) citados por Narvaez-Flores et al. (2008),
contribuyen en gran medida a la contaminacion de suelos por hidrocarburos (Secretaria del
Medio Ambiente y Recursos Naturales, SEMARNAT, 2002) citado por Volke y Velasco
(2002).

En el afio 2009 se detectaron 11 sitios contaminados con hidrocarburos en Veracruz, 5
en Tamaulipas y 8 en Oaxaca. De consecuencia, en referencia a las emergencias ambientales,
se reporta que en el periodo de 1993 a 2003 se presentd en Meéxico un promedio de 521
emergencias asociadas con materiales y residuos peligrosos. Dentro de los compuestos
peligrosos mas cominmente involucrados se identificaron el petrdleo, con el 42.1% vy sus
derivados, con el 20.02% (gasolina, combustible, diésel); el gas licuado de petrdleo con el
3.19%, el gas natural con el 2.3%, y otras sustancias que constituyeron el 27.71%. Estas
estadisticas muestran la magnitud de los impactos ocasionados por los hidrocarburos, y de esta
forma la necesidad de aplicar proyectos de saneamiento de estos suelos contaminados por

hidrocarburos totales de petroleo (HTP) (Cuevas et al., 2012).



Esta investigacion se enfoca en el estudio de la técnica de Biorremediacion que surge
como una alternativa eco-tecnoldgica para reducir o mitigar el dafio causado en el suelo por
los derrames de estos compuestos dando una respuesta a mediano plazo y, por estas razones la
biorremediacion biolégica se ha perfilado como una opcion muy atractiva por ser
relativamente econdmica y amable con el ambiente al disminuir el dafio, independientemente
de la zona afectada (suelos, lagos, zonas fredticas, rios o playas) por procesos bioldgicos y
fisicos, ya que de otro modo los hidrocarburos tienen como destino final los mares y océanos
(Shanidul y Tanaka, 2004) citados por Narvaez-Flores et al. (2008).

La biorremediacién bioldgica juega un papel importante en donde diversos
microorganismos como bacterias degradan, remueven o transforman diversos hidrocarburos
presentes en suelos, trabajando de manera individual o mediante sinergias, dentro de un
consorcio microbiano autoctono del suelo examinado. Esta estrategia biologica depende de las
actividades catabdlicas de los organismos, y por consiguiente de su capacidad para utilizar los
contaminantes como fuente de alimento alterno de energia (Van Deuren et al., 1997) citado
por Velasco y Volke (2007); sin embargo, el crecimiento bacteriano nativo en este ambiente
contaminado estd limitado por diversos factores, tales como la baja biodisponibilidad de
algunos nutrientes, especialmente nitrégeno (N). Por lo anterior, en este trabajo se utilizaron
dos estrategias para contrarrestar dichas limitaciones y fomentar la actividad degradadora de la
flora microbiana nativa: 1) la bioestimulacién de lodos residuales estabilizados (biosélidos)
provenientes de la Planta Tratadora de Aguas Residuales de Chapala, Jalisco, y 2) la
bioaumentacion a través de adicion de cepas microbianas nativas seleccionadas con atributos
especiales para sobrevivir en este medio contaminado. Con la adicion de un material rico en
nitrégeno y fésforo, como son los lodos residuales estabilizados, se propiciara el incremento

microbiano de las cepas nativas seleccionadas en el suelo en estudio.

Jalisco presentd6 mas de 1000 casos de robo de combustible en el periodo de 2010 a
2015 (Toledo, 2016), varios de los cuales han presentado fugas considerables, provocando un
incremento en la contaminacién de suelos, tal es el caso del suelo contaminado por un robo de
combustible en el ducto de Petréleos Mexicanos (PEMEX) Santa Anita-Salamanca en la

Delegacion de La Villita, Jalisco, que se presento el dia 18 de mayo de 2014.



2. ANTECEDENTES

En México existen extensas areas contaminadas con hidrocarburos de petréleo debido
principalmente a derrames, asi como a las actividades propias de la industria petrolera. Este
tipo de compuestos, se acumulan en ecosistemas marinos y suelos, siendo responsables de su
deterioro. Algunos suelos contaminados en Meéxico, contienen concentraciones de
hidrocarburos hasta de 450,000 mg kg (Gallegos-Martinez et al., 2000), citados por Riveroll-
Larios et al. (2015). Por dichas razones, hoy en dia una de las preocupaciones de las
autoridades ambientales y de investigacion cientifica es el desarrollo de tecnologias eficientes

y econémicamente factibles que permitan la eliminacion de este tipo de contaminantes.

En 2013, Jalisco se situd en el tercer sitio entre las entidades federativas con mas casos
de robo de combustible en los ductos de PEMEX, varios de los cuales han presentado fugas
considerables, provocando un incremento en la contaminacion de suelos. El dia 18 de mayo de
2014 se presentd una fuga de combustible en el ducto de PEMEX Santa Anita-Salamanca en
la Delegacion de La Villita, Jalisco, México (Informador.mx, 2014). El derrame de
combustible con una altura aproximada de 20 m, contaminé un promedio de 400 m? visibles
de superficie, siguiendo el derrame, posteriormente, a introducirse en una grieta y al subsuelo.
El problema de los suelos contaminados con hidrocarburos es grave en cuanto son tdxicos para
los seres vivos, ya que son mutagénicos y carcinogénicos (Flores et al., 2001) (citados por
Alvarez y Diaz, 2016).

2.1. Los hidrocarburos totales de petroleo (HTP)

Los hidrocarburos totales de petrleo (HTP) son compuestos formados Gnicamente por
atomos de carbono e hidrogeno y como se describe en la formula del origen del petroleo donde
se constituye la Teoria de Engler de 1911, (Instituto Mexicano del Petroleo, IMP, 2014),
(Figura 1).



2.1.1. Clasificacién de los hidrocarburos

Los hidrocarburos son compuestos formados por atomos de carbono e hidrogeno, de
gran abundancia en la naturaleza, presentes principalmente en el petréleo (Chappin, 1998)
(citado por Ortinez et al., 2007). Se consideran como una mezcla compleja de gases, liquidos
y solidos, existiendo cantidades combinadas de nitrégeno, oxigeno y azufre; ademas contienen

compuestos de hierro, niquel, vanadio y otros metales.

A“a:ll%“ H o
CaCO, ™y caC, —— HC=CH — PETROLEO
PIEDRA CALIZA CARBUROS ACETILENO
‘4
Fe,C + Mn,C H+hO | HIDROCARBUROS ——+ PETROLEO
CARBUROS ACIDOS DILUIDOS

FIGURA 1. Las etapas de la Teoria de Engler (1911) que determinan la formacién orgéanica del petroleo

mediante la descomposicién por microorganismos.

Los hidrocarburos se clasifican de la siguiente forma:

Hidrocarburos biogénicos.

Son sintetizados por casi todas las plantas, animales terrestres y marinos, incluyendo la

microbiota, bacterias, plancton marino, diatomeas, algas y plantas superiores.

La sintesis de este tipo de hidrocarburo esta controlada por rutas metabdlicas, lo cual
trae como resultado mezclas de compuestos de limitada complejidad estructural relacionada
directamente con la funcion bioldgica especifica. Estos pueden ser biosintetizados por los
organismos o0 bien pueden ser ingeridos con el alimento y alterados después de su ingestion.
La formacién de compuestos aromaticos y alifaticos de bajo peso molecular es dado conforme
al tiempo de la descomposicion de la materia organica; estos compuestos pueden ser
condensados para dar lugar a sustancias de mayor peso molecular (Schnitzer & Khan, 1978)
(citados por Castro, 2007) como parte de la teoria de la biosintesis confirmada por un gran



numero de compuestos de bajo peso molecular que es un buen indicador de la presencia

microbiana en el suelo.

Hidrocarburos antrépicos.

Son aquellos hidrocarburos producidos como resultado de cualquier tipo de actividad humana.
Los procesos de combustion industrial contribuyen con niveles mucho més altos debido
principalmente al humo generado por carbon, combustibles fdsiles y petroleo refinado; las

descargas de aguas municipales, las actividades de transporte y los derrames.

Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP).

Constituyen contaminantes organicos relacionados con las actividades humanas. Los
compuestos que mas conciernen de los hidrocarburos del petroleo y de la pirdlisis de
combustibles, son los hidrocarburos aromaticos policiclicos, sus homdélogos alquil y los HAP

sustituidos con sulfuro o nitrégeno.

Se ha reportado que los HAP son producidos a altas temperaturas de 400 a 500°C,
mientras sus homologos alquil sustituidos se producen a bajas temperaturas de 100 a 150°C.
(Lesser, 1995). Los HAP estan formados por dos o mas anillos de benceno fusionados, los
cuales difieren en el nimero y posicion del anillo aromatico. Hay dos clases de HAP (Cabrera,
2011):

- Los de bajo peso molecular que tienen de 2 a 3 anillos aromaticos, como el naftaleno,
fluoreno, fenantreno y antraceno, y derivados;

- Los de alto peso molecular que tienen de 4 a 7 anillos aromaticos como el criseno.

Sus caracteristicas fisicas y quimicas varian de acuerdo a su peso molecular y, en
consecuencia, a su distribucion y condicion del ambiente, lo mismo sus efectos en los sistemas
biolégicos. Su importancia esta relacionada a su movilidad, debido a su peso molecular,
presentandose en un intervalo de 128.16 a 300.36 unidades de masa atomica (Da) para el
naftaleno y coroneno, respectivamente. Los HAP de alto peso molecular son relativamente

inmoviles y, por ende, de baja volatilidad, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno,



fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoreno, benzo(k)fluoreno,
benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-cd)pireno, dibenzo(ah)antraceno y benzo(ghi)perileno son
considerados como contaminantes prioritarios por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA),
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Comunidad Economica Europea (CEE)
debido a sus efectos carcinogénicos. (Menzie et al., 1992) (citado por Rosales 2008). En el

Cuadro 1 se resumen los hidrocarburos.

La liberacion de los HAP al ambiente por via atmosférica es debida a los procesos de
combustion de materiales organicos que emiten los HAP en fase de vapor en forma
particulada, aunque otros mecanismos de descargas mas localizados pueden ser también el
dep6sito de residuos solidos municipales e industriales, aguas residuales y lodos de
tratamiento que pueden tener cantidades considerables de HAP y los derrames y descargas
directas de petréleo y sus derivados en cuyo caso el receptor primario de los HAP es el suelo o

el sistema acuético (Cram et al., 2004).

CUADRO 1. Clasificacién de los hidrocarburos.

Hidrocarburos

Biogénicos Son los HTP que tienen origen en
las erupciones de los volcanes y en
los incendios forestales
Etano (C2He)

Alifaticos Alcanos
Alquenos Eteno (CoHa)
Alquinos Etino (CzHy2)
Aliféticos ciclicos Ciclobutano (CsHs)
Antrépicos Aromaticos Benceno (CgHg)

Naftaleno (CioHs)

Benzopireno (CzoHi2)

Fuente: Modificado de Cabrera (2011).

Por lo general, los HAP de bajo peso molecular son mas volatiles, solubles en agua y
menos lipofilicos que los compuestos de alto peso molecular. La transferencia a otros
compartimentos del ambiente y la degradacion es mas alta para los compuestos de bajo peso

molecular que para los de alto peso molecular. Los HAP son susceptibles a la descomposicion



(foto y térmica) en el aire, lo que restringe sus tiempos de residencia en la atmosfera a un par
de dias. Los que no son degradados son transferidos a aguas superficiales o suelos por
deposicion humeda o seca. Generalmente mientras mas anillos bencénicos presente la
molécula, tendra menor solubilidad, movilidad y degradacion; pero favorece la adsorcion,

acumulacién y persistencia en el ambiente. (Cram et al., 2004).

En los suelos, la mayoria de los HAP son fuertemente adsorbidos por la materia
organica, reduciendo su disponibilidad tanto para ser biodegradados, como para ser absorbidos

por las plantas y lixiviados al acuifero (Cram et al., 2004).

2.1.2. Contaminacion del suelo por hidrocarburos

Flores et al. (2004) mencionan que la densidad de los hidrocarburos es inferior a la del
agua, y por tanto flotan sobre ésta al estar en contacto. Petrdleo, combustdleo y desechos
petroleros, por su color y aspecto, se hacen evidentes a simple vista cuando se encuentran en la

superficie.

Por otro lado, Clemente y Azuara (2011), indican que si son depositados en el suelo,
practicamente no penetran al subsuelo debido a su alta viscosidad, pero los lixiviados
generados por las lluvias arrastran los compuestos solubles, en el caso que estos compuestos
se encuentren distribuidos en el suelo. Las principales consecuencias ambientales que se
presentan después de un evento de contaminacion son los efectos pronunciados que provocan
sobre sus propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas, pudiendo impedir o inhibir el
crecimiento de la vegetacion sobre el area contaminada y cambios en la dinamica poblacional

de la fauna y de la biota microbiana.

La contaminacidn de suelos por hidrocarburos se conoce como el impacto negativo que

se produce en las propiedades que regulan la vida del suelo por efectos de procesos quimicos,
como por ejemplo, la acidificacion y la toxicidad. ElI comportamiento de los contaminantes

organicos esta en funcion de sus caracteristicas fisicas y quimicas (Cuadro 2). Ademas las
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caracteristicas del medio, como la unidad del suelo, permeabilidad, estructura, tamafio de las
particulas, contenido de humedad y de materia organica, igual que la profundidad del manto
fredtico, factores climatologicos como la temperatura y la precipitacion pluvial tienen una gran

influencia a dicho comportamiento. (Ortinez et al., 2007).

Todas las variables en su conjunto definen el tamafio y la distribucion tridimensional

del frente de contaminacion en una zona especifica.

CUADRO 2. Parametros que influyen en el transporte de contaminantes en el suelo.

Pardmetros del contaminante ~ Pardmetros del suelo Parametros ambientales
Solubilidad Contenido y retencion de agua  Temperatura
Presion de vapor Porosidad, densidad y Precipitacion
permeabilidad
Numero y Contenido de arcilla Evapotranspiracion
tipo de grupos funcionales
Polaridad Contenido de materia organica
Profundidad de agua
subterranea

Fuente: Ortinez et al. (2007).

Los compuestos organicos ligeros como gasolinas, aceites y petroleo crudo tienden a
formar una capa en forma de nata en el nivel fredtico y se mueven horizontalmente en
direcciéon al flujo del agua subterrdnea, creando asi manchas de contaminacion de gran

superficie. (Ortinez et al., 2007).

La presencia de contaminantes en el suelo se ha conceptualizado a través de
observaciones indirectas que indican su acumulacién en asociacién con adsorbentes naturales

(Luthy et al., 1997) (citados por Ortinez et al., 2007), estableciéndose los siguientes procesos:

- Absorcion a la materia organica en forma, amorfa o natural o en Liquidos de la Fase no
Acuosa (LFNA), como es el caso del petroleo.

- Absorcién a la materia organica condensada o en polimeros o residuos de combustién.
Adsorcion a superficies organicas humedas (hollin).

- Adsorcién en superficies minerales (cuarzo).

11



- Adsorcién dentro de los microporos o en minerales microporosos (zeolitas) con

superficie porosa a saturacion de agua < 100 %.

Las propiedades quimicas de los suelos mas afectados por un derrame de hidrocarburos

de acuerdo con Ortinez et al. (2007), son:

- Aumento de carbono organico, ya que el 75% del carbono del petroleo crudo es oxidable.

- Disminucién del pH, debido a la acumulacion del carbono organico y generacién de acidos
organicos.

- Aumento del manganeso y hierro intercambiable.

- Aumento del fosforo disponible.

Los efectos toxicos de los hidrocarburos en el ambiente dependeran de:

- Lacantidad y composicién del petréleo.

- La frecuencia y tiempo de exposicion.

- El estado fisico del derrame, puede ser en forma de gas, liquido o sélido.

- Las caracteristicas del sitio donde sucedio el derrame, asi como el uso de suelo (industrial,
residencial o agricola).

- Variables ambientales como temperatura, humedad y oxigeno.

- El uso de dispersantes quimicos.

- Lasensibilidad de la biota especifica del ecosistema impactado.

A pesar que los HTP enriquecen al suelo en materia organica, la presencia de grandes
cantidades de HTP, generalmente por contaminacion antropogénica en los suelos, llegan a
causar fitotoxicidad provocando cambios perjudiciales en el funcionamiento, aspecto y
crecimiento de las plantas (OECD, 2006). Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia (2004), mencionan
que varias especies de gramineas pueden ser bioindicadoras de la calidad del suelo, ya sea que
su exposicion a un suelo sea por reciente contaminacion de HTP o a un contaminante

intemperizado de al menos 20 afios.
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Vazquez-Luna et al. (2010), detectaron diferencias significativas en los dias a
emergencia, altura de planta y longitud radicular en plantas de leguminosas expuestas a
diferentes niveles de HTP, determinando un indice relativo de impacto fisiologico que fue de
cero para el tratamiento testigo (0 mg kg* de HTP), hasta valores de 0.70 en el tratamiento
mas alto (80 000 mg kg* de HTP), asociado a una reduccion del 45% en el nimero de hojas, y

una reduccion del 53% en biomasa radicular, respecto al testigo.

2.1.3. Regulacion vy legislacion ambiental en materia de residuos peligrosos

En México no se cuenta con un estimado de las emisiones totales de los hidrocarburos
al ambiente, por lo que todas aquellas fuentes fijas y moviles reportadas en la literatura y que
se llevan a cabo en México emitiran una cierta cantidad de HTP, que en un futuro préximo se
tendran que cuantificar. Mucho de lo que se ha estudiado en suelos y sedimentos esta
relacionado con actividades petroleras y practicamente no existen datos de su concentracion en

las fuentes de emision y su destino en el ambiente (Cram et al., 2004).

En otros paises, por ejemplo Estados Unidos de América y Canadéa tienen disponible
una base de datos llamada “Bioremediation in the Field Search System”, que presenta
informacion sobre la ubicacién donde se llevé o se sigue llevando a cabo la remediacién de
suelo, sedimento, lodo, agua subterranea o superficial, el tipo de contaminante tratado, las
tecnologias utilizadas, los costos, la velocidad de descontaminacion, entre otros datos (EPA,
1995).

El conocimiento del tipo de contaminacion y su concentracion es fundamental para
establecer las condiciones de los sitios, los riesgos que representan y la seleccion de posibles
tecnologias de recuperacion (Arce et al., 2004) mencionados por Rosales (2008). Los limites
de limpieza para hidrocarburos en suelos y aguas dependeran de los criterios 0 normas

vigentes en México.

La Ley General de Equilibrio Ecoldgico y Proteccion al Ambiente (LGEEPA), (DOF,

2012), establece los siguientes aspectos para atender la contaminacién de suelos en los
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siguientes articulos:

Art. 134. Menciona los criterios de la prevencion y control de la contaminacion; parrafo |.
Corresponde al estado y la sociedad prevenir la contaminacion del suelo; Il. Deben
controlarse los residuos en tanto que constituyen la principal fuente de contaminacion del
suelo; V. En los suelos contaminados por la presencia de materiales o residuos peligrosos,
deberan llevarse a cabo acciones necesarias para recuperar o restablecer sus condiciones,
de tal manera que puedan ser utilizados en cualquier tipo de actividad prevista por el
programa o de ordenamiento ecoldgico que resulte aplicable.

Art. 136. Los residuos que se acumulen o puedan acumularse y se depositen o infiltren en
los suelos deberan reunir las condiciones necesarias para prevenir o evitar: |.
Contaminacion del suelo; Il. Las alteraciones nocivas en el proceso biologico de los
suelos; Ill. Las alteraciones en el suelo que perjudiquen su aprovechamiento, uso o
explotacion; V. Riesgos y problemas de salud.

Art. 139. Toda descarga, deposito o infiltracion de sustancias o materiales contaminantes
en los suelos se sujetara a lo que disponga esta Ley, la Ley de Aguas Nacionales, sus
disposiciones reglamentarias y las Normas Oficiales Mexicanas.

Art. 140. La generacion, manejo y disposicion final de los residuos de lenta degradacion
debera sujetarse a lo que establezcan las Normas Oficiales Mexicanas que al respecto

expida la Secretaria, en coordinacion con la Secretaria de Comercio y Fomento Industrial.

Por otro lado, la Norma Oficial Mexicana NOM-EM-138-ECOL-2002, establece que los

limites maximos permisibles de contaminacion en los suelos con uso agricola, o de

conservacion o forestal, no deben rebasar los 1000 mg kg™ de HTP en suelo seco (NOM,
2002).

2.1.4. Situacion en México de la aplicacion de las técnicas biologicas de saneamiento

de suelos contaminados con hidrocarburos

De acuerdo con datos de la SEMARNAT (2006) citado por Leyva (2006) de un total

de 170 empresas autorizadas para remediar suelos contaminados, el 93% se dedican a la
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remediacion de sitios contaminados con hidrocarburos, solamente seis ofrecen servicios para
la restauracion de suelos contaminados con metales pesados, cinco para &cidos y bases, y una

para sales.

De acuerdo con Botello en 1996 y Cortinas en 2002 (citados por Leyva, 2006), en
México las actividades de extraccion, produccion y formulacion de petréleo y sus derivados,
han traido como consecuencia la contaminacion por hidrocarburos de zonas de alta
vulnerabilidad ecoldgica, tanto en zonas terrestres, como en zonas costeras. De acuerdo con
Adams et al. (1999) citados por Leyva (2006), algunas de las empresas que estan saneando
sitios en el sureste mexicano usan su experiencia empirica ganada en otros lugares cuyas
caracteristicas parecen similares, en lugar de realizar procedimientos que consideren diversos
factores como alta concentracion de materia organica, textura del suelo y condiciones

climaticas, es decir, tratamientos para cada caso en particular.

2.2. Tecnologias de remediacion

Existen numerosas tecnologias de remediacion de suelos contaminados, segun Volke y

Velasco (2002) se pueden agrupar en 3 tipos:

- Tratamientos biolédgicos (biorremediacion), en donde utilizan las actividades metabodlicas
de ciertos organismos (plantas, hongos, bacterias) que permiten la degradacion,
transformacion o remocion de los contaminantes a productos metabolicos inocuos;

- Tratamientos fisicoquimicos donde se aprovechan las propiedades fisicas y/o quimicas de
los contaminantes o del medio contaminado para destruir, separar o contener la
contaminacion;

- Tratamientos térmicos en los cuales se utiliza calor para promover la volatilizacion
(separacion), quemar, descomponer o fundir (inmovilizacion) los contaminantes en un

suelo.

En el Cuadro 3, se muestran las principales ventajas y desventajas del uso o aplicacién

de los métodos biologicos, fisicoquimicos y térmicos.
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2.2.1. Biorremediacion

La Biorremediacién es una tecnologia biologica usada para suelos contaminados por
hidrocarburos totales de petréleo (HTP), y suele describir una variedad de sistemas que
utilizan organismos vivos (bacterias, hongos, levaduras, plantas) para degradar, transformar o
remover compuestos organicos toxicos a productos metabolicos inocuos o0 menos tdxicos (Van
Deuren et al., 2002) citados por Leyva (2006). Esta tecnologia tiene la ventaja de ser un
proceso mas barato y menos agresivo al ambiente que los convencionales, sin embargo, se
requieren tiempos de tratamiento de acuerdo a la actividad microbioldgica, bioguimica,
genética, procesos metabdlicos, estructura y funcion de las comunidades microbianas naturales

(Van Cauwenberghe y Roote, 1998) citados por Leyva (2006).

CUADRO 3. Principales ventajas y desventajas del uso aplicacion de los métodos bioldgicos, fisicoquimico

y térmicos.

VENTAJAS

DESVENTAJAS

TRATAMIENTOS BIOLOGICOS

TRATAMIENTOS FISICOQUIMICOS

TRATAMIENTOS TERMICOS

Son efectivos en cuanto a costos
Son tecnologias mas benéficas para el
ambiente.
Los contaminantes generalmente son
destruidos.
Se requiere un minimo o ningdn

tratamiento posterior.

Son efectivos en cuanto a costos
Pueden realizarse en periodos cortos.
El equipo es accesible y no se necesita

de mucha energia ni ingenieria

Permite tiempos rapidos de limpieza

Requieren mayores tiempos de
tratamiento.

Es necesario verificar la toxicidad de
substancias intermediarias y/o
productos resultantes.

No pueden emplearse si el tipo de suelo

no favorece el crecimiento microbiano.

Los residuos generados por técnicas de
separacion, deben tratarse o disponerse
requiriendo otros procesos lo que
aumenta los costos y la necesidad de
permisos
Los fluidos de extraccion pueden
aumentar la movilidad de los
contaminantes: necesidad de sistemas
de recuperacion.

Es el grupo de tratamientos mas
costoso.

Los costos aumentan en funcion del
empleo de energia y equipo.

Intensivos en mano de obra y capital.

Fuente: Modificado de VVolke y Velasco, 2002.
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La biorremediacion consiste basicamente en una alternativa de mitigacion o correccién
de impactos, mejorando las condiciones del medio que fue afectado, es decir, su principio
consiste en brindar los elementos necesarios para que los microorganismos se reproduzcan
exponencialmente y puedan obtener su fuente de nutriente mediante los compuestos del
contaminante encontrado en el area afectada (Martinez-Prado et al. 2011). Dicho metabolismo

esta determinado por aspectos genéticos (Sukla et al., 2014).

2.2.2. Bioestimulacion

La bioestimulacién es la adicion de sustratos para promover el incremento de la
poblacién microbiana y asi aumentar la remocién del contaminante, esta metodologia es
empleada en la biorremediacion; al suelo contaminado se le adicionan soluciones acuosas que
contengan nutrientes u otras formas alternas como los lodos residuales biosolidos
estabilizados, para estimular la actividad de los microorganismos, y mejorar asi la
biodegradacion de contaminantes organicos (Van Deuren et al., 2002) citado por Leyva
(2006).

2.2.3. Biodegradacion

Tedricamente, en este metabolismo el resultado es la produccion de CO2, H20 y
biomasa para obtener una mineralizacién completa de los hidrocarburos. La degradacion
aerobica de los HAP inicia con la accion de dioxigenasa, agregando un atomo de oxigeno a
dos atomos de carbono de un anillo de benceno. El resultado es cis-hidrodiol y la apertura del
anillo. En seguida se forman dihidroxilados intermedios por la accién de la enzima
deshidrogenasa y la reaccion del rompimiento del anillo produce compuestos intermedios del
ciclo del &cido tri-carboxilico, de acuerdo con Chauan et al., ademas Sukla et al. (2014).
Ghazali et al. (2004), mencionan que la biodegradacién de hidrocarburos complejos, requiere
de la cooperacién de mas de una sola especie de microorganismo, sobre todo cuando se desea
una mineralizacion completa hasta CO2 y H20. La capacidad degradativa de cualquier
consorcio no es unicamente un efecto aditivo de las cepas en lo individual, sino que se llega a
presentar una reaccion en cadena por los diferentes microorganismos, tal como lo reportado

por Komukai-Nakamura et al. (1996) mencionados por Ghazali et al. (2004), quienes
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reportaron una degradacion secuencial del petréleo crudo por cepas de Acinetobacter sp.,

seguida por Pseudomona putida.

2.2.4. Factores que afectan la biorremediacion

En suelos contaminados con hidrocarburos, la velocidad de biodegradacion depende de
factores como la naturaleza quimica del contaminante, la adaptacion de los microorganismos
al suelo, la toxicidad de la sustancia a tratar, el pH, la temperatura, el grado de agitacion y la
humedad del medio. Muchas pruebas de laboratorio demuestran que bajo condiciones
apropiadas de humedad y cantidad de nutrimentos, principalmente, algunos microorganismos
utilizan los hidrocarburos, sin embargo, los mecanismos y las tasas de biodegradacién son
diferentes segun los diversos tipos de petroleo, de acuerdo con su composicion (Volke y
Velasco, 2002). Los microorganismos producen una serie de catalizadores bioldgicos
denominados enzimas, que atacan las moléculas de hidrocarburos transformandolas en

productos mas facilmente asimilables (Araujo et al., 2006).

Uno de los aspectos méas cuestionados en el uso de la técnica de biorremediacion, son
las reacciones de oxidacién por ser las de mayor importancia en la biodegradacion de
hidrocarburos en condiciones aerobias y estan catalizadas por monoxigenasas, dioxigenasas,
lacasa y peroxidasas. En las reacciones quimiotrofricas, una parte del substrato es oxidado
para obtener energia y otra parte es asimilado dentro de la masa celular. Cuando la
degradacion se ocupa de hidrocarburos alifaticos saturados, el proceso es aerobio y el oxigeno
es necesario para iniciar el ataque microbiano a la molécula; al contrario, cuando la
degradacion es de hidrocarburos alifaticos insaturados puede efectuarse en forma aerobia y
anaerobia, como se procede con los hidrocarburos aromaticos (Ercoli et al., 2001) citados por
Leyva (2006).

En términos generales, y con lo mencionado, la biorremediacion es afectada por los

siguientes factores ambientales:

- La concentracion del contaminante en el suelo: si se presenta con valores altos pueden
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existir efectos de toxicidad sobre la poblacién microbiana y, por consiguiente, la
deficiencia de nutrientes en el suelo como nitrogeno y fdsforo;

La temperatura: tiene una gran influencia en la biodegradacion por su efecto sobre la
naturaleza fisica y quimica del petréleo y sus derivados. A bajas temperaturas la
viscosidad de los hidrocarburos aumenta, la volatilizacion de los alcanos de cadena
corta se reduce y también disminuye la solubilidad del O2 en H20, afectando de esta
manera la biodegradacion. En efecto, las tasas de degradacién aumentan cuando la
temperatura se incrementa (Pardo et al., 2004; Rios, 2005) citados por Nustez et al.
(2014).

La humedad: es otro factor importante porque actia como medio de transporte de
nutrientes y oxigeno a la célula ya que forma parte de su protoplasma bacteriano; este
proceso es indispensable para su crecimiento y desarrollo. Se considera que la
humedad 6ptima tiene que estar entre 20 - 75% de la capacidad de campo (Gémez, et
al., 2008).

Los nutrientes: representan uno de los factores mas relevantes por ser sustancias
qguimicas necesarias para la actividad microbiana y metabolica de los
microorganismos; estos constituyentes se deben encontrar disponibles para su
asimilacion y sintesis. Por lo tanto aumentan la disponibilidad de los nutrientes y asi la
eficiencia de la biorremediacion (Gémez, et al., 2008).

Los aceptores de electrones: son otro factor importante porque aumentan la actividad
de las poblaciones microbianas nativas o inoculadas (Hamdi, et al., 2007) citados por
Duque (2015). Por lo mismo, la energia necesaria para el crecimiento microbiano se
obtiene durante el proceso de oxidacion de materiales reducidos, donde las enzimas
microbianas catalizan la transferencia de electrones (los mas utilizados son el oxigeno
y los nitratos).

Los microorganismos: son necesarios para la biodegradacion de HTP en suelo y agua,
dado que a través de la actividad bioguimica, oxidan los hidrocarburos lo que se lleva a
cabo principalmente por bacterias, seguidas por los hongos, levaduras y algas, entre
otros (Rios, 2005) citado por Nustez et al. (2014). En los ecosistemas, en donde las
poblaciones microbioldgicas no son degradadoras, se emplean microorganismos

nativos, con el propdsito de incrementar la tasa de degradacion de los hidrocarburos.
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2.3. Microorganismos del suelo

En el suelo estan siempre presentes los microorganismos: procariotas y eucariotas
(bacterias, protozoos, algas y hongos). Estos juegan un papel muy importante en los procesos
de biorrecuperacion, ya que ellos participan en los ciclos del carbono, nitrogeno, azufre,

fosforo y otros minerales.

Las bacterias casi siempre son degradadoras primarias, desempefiando un papel
importante en la biodegradacion de contaminantes organicos en suelos. A diferencia de éstas,
compiten en menor grado los hongos metabolizando los compuestos organicos en estos
sistemas. Por ejemplo, en un suelo bien aireado, las bacterias y los hongos son importantes, sin
embrago en suelos pobremente aireados, las bacterias son las principales responsables de los
cambios biologicos y quimicos que en él suceden (Alexander, 1980). Ademas, existen también
plantas microscépicas que sirven como superficie sobre las cuales crecen organismos que a
través de su fotosintesis actian como fuente de oxigeno; también los animales microscopicos
sirven como captadores de macromoléculas, con la funcién de eliminar restos de particulas
flotantes. Igualmente, los protozoos consumen materia organica incluyendo a otros
microorganismos, a diferencia las algas son fotosintéticas y proveen oxigeno a los sistemas

microbianos y eliminan nutrientes inorganicos (Alexander, 1980).

2.3.1. Bacterias con capacidad de degradar hidrocarburos

Los microorganismos son muy importantes en el suelo por sus diferentes funciones
metabolicas implicadas en procesos ecosistematicos que incluyen: ciclos biogeoquimicos,
transformacion y mineralizaciébn de materia organica y degradacion de compuestos
xenobidticos (Torsvik el al., 1990; Whitman et al., 1998; Schloter et al., 2003), citados por
Yanine (2010). Existen bacterias que degradan una gran cantidad de sustancias toxicas,

reduciendo su caracter nocivo o incluso, volviéndolas inocuas para el medio ambiente.

En la biodegradacion de hidrocarburos participan bacterias con alta capacidad

degradativa, entre las que destacan los géneros: Brevibacterium, Spirilum, Xanthomonas,
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Alcaligenes, Arthrobacter, Nocardia, Flavobacterium, Vibrio, Acrhomobacter, Acinetobacter,
Micrococcus, Bacillus, Pseudomonas (P. aeruginosa, P. mendocina, P. aureofasciens),
Serratia (S. rubidae), entre otras (Leyva, 2006). (Cuadro 4).

Cabe resaltar que se ha reportado la degradacion de los HAP por bacterias de los géneros:
Pseudomonas, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Mycobacterium, Nocardia y Xanthomonas,
por ejemplo, el naftaleno es degradado por Alcaligenes denitrificans, Mycobacterium sp.,
Pseudomonas putida, P. fluerenscens, P. paucimobilis, P. vesicularis, P. cepacia,
Rhodococcus sp., Corynebacterium venale, Bacillus cereus, Moraxella sp., Streptomyces sp.,
Vibrio sp. Y Cyclotrophicus sp., y en fenantreno por Aeromonas sp., Alcaligenes faecalis, A.
Denifrificans, Arthrobacter polychromogenes, Beijerinckia sp., Micrococcus sp.,
Mycobacterium sp., Pseudomonas putida, P. paucimobilis, Rhodococcus sp., Vibrio sp.,

Nocardia sp., Flavobacterium. sp., Streptomyces sp. y Bacillus sp., (Samanta et al., 2002).

CUADRO 4. Géneros de bacterias degradadoras de hidrocarburos utilizadas en biorremediacion.
GENEROS DE BACTERIAS DEGRADADORAS DE HTP

Achromobacer Corynebacterium Nocardia
Acinetobacter Cytophaga Proteus
Alcaligenes Erwinia Pseudomonas
Artrobacter Flavobacterium Sarcinia
Bacillus Micrococcus Spirilum
Brevibacterium Mycobaterium Serratina
Chromobacterium Streptomyces

Tomado de Leyva (2006).

Entre los géneros de bacterias degradadoras de hidrocarburos se ubican como las mas
usadas: Pseudomonas y Microccus. Las bacterias del género Pseudomonas pertenecen a la
familia Pseudomonadaceae y poseen la habilidad de utilizar los hidrocarburos como fuente de
carbono. Las Pseudomonas son bacterias Gram negativas, constituyendo un género especifico
de los bacilos formados por bacterias oxidasa positivas y Gram negativas, destacando sus

aplicaciones en descontaminaciones ambientales (Maposita et al. 2011).

Al contrario, en el género Micrococcus se tienen bacterias cocos Gram positivas, de
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tipo estricto y pertenecen a la familia Micrococcaceae. Estas bacterias se encuentran
ampliamente distribuidas en la superficie de objetos inanimados, particulas de polvo y suelos
contaminados por hidrocarburos. Estos géneros de bacterias degradadoras de hidrocarburos
poseen capacidades degradadoras sobre un rango de sustratos mayores que las Pseudomonas.
Ademas poseen una mayor tasa de crecimiento sobre el fenantreno y el DBT (biodesulfuracién
de dibenzotiofeno), (Bossert y Bartha, 1984) citados por Loya (2013).

2.3.2. Degradacion bacteriana de los hidrocarburos

El primer paso en la degradacion microbiana de hidrocarburos aromaticos de petroleo
(HAP) es la accion de la dioxigenasa, la cual incorpora d&tomos de oxigeno a dos atomos de
carbono de un anillo de benceno, resultando en la formacion de cis-dihidrodiol el cual se
somete a la rearomatizacion por deshidrogenasa para formar dihidroxilados intermedios. Estos
se someten a una division de los anillos y forman &cido tricarboxilico que interviene en el
ciclo de Krebs. (Samanta et al., 2002).

La degradacion de materiales organicos en ambientes naturales se realiza
principalmente por dos grupos de microorganismos: bacterias y hongos; las més utilizadas en
este proceso son las bacterias. Las bacterias representan a los procariontes con amplia
distribucion en la biosfera; su rapido metabolismo y crecimiento, su plasticidad genética y su
habilidad para adaptarse rapidamente a varios ambientes, las hace ser altamente eficientes en
procesos de biorremediacion. Durante la pasada década, una gran variedad de
microorganismos ha sido aislada y caracterizada por su habilidad para degradar diferentes
HAP. Para mejorar la degradacion de los contaminantes, los microorganismos cuentan con
cierta capacidad quimica, conocida como quimiotaxis, la cual les permite la atraccion o
repulsion a la presencia de cierto compuesto quimico. Algunos compuestos organicos toxicos
son quimioatrayentes de diferentes especies de bacterias tales como Pseudomona sp. y
Ralstonia sp., se ha encontrado un gen relacionado a la quimiotaxis en algunas especies tal

como P. putida (Samanta, 2002).

Aun asi, existen otros factores que pueden afectar la actividad microbiana degradadora
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de hidrocarburos, entre los cuales se tiene a la temperatura que afecta la actividad metabdlica
de los microorganismos y la tasa de biodegradacion. En lineas generales, se puede decir que
las especies bacterianas crecen en intervalos de temperatura bastante reducidos, entre 18 y 30°
C, o sea en condiciones mesdfilas. En los casos que se superan los 40° C se produce una
disminucion de la actividad microbiana, en cambio hay una rotacion poblacional hacia
especies mas resistentes a las altas temperaturas o puede decrecer la biorremediacion debido a
la desnaturalizacion de enzimas y proteinas. Cuando la temperatura se encuentra a 0° C se
detiene sustancialmente la biodegradacion (Gomez et al., 2008); estos efectos fueron también
reportados en temperaturas extremas, por ejemplo a 10° C en suelos subarticos y subalpinos, a
5° C en suelos articos, a 60° C por una cepa termofila de Bacillus stearothermhophilus aisladas
de un suelo contaminado con crudo de petréleo del desierto Kuwaiti (Torres y Zuluaga, 2009).

Otro factor que afecta la degradacion de los hidrocarburos es el pH, debido a que es un
factor importante que determina el grado de adsorcion de iones por las particulas del suelo,
afectando asi su solubilidad, movilidad, disponibilidad y sus formas (Volke y Velasco, 2002).

Por lo mencionado, las formas cationicas (NH**, Mg?*, Ca?*) son mas solubles a pH
acido mientras que formas anionicas (NOz, NO2, POs*, CI") son més solubles a pH alcalino.
El pH afecta las poblaciones microbianas, por la biodisponibilidad de fuentes de carbono y
energia y, en condiciones de pH extremadamente alcalinos o extremadamente &cidos, la
biodegradacion se hace lenta. Los suelos contaminados por hidrocarburos tienden a ser acidos,
y este aspecto limita el crecimiento y la actividad de los microorganismos. El rango optimo
para la biodegradacion esté entre 6 a 8 unidades de pH; incluso el pH afecta a la disponibilidad
de nutrientes, debido a que afecta la solubilidad y estado de los compuestos. La solubilidad del
fosforo se maximiza a pH de 6.5, mientras que el plomo se encuentra menos soluble a pH de 7
a 8. En general para minimizar el transporte de metales se recomienda un pH mayor a 6 (Rios,
2005), citado por Nustez et al. (2014).

2.4. Regulacion de los lodos residuales y de los biosolidos estabilizados

Se estima que en Meéxico, los lodos residuales generados por las 2,029 Plantas
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Tratadoras de Aguas Residuales (PTAR), se encuentran entre 640,000 y 10°000,000 toneladas
al afio (Rojas y Mendoza, 2012), con promedios de produccion de biosolidos base humeda que
van de 58 t afio™ por PTAR en Zacatecas a 11,915 t afio por PTAR en Nuevo Leon (Mejia,
2016).

De acuerdo con Jiménez y Wanh (2006) citados por Rojas y Mendoza (2012), de las
640,000 toneladas de lodos residuales que se generan, el 51% es estabilizado mediante
digestion anaerdbica; por consiguiente, no se recupera el biogds generado durante este
proceso, ya que el 76% de los lodos residuales, independientemente de su tratamiento, es

depositado como relleno a cielo abierto. (Rojas y Mendoza, 2012).

Los principales constituyentes del agua residual en las plantas de tratamiento incluyen
basuras, arena, espuma y lodo; este ultimo dependera de las caracteristicas del agua residual,
su edad y proceso de tratamiento, y es fuente potencial de materia organica y energia, pero por
su alto contenido de patégenos y metales pesados, requiere un proceso de estabilizacion.
(Pérez, 2016).

La Norma Oficial Mexicana NOM-004-SEMARNAT-2002 (DOF, 2003), establece las
especificaciones y los limites maximos permisibles de contaminantes en los lodos y biosélidos
provenientes del desazolve de los sistemas de alcantarillado urbano o municipal, de las plantas
potabilizadoras y de las plantas de tratamiento de aguas residuales, con el fin de posibilitar su
aprovechamiento o disposicion final y proteger al medio ambiente y la salud humana. Su
aplicacion consiste en observancia obligatoria para las personas fisicas y morales que generen
lodos y biosolidos provenientes del desazolve de los sistemas de alcantarillado urbano o

municipal, de las plantas potabilizadoras y de las plantas de tratamiento de aguas residuales.

Para que los biosoélidos puedan ser aprovechados, deben cumplir con la especificacion
y lo establecido de la presente Norma Oficial Mexicana. La aplicacién de los biosélidos en
terrenos con fines agricolas y mejoramiento de suelos se sujetara a lo establecido en la Ley
federal de Sanidad Vegetal y conforme a la normatividad vigente en la materia. Para la

disposicion final de los lodos y biosolidos, éstos deben cumplir con los limites maximos
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permisibles para el contenido del indicador de contaminacién, patégenos y parasitos
especificados en Norma. Los lodos y biosélidos que cumplan con lo establecido en la presente
Norma Oficial Mexicana (DOF, 2003). Esta Norma Oficial Mexicana no concuerda con
ninguna norma o lineamiento internacional, tampoco existen normas mexicanas que hayan

servido de base para su elaboracion.

2.4.1. Uso de los lodos estabilizados como fuente alterna de nutrientes

En la biorremediacion se han reportado muchos casos exitosos del uso de los lodos
residuales estabilizados (biosolidos), que sirven como una forma alternativa de nutrientes para
estimular a los microorganismos que actdan en la descontaminacién de suelos contaminados

con hidrocarburos.

De acuerdo con Metcalf y Eddy (2013), citados por Pérez, (2016), los lodos residuales
dependiendo de la fase de produccion, pueden contener los siguientes valores: Nitrogeno de
1.5 a 5 % base solido total (BST), Fésforo de 0.8 a 11% BST, Proteina de 20 a 41% BST,
Hierro de 2 a 8% BST y Contenido Energético de 14,000 a 29,000 KJ kg* BST.

Araujo et al. (2006) y Martinez-Prado et al. (2011), como resultado de la aplicacion de
lodos residuales a un suelo contaminado por hidrocarburos, consignan una remocién de los
HTP del 66 al 93%, lo cual atribuyeron al enriquecimiento en el suelo con los nutrimentos

contenidos en los lodos, asi como a la humedad y aireacion en el suelo.

Para seleccionar la tecnologia de remediacion adecuada se debe tener en consideracion:
caracteristicas del sitio; tipo de contaminante, concentracion; propiedades fisicoquimicas y

tipo de suelo a tratar; y por ultimo el costo.

2.5. Efecto de contaminantes de HTP en plantas

Los bioensayos con plantas estan siendo considerados, de manera creciente, para el
diagnostico ecotoxicoldgico, ya que constituyen una excelente herramienta en la evaluacién

del riesgo ambiental. Representan una metodologia ventajosa al brindar informacion acerca de
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alguna sustancia que resulte toxica en el medio, es decir, algiin agente que pueda producir un
efecto adverso en el sistema bioldgico, dafar su estructura o funcion, o producir la muerte.
(Pentreath et al., 2015).

Existen varias pruebas conducidas con la finalidad de determinar la curva de respuesta
a concentraciones de diversos contaminantes, entre ellos los hidrocarburos en suelos
contaminados, evaluando el efecto en el establecimiento de la semilla en la siembra-

emergencia, la floracién y la maduracién del fruto, entre otros. (OECD, 2006).

La NOM-138/SEMARNAT/SS-2003 (DOF, 2005) establece como limites maximos
permisibles de HTP en el suelo de uso agricola y/o de conservacion, valores que van de 200
mg kg suelo base seca para la fraccion ligera a 3,000 mg kg suelo base seca para la fraccion

pesada.

Al respecto, Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia (2004), determinaron en su estudio que
concentraciones elevadas de petroleo promueven la germinacion de semillas y yemas, sin

embargo, se inhibid el crecimiento, longitud de raiz, biomasa y nodulacion.

Por su parte, Vazquez-Luna et al. (2010), expresan que altas concentraciones de HTP
en el suelo, desencadenan dafios fisioldgicos como el retraso y disminuciéon de tasas de
emergencia para Crotalaria incana L. y Leucaena leucocephala Lam. Este efecto puede
atribuirse a que el petréleo forma una capa que limita la absorcion de agua y nutrimentos por

la raiz, lo cual puede afectar el posterior desarrollo y fructificacion.

Asi mismo, Quifiones-Aguilar et al. (2003), refieren que ciertas recolecciones de maiz,
expresan una mejor respuesta en emergencia y crecimiento de raiz en suelo contaminado con
concentraciones de HTP de 25,000 mg kg de suelo base seca, aunque al incrementarse la
concentracion de hidrocarburos se inhibid el crecimiento. Chaineau et al. (1997) citados por
Quinones-Aguilar et al. (2003), mencionan que la resistencia de semillas de algunas especies
vegetales a la contaminacion con petroleo muestra el siguiente decremento: girasol > frijol >

trigo > trébol > maiz > cebada > lechuga.
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3. HIPOTESIS

Dado que los microorganismos son los agentes primarios de la degradacion de
contaminantes organicos en el suelo, al incrementar, mediante la bioestimulacion con
lodos residuales estabilizados, la densidad de microorganismos nativos resistentes en un
suelo contaminado, se acelera la degradacion de los hidrocarburos totales de petroleo
(HTP). EI nivel de degradacion que se logra mediante la accion microbiana de cepas
nativas bioestimuladas con lodos residuales estabilizados, permite las condiciones
adecuadas para una buena germinacion y emergencia de plantas, presentando las mismas

caracteristicas que las plantas germinadas en un suelo no contaminado en la zona.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar la efectividad de los lodos residuales en la bioestimulacion de
microorganismos nativos que degraden hidrocarburos totales de petréleo (HTP) en suelos

contaminados.

4.2. Objetivos especificos

1) Aislar y seleccionar los microorganismos resistentes nativos de un suelo contaminado
con hidrocarburos.

2) Evaluar el efecto del uso de microorganismos resistentes a hidrocarburos y lodos
residuales estabilizados sobre las caracteristicas fisicas y quimicas de un suelo contaminado
con hidrocarburos.

3) Evaluar el efecto de los tratamientos de diferente concentracion de hidrocarburos en el

desarrollo inicial de maiz.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. MATERIALES

5.1.1. Area de estudio

Para este trabajo se selecciond un sitio afectado recientemente por una fuga de
combustible debido a un robo del ducto de 16” en ¢l km 284 de Santa Anita a Salamanca
propiedad de PEMEX, coordenadas 20°33°20.5” N y 103°3°63” W (Figura 2), de acuerdo a lo

reportado por el periddico en linea El Informador.mx (Informador.mx, 18 de mayo de 2014) y

la revista en linea Proceso (Proceso.com.mx, 19 de mayo de 2014). El derrame se presentd en
el oleoducto de Pemex donde se localizaron dos tomas clandestinas con dos valvulas de cierre
rapido de 2” cada una, sucedido el domingo 18 de mayo 2014. La fuga de méas de 30 m de

altura (EIl Informador.mx, 18 de mayo de 2014), afecté un area de la Delegacion de La Villita

(Figura 3), Municipio de Tala, Jalisco, México; de esta fuga se derivé un derrame de gasolina
contaminando 400 m? de superficie junto a un camino, en torno del cual hay sembradios de

cafia y pastizales (Informador.mx, 18 de mayo de 2014).
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FIGURA 2. Ubicacion del ducto afectado en el kilbmetro 284 de la carretera Santa Anita a

Salamanca de PEMEX, en la localidad de La Villita, en Tala, Jalisco, México.

29



La zona en estudio se caracteriza por un clima semicalido subhdmedo con lluvias en
verano. Su temperatura media anual es de 18 - 22 °C y su precipitacion anual es de un rango de
800 — 1,100 mm. El tipo de suelo en esta zona es Phaeozem (70.3%), Arenosol (17.6%) y
Leptosol (9.7%), principalmente (1IEG, 2016).

FIGURA 3. Area afectada por el derrame de hidrocarburos en la Delegacion de La Villita,

Municipio de Tala, Jalisco, México.

5.1.2. Materiales utilizados en campo

- Medidor meteoroldgico de bolsillo, Kestrel® 4000 Pocket Weather Tracker.

- Nueve cubetas de plastico de capacidad de 20 L para el experimento al exterior de
biorremediacion, perforadas con 5 poros de 1 mm de didmetro en su base para la
lixiviacion.

- Tres cubetas de plastico con tapas de capacidad de 20 L para el transporte de los lodos
residuales biosolidos, desde la Planta Tratadora de Aguas Residuales (PTAR) del
municipio de Chapala, Jalisco, México.

- Nueve bolsas de plésticos de color blanco libres de contaminantes para el interior de
las cubetas de plastico que transportan las muestras de suelo contaminado por el
derrame de hidrocarburos en estudio.

- Tres plasticos de color negro resistente de tamafio 3x3 m para la mezcla del suelo.
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- Nueve frascos de vidrio con capacidad para 500 g para la recoleccién de las muestras
de suelo contaminado por el derrame de hidrocarburos, para ser transportado al
laboratorio para sus analisis cromatografico.

- Palas de acero con manija de madera con punta mango anilla, para excavacion de 15 -
30 cm de profundidad.

- Espétula de acero inoxidable para la toma de muestras de suelo para su anélisis en el
cromatografo.

- Guantes de latex para el muestreo.

- Jabdn extran® para la limpieza de las palas usadas durante el muestreo.

- Agua destilada para la limpieza de la espatula antes de recolectar cada muestra.

- Hielera de pléstico de 40 L de capacidad para el transporte al laboratorio de las
muestras de suelo contaminado con hidrocarburos.

- 2 bolsas de 7 Kg de hielo para el transporte de las muestras de suelo para el analisis

cromatografico y mantener a una temperatura de 4 °C, aproximadamente.

5.1.3. Material y equipo de laboratorio

Reactivos, material y equipo utilizado en estudio microbioldgico:
Agar Soya Tripticaseina. Marca DIBICO SA de CV.
Caldo de Soya Tripticaseina. Marca DIBICO SA DE CV.
Exctracto de Levadura. Marca BD BIOXON®.
Sulfato de Amonio. Marca JT BAKER®.
Fosfato de Potasio Dibasico, Anhidro. Marca Baker Analyzed®, Reactivo.
Fosfato de Potasio Monobésico, Cristal. Marca JT BAKER®.
Sulfato de Magnesio Pentahidratado. Marca MERCK.
Autoclave Eco: Jencons Sealpette.

Campana de flujo laminar: Fomes. Modelo S179.
Pipetor: Biohit Midi Plus.

Micropipetas: Rainin PipeteLite.

Estufa de incubacion: Shel-Lab. Modelo 1510 E.

Incubadora bacterioldgica: Felisa®.
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Agitador: Orbital Shaker. Modelo OS-200.

Contador de colonia de Quebec: Novatech. Modelo CC-100.
Microscopio de campo claro: Nikon serie Eclipse. Modelo E100.
Potenciometro: Beckman. Modelo +40 pH meter digital.
Agitador Orbital: T-E-M-A.

Conductimetro: YSI. Modelo 35 conductance meter.

Horno de secado: Felisa. Modelo FE-293 AD.

Equipo utilizado para el analisis cromatogréafico:

La identificacion de los derivados de petroleo, como son los hidrocarburos, se realizo
mediante la comparacién de los cromatogramas de las muestras analizadas. La cuantificacion
estd basada en la respuesta del detector de ionizacion de flama en modalidad estandar externo.
En el Cuadro 5 se muestran las condiciones en las que se realizaron las determinaciones de los
hidrocarburos en las muestras de suelo, estimadas en base a los valores considerados como

contaminantes de acuerdo a la EPA (1996).

CUADRO 5. Condiciones seleccionadas en base al tipo de columna, asi como a la sensibilidad de respuesta

y separacion de picos de los diversos compuestos que conforman la gasolina.

Parametro Valor del parametro
GAS ACARREADOR NITROGENO
PRESION 5 Ib pul?

FLUJO 0.9 m min*
VELOCIDAD 19.7 cm seg?t

FLUJO DE DIVISION 43 mL min?
TEMPERATURA INICIAL 40°C

TEMPERATURA FINAL

de 40280 °C (5°C min*)
80°C

de 80 a 200 °C (15°C min'?)
200°C

de 200° a 295°C (25°C min)
295°C

TEMPERATURA DEL INYECTOR 220°C
TEMPERATURA DEL DETECTOR 250°C
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Balanza analitica: Adventure™ OHAUS, muestra a analizar en base himeda (3.5 g aprox).
Ultrasonido: Ultrasonik Ney.

Cromatatdgrafo de Gases (CG): Hp. Modelo 5890A SERIES 1.

CG - Fid: con un detector de ionizacién por flama.

Columna: Alltech:

FHASE: SE-54

ECONO-CAP

ID columna: 0.53 mm, longitud de la columna: 30 m.

5.1.4. Lodos residuales utilizados en el estudio

Los lodos residuales utilizados en el experimento proceden de la planta tratadora de
aguas residuales (PTAR) del municipio de Chapala (Figura 4). Estas muestras de lodos
residuales o biosolidos, se obtuvieron mediante donacion de la Comision Estatal del Agua de
Jalisco (CEA), cumpliendo ciertos requisitos para su trasportacion y tomando en cuenta las
recomendaciones que se hicieron por parte de la dependencia estatal segin el uso que se

pretendid dar a estos lodos ya estabilizados.

FIGURA 4. Planta Tratadora de Aguas Residuales (PTAR) del Municipio de Chapala, Jalisco.

Estos lodos son tratados de acuerdo a la norma NOM-004-SEMARNAT-2002 (DOF,
2003), y resultan del saneamiento del agua en esta planta de Chapala, los cuales son

calificados como excelentes en funcion de su contenido de metales pesados, asi como agentes
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patdgenos Yy parasitos, representando una grande oportunidad para sus usos. El tratamiento que
se les dio a los lodos estabilizados usados en el experimento fue a través de un proceso de
digestion anaerobia (en ausencia de oxigeno), a temperatura de 38 °C, de lo que resultan los
lodos biosolidos (Figura 5), con caracteristicas que los hacen aptos para la recuperacion de

suelos contaminados (Mantilla, 2015).

FIGURA 5. Tratamientos de los lodos residuales estabilizados de la
PTAR de Chapala.

5.1.5. Material vegetal
Para realizar la prueba de desarrollo vegetal del suelo en estudio se utilizaron 14

macetas con capacidad de 500 g y 56 semillas de Zea mays, variedad JS-913, marca Semillas

JS proveniente de la empresa Neekxita S.P.R. de RL.
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5.2. METODOS

5.2.1. Primera etapa: caracterizacion del suelo contaminado y no contaminado, asi como

la obtencidn de las bacterias autoctonas a utilizar en el experimento ex situ

El primer muestreo del suelo (30 de marzo de 2015), se realizO para las
determinaciones fisico-quimicas del suelo, asi como para el estudio y obtencion de bacterias
autoctonas que mostraran capacidad de sobrevivencia en condiciones de derrame de
hidrocarburos. Para esto se inicié con un recorrido del area afectada por el derrame de
hidrocarburos (gasolina) tomando al azar y mediante un muestreo sistematico semialineado y a

una profundidad de 15 a 20 cm una muestra compuesta por 5 submuestras (Figura 6).

Para la muestra de suelo utilizada en la obtencion de bacterias autdctonas, en esta
misma zona afectada y en los mismos puntos, se procedié a tomar una muestra compuesta
haciendo uso de una espatula que fue desinfectada con alcohol previamente en cada

submuestreo, colocando las submuestras en frasco de vidrio esterilizado.

FIGURA 6. Primer muestreo de suelo contaminado con hidrocarburos de 20-35 cm de profundidad en
la zona afectada.

Asi mismo, en el area colindante que no sufrio afectaciones por el derrame y siguiendo

la misma técnica del muestreo de suelos, se tomé otra muestra compuesta formada por cinco
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submuestras, esta muestra de suelo no contaminado se usé como referencia de las condiciones

naturales del suelo sin contaminar.

A. Caracterizacion fisica y quimica de las muestras de suelo.

Todas las muestras de suelos recolectadas en este primer muestreo en el area en
estudio, se sometieron a determinaciones fisicas y quimicas establecidas en la NOM-021-
RECNAT-2000, (DOF, 2002). Textura del suelo se realiz6 por el método del Hidrémetro de
Bouyoucos; Potencial Hidrégeno (pH) en el suelo se realizé por el método electrométrico
(Determinacion de Acidez activa y Acidez intercambiable) en una relacion suelo:agua de 1:2;
Conductividad Eléctrica (C.E.) en el suelo se realizo a través del método del conductivimetro
en una relacion suelo:agua de 1:2; Materia organica del suelo, se realiz6 mediante el método
de Walkley y Black; Capacidad de intercambio catidnico (CIC) del suelo se realiz6 a traveés el
método del Acetato de Amonio; Densidad aparente (Da) del suelo se realizd por el método de
la parafina 0 método del terron; Densidad real (Dr) del suelo se realizé por el método del
Picnémetro; Porosidad del suelo se realizé por el célculo a partir de los valores de Densidad

aparente (Da) y Densidad Real (Dr), a través la siguiente formula:

. DT a
Porosidad% = O x 100

T

La determinacion de la humedad (W%) del suelo es la relacion, se realizé mediante el
calculo del contenido de humedad de la muestra, mediante la siguiente formula:

W, — W,
W%=%x100

S

En donde:

W % = es el contenido de humedad de la muestra en porcentaje.
Wu = Peso himedo del suelo en gramos.

Ws = Peso seco de la muestra en gramos.
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La determinacion de los nutrientes: nitrato (NO3), amonio (NH4"), fésforo (P), potasio
(K), calcio (Ca) y magnesio (Mg), se realizd por el Metodo de Morgan en todas las muestras
de suelos de los tratamientos del experimento y de las muestras recolectadas en el &rea

afectada por el derrame de hidrocarburos en La Villita, Municipio de Tala, Jalisco, México.

B. Contenido de hidrocarburos.
La determinacion del contenido de hidrocarburos se realizé siguiendo la metodologia EPA
8015B (EPA, 1996), para moléculas de hidrocarburos que contienen cadenas lineales entre 12

a 28 atomos, es decir C12 a Cos.

C. Aislamiento y seleccion de las bacterias autoctonas del suelo contaminado con
hidrocarburos.

De las muestras de suelo en el primer muestreo proveniente del derrame de
hidrocarburos se analizaron en laboratorio de Microbiologia Celular del Centro Universitario
de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias (CUCBA), se separaron 10 g de la muestra de suelo
en condiciones aséptica se depositaron en un matraz que contenia 90 ml de agua destilada
estéril. Esta mezcla fue agitada vigorosamente para su homogeneizacién, y se obtuvo la

primera dilucion de 107

CUADRO 6. Medio de cultivo (caldo basal) usado para el aislamiento de los microorganismos presentes en

el suelo contaminado con hidrocarburos.

COMPUESTO CANTIDAD
(NH4)2S04 Sulfato de Amonio 709
KH2PO4 Fosfato de Potasio Monobasico, cristal 579
K2HPO4 Fosfato de Potasio Dibasico, anhidro 23¢9

MgSOs ¢ 7TH.O  Sulfato de Magnesio Pentahidratado 229

H.O DESTILADA 1000 mi

De esta dilucidn, se extrajo con una pipeta estéril 1 ml de la mezcla y se deposit6 en un
tubo que contenia 9 ml de agua destilada estéril y se obtuvo una dilucion de 102, Se realizaron
diluciones seriadas hasta la dilucion 107. De cada una de las diluciones por separado se

inoculé 1 ml en cajas de Petri con Agar soya tripticaseina (marca Dibico). Posteriormente
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fueron incubadas a 30 °C por 24 a 48 horas. Posteriormente se determind la cantidad de
mesofilos aerobios en la muestra de suelo gramo de muestra, se seleccionaron y aislaron

colonias de acuerdo a su morfologia bacteriana (Cuadro 6).

En total de colonias seleccionadas fueron cultivadas de manera individual en medio
basal suplementado con y sin levadura se seleccion6 el medio de cultivo que presento mas
crecimiento y posteriormente se observa el desarrollo a diferentes concentraciones de
hidrocarburo (gasolina) con la finalidad de determinar si las cepas bacterianas son capaces de
crecer en presencia de una concentracion mayor de hidrocarburo, de la presente en el suelo
contaminado muestreado. Se sembraron por triplicado cada cepa bacteriana a una
concentracion de 1x10” UFC en caldo basal (Cuadro 6) con extracto de Levadura (0.4%) mas
1% de gasolina, ajustado a un pH a 5.3, durante 48 horas a 30 °C posteriormente se
cuantificaron en cajas de agar soya tripticaseina para determinar la sobrevivencia de cada
cepa bacteriana.

De las bacterias que presenten desarrollo a hidrocarburos se sometieron a
concentraciones mayores para seleccionar aquellas que tengan mayor capacidad de sobrevivir

a altas concentraciones de este compuesto, tanto de manera individual como en consorcio.
Las bacterias seleccionadas que mostraron mayor crecimiento bacteriano en los ensayo
de sobrevivencia de esta primera etapa, con el medio basal con levadura mas las

concentraciones de gasolina, se clasificaron de acuerdo a caracteristicas tintoriales.

5.2.2. Segunda etapa: instalacion del experimento ex situ para evaluacion de

tratamientos de biorremediacién

En la segunda etapa se instalo un experimento para evaluar el efecto de la
biorremediacion, en macetas colocadas en un area del CUCBA, llamado experimento ex situ.
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5.2.2.1. Determinacion del contenido de HTP en el suelo al inicio del Experimento
ex situ.

Para el experimento ex situ, se realizd un segundo muestreo del suelo en la zona
contaminada por hidrocarburos, el dia 30 de noviembre de 2015, para lo cual se seleccionaron
5 puntos de los que se tomaron entre 15 a 18 kg de suelo, depositandolo en las cubetas de
plastico de 20 L de capacidad (Figura 7), las cuales fueron utilizadas para el experimento de

biorremediacion.

FIGURA 7. Cubetas usadas para el experimento ex situ y muestreo en la Delegacion La Villita, Jalisco,

Meéxico.

Para tener un comparativo del nivel de contaminacion en el suelo en este segundo
muestreo, se tomaron dos muestras, una en la zona contaminada y la otra en la zona no
contaminada. Estas dos muestras representativas de ambas areas, fueron de aproximadamente
400 g, y recolectadas mediante una espatula de acero inoxidable limpia y libre de
contaminantes y depositadas en frascos de vidrio (Figura 8). Las muestras se protegieron de tal
forma que se evitara la fuga del contaminante al exterior, asi como dafios que pudieran
producirse durante su traslado, lo cual se aseguré con una hielera con hielo para tener una
temperatura de 4° C aproximadamente; fueron trasladadas al laboratorio del Centro de
Estudios y Proyectos Ambientales del Departamento de Ingenieria de Proyectos del Centro
Universitario de Ciencias Exactas e Ingenierias de la Universidad de Guadalajara, o mas

rapido posible para evitar pérdidas mayores del hidrocarburo de acuerdo a la NOM-138-
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SEMARNAT/SS-2003 (SEMARNAT, 2005), en el cual se determin6 el nivel de
contaminacion en suelo mediante el método EPA 8015B, (EPA, 1996).

FIGURA 8. Muestras de suelo destinadas a los andlisis cromatograficos en la fase inicial del experimento

de biorremediacion.

5.2.2.2. Preparacion del experimento ex situ de biorremediacion

El experimento se instalo el martes 1 de diciembre de 2015 (un dia después del
segundo muestreo del suelo contaminado), en un area del Centro Universitario de Ciencias
Bioldgicas y Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de Guadalajara y delimitada con
palitos de madera y constituida con base de tarimas cubiertas con lona de plastico de color
negro. El area de la instalacién del experimento de Biorremediacion fue de 4x6 m y se
establecieron 9 unidades experimentales, cada una conformada por un recipiente de plastico de

20 litros de capacidad y a una distancia de 1m entre estas unidades (Figura 9).

El experimento se realiz6 bajo un disefio completamente aleatorio con tres
tratamientos, incluido el testigo, y tres repeticiones. Cada unidad experimental contenia un
total de 15 Kg de suelo contaminado proveniente del area afectada por el derrame de
hidrocarburos totales de petrdleo (HTP) del 18 de mayo de 2014, en la Delegacion de La
Villita.
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FIGURA 9. Vista de la instalacion del experimento de biorremediacion en el area del CUCBA.

El Tratamientol constd del cultivo mixto (= 5 X 10° UFC/mI) de las cepas bacterianas
autoctonas seleccionadas en la primer etapa de este estudio. El consorcio de las cepas
bacterianas seleccionadas para remediar el suelo contaminado se inocularon mediante una
pipeta con la concentracion = 5 X 106 UFC ml? por tratamiento (Figural0) y se realizo el
martes 1 de diciembre de 2015 alrededor de las 11:30 PM en la instalacién del experimento de

Biorremediacion.

FIGURA 10. Biomasa bacteriana seleccionada para el experimento de biorremediacion ex situ.
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El Tratamiento 2 consistio en la aplicacion de los lodos residuales provenientes de la
Planta Tratadora de Aguas Residuales de Chapala mas cultivo mixto bacteriano (= 5 X 108
UFC ml?). Los lodos residuales fueron pesados para tener 2.7 kg y posteriormente mezclados
con el suelo contaminado para homogeneizar sobre una lona de plastico negro libre de
contaminante, y se le agregd a cada unidad el cultivo mixto bacteriano. De esta forma se
aplicd en cada unidad 2.7 Kg de lodo residual estabilizado y cultivo mixto bacteriano (= 5 X
10° UFC miY).

El Tratamiento 3 se consider6 como Testigo conteniendo solo el suelo contaminado en
las condiciones naturales propuestas del experimento sin la aplicacion de ningin material

extra; este tratamiento ser4 mencionado como Testigol.

El primer dia del experimento fue fechado el miércoles 2 de diciembre de 2015 y la
duracién de todo el experimento propuesto de Biorremediacion fue de un lapso de 90 dias por
lo que el dltimo dia del experimento fue el lunes 29 de febrero de 2016.

Una vez finalizado el experimento se obtuvieron muestras de las unidades
experimentales para la determinacion de niveles contaminantes de hidrocarburos, lo cual se
hizo siguiendo la recomendacién de toma y manejo de muestras de la NOM-138-
SEMARNAT/SS-2003 (SEMARNAT, 2005), llevando las muestras en hielera a una
temperatura aproximada de 4°C, al laboratorio del Centro de Estudios y Proyectos
Ambientales del CUCEI de la Universidad de Guadalajara, para su determinacién mediante
cromatografia de gases de acuerdo al metodo EPA 8015B (EPA, 1996). Asi mismo, se
caracterizo de nuevo el suelo de cada tratamiento mediante las determinaciones fisicoquimicas
con las técnicas establecidas para ello en la NOM-021-RECNAT-2000 (DOF, 2002).
Posteriormente, se realizaron los conteos de bacterias para evaluar el desarrollo microbiano en

cada tratamiento.
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5.2.3. Prueba bioldgica en plantulas de maiz

La toxicidad se evalia mediante bioensayo y determina los pardmetros para observar la
toxicidad que puede ocasionar un derrame de hidrocarburos a un organismo vegetal, en este
caso semilla de maiz; se pretendié ademas conocer los efectos fitotoxicos que provocan los

HTP permitiendo valorar y determinar los efectos de riesgo asociados a su exposicion.

Posteriormente a la etapa final del experimento de Biorremediacion, el jueves 21 de
abril de 2016 a las 12:40 pm se instald el experimento de desarrollo vegetal donde se
sembraron con la misma profundidad de 2 cm por cada maceta con capacidad de 500 g (14 en
total), 4 semillas de Zea mays, variedad JS-913, marca Semillas JS proveniente de la empresa

Neekxita S.P.R. de RL, en condiciones naturales y sin adicion de fertilizante.

Esta prueba requirié de 14 macetas y tuvo como duracion 15 dias para observar el
comportamiento del desarrollo vegetal de estas semillas de la misma variedad, con estas
diferentes condiciones propuestas, bajo un disefio completamente al azar con tres repeticiones

por tratamiento.

Los tratamientos estudiados fueron: Tratamiento 1 el suelo resultante del experimento
ex situ de la aplicacion de la cepas bacterianas autoctonas; el Tratamiento 2 el suelo resultante
del experimento ex situ tratado con la mezcla de lodos residuales estabilizados + cepa
bacteriana autoctona; el Tratamiento 3 se considerod el suelo testigo del experimento ex situ;
Tratamiento 4 una muestra de suelo contaminado extraido recientemente de la zona de estudio
previo a este experimento y con niveles elevados de HTP; y se utilizd6 como Testigo una
muestra de suelo extraido recientemente de la zona no contaminada. Estos dos ultimos

tratamientos utilizaron muestras de suelo recolectadas el martes 19 de abril de 2016.

Como variables de estudio en este experimento se consideraron dias a emergencia
contados como el nimero de dias transcurridos desde la siembra y hasta la emergencia de
plantula. A los 15 dias de la siembra se extrajeron las plantas, se lavaron con mucho cuidado

las raices y se les midié la longitud final de raiz en centimetros a partir de la base del tallo y
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hasta la punta del pelo radical mas largo, y altura total de planta medida en centimetros desde

la base del tallo hasta la parte de inicio de la hoja recientemente formada.

5.3. Analisis estadisticos

Los datos se procesaron elaborando una base de datos en el programa Minitab version
16.1.0 (Minitab Inc., 2010). Se establecieron como variables independientes las UFC gr?, la
longitud Tallo-Raiz, la longitud Tallo-Apice y como variables de respuesta se tomaron:
Testigol; Tratamientol; Tratamiento2; Suelo Contaminado; Suelo No Contaminado. Con
estos datos se realizd un andlisis de varianza (ANOVA), para determinar las diferencias
significativas entre todos los tratamientos analizados. Posteriormente se realizd un ANVA
entre todos los tratamientos del experimento de biorremediacion entre las variables de la

materia organica, el pH y la conductividad eléctrica.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Para llevar a cabo el estudio de biorremediacion del suelo contaminado, éste se dividio
en tres etapas: la primera abarca el diagndstico de las condiciones del suelo contaminado vy el
aislamiento de bacterias a utilizar en la biorremediacion; la segunda etapa consto del
establecimiento del experimento de biorremediacion, mencionado como experimento “ex
situ”, ya que las muestras del suelo contaminado fueron tratadas fuera de la zona de
contaminacion, debido a que en dicha zona se corrian riesgos de inseguridad al encontrarse en
un area aislada; por ultimo, la tercera etapa se realiz6 para evaluar la capacidad el suelo
resultante de los tratamientos de biorremediacion en el experimento ex situ, para permitir el

desarrollo de una especie vegetal sin efectos de toxicidad.

6.1. Primera etapa: caracterizacion del suelo contaminado y no contaminado, asi como la

obtencion de las bacterias autoctonas a utilizar en el experimento ex situ

El muestreo y trabajo analitico para la caracterizacion de los suelos contaminados por
derrames de hidrocarburos totales de petréleo (HTP) son costosos; sin embargo, también
resulta costoso la restauracion o eliminacion del contaminante cuando el dafio excede a las
concentraciones aceptables como en el caso en estudio del derrame de hidrocarburos del
pasado 18 de mayo de 2014 que contamind un area de la delegacion La Villita, Municipio de

Tala, Jalisco, México.

En el primer muestreo se realizd6 con el fin de recolectar muestras de suelo
contaminado para la etapa microbioldgica de aislamiento y seleccion de las cepas bacterianas
utilizadas posteriormente en el experimento de biorremediacién, se encontrd el area afectada
con cambio en el color del suelo, sin vegetacion, con residuos oleosos de hidrocarburos

(gasolina) y percibiendo un fuerte olor de gasolina (Figura 11).
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FIGURA 11. Situacion ambiental encontrada en el suelo afectado por el derrame de HTP en el

muestreo realizado el lunes 30 de marzo de 2015.

6.1.1. Caracterizacion fisicoquimica del suelo

Para esta caracterizacion, el suelo fue clasificado como suelo contaminado y suelo no
contaminado, extraidos de la zona afectada con HTP y zona no afectada adyacente,

respectivamente.

El suelo en estudio recolectado en el area de la delegacion La Villita (Jalisco)
proveniente del derrame de hidrocarburos ocasionado el 18 de mayo de 2014, una vez
caracterizado, presento las caracteristicas indicadas en el Cuadro 7, en el que se muestra tanto

el suelo contaminado como el suelo no contaminado cercano a la zona del derrame de HTP.

Los resultados obtenidos al analizar el suelo contaminado con HTP y el suelo no
contaminado cercano al area en estudio, presentan aspectos visibles caracterizados por un
color oscuro en seco y en himedo, colores que se atribuyen a la presencia del contaminante
(gasolina) derramado en el suelo y, en efecto esto se observé solo en el suelo derramado por
HTP.

Con referencia a los datos del Cuadro 7 se observa que ambos suelos, suelo
contaminado y suelo no contaminado, muestran valores de pH acido lo que puede ser debido a
la presencia de los hidrocarburos que acidifican el suelo y por la degradacion de la materia
organica que genera acidos organicos que acidifican el mismo medio (Martinez y Lépez,
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2001), sin embargo estos valores de pH no se encontraron en un intervalo adecuado para la
degradacion del contaminante, ya que las condiciones favorables estdn entre 6.0 y 8.0
unidades como mencionan Martinez y Lopez (2001).

Cuadro 7. Caracteristicas del suelo contaminado y no contaminado.

SUELO SUELO NO
CONTAMINADO CONTAMINADO

pH 4.93 4.68
CONDUCTIVIDAD ELECTRICA (C.E. dS m™}) 0.3 0.7
MATERIA ORGANICA (M.0.%) 0.84 1.88
ARENA (%) 88.08 72.92
ARCILLA (%) 2.28 4.8
LIMO (%) 9.64 22.28
CAPACIDAD DE INTERCAMBIO CATIONICO
(C.1.C. cmolc kg?) 8.75 13.69
DENSIDAD APARENTE (D.A. gcc?) 1.32 1.29
DENSIDAD REAL (D.R. gcct) 2.26 2.16
POROSIDAD (%) 41.59 40.27
HUMEDAD (%) 1193 e
NITRATOS (NOzppm) 2.057 45
AMONIO (NH.s* ppm) <12 <12
FOSFORO (P ppm) 25 25
POTASIO (K ppm) 250 > 250
CALCIO (Ca ppm) 1.200 1.600
MAGNESIO (Mg ppm) 125 50

Los valores de la C.E. en ambos suelos no presentaron diferencias notorias y quedan en
una clasificacion de “efectos despreciables de salinidad” de acuerdo con la NOM-021-
SEMARNAT-2000. Este parametro en presencia de la gasolina aumenta, pero en este caso no
aumento, ademas tiene un valor dentro los rangos Optimos para el desarrollo vegetal de la

mayoria de los cultivos sembrados en la zona.

La M.O. en ambos suelos resultd en nivel bajo de acuerdo con la NOM-021-
SEMARNAT-2000 (DOF, 2002), lo que puede deberse a que de acuerdo con Martinez y
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Lopez (2001), el método de Walkley y Black no logra oxidar compuestos de hidrocarburos

con cadenas Cos a Css, que estan presentes en el combustdleo.

Comparando los valores del tamafio de particulas del suelo, como % de arena, limo y
arcilla en el tridngulo de texturas como se indica en la NOM-021-SEMARNAT-2000 (DOF,
2002), el suelo no contaminado muestra textura franco arenoso a diferencia del suelo
contaminado que presentd una textura arenosa, ambos tipos de textura favorecen la
transferencia de oxigeno atmosférico permitiendo una mejor degradacion de los hidrocarburos,
de acuerdo a lo mencionado por Marin et al. (2005) y Trindade et al. (2005), mencionados por
Ferreira et al. (2013).

La D.A. muestra variaciones minimas considerando que el suelo present6 altos valores
de hidrocarburos no permisibles segin lo establecido en la norma oficial NOM-138-
SEMARNAT/SS-2003 (DOF, 2005). La D.R. es afectada en altas concentraciones de
hidrocarburos, y el valor que resulté en el suelo contaminado no es asi tan afectado y por lo
mismo presentd un valor similar al no contaminado; esto comportamiento se manifiesta
cuando las particulas del suelo adsorben gasolina y el mismo se ve afectado directamente con
la disminucion de la D.R. < de 1 g cc. La porosidad no fue preocupante en el suelo
contaminado, debido también a que la contaminacion por gasolina no produjo alteraciones

significtivas.

La humedad es una de las variables mas importantes para favorecer la degradacién de
contaminantes organicos por los microorganismos; el rango de humedad recomendado para
una técnica de biorremediacion es de 25 a 75% (Gomez, et al. 2008), y el suelo en este estudio
resultd con un bajo valor de humedad, lo que pudiera haber inhibido la actividad microbiana.

La C.I1.C. resultd baja y acorde al tipo de textura franco arenosa y arenosa, asi como
valores bajos de materia organica en ambos suelos. Estos valores indican bajo poder de
retencion de iones de hidrocarburos, asi mismo no se presentan cambios notorios en la CIC

por efecto de la presencia de hidrocarburos, lo que concuerda con los resultados reportados
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por Martinez y LOpez (2001), quienes no consignan cambios en la CIC debidos a la

concentracion y tipo de hidrocarburos.

El contenido nutrimental en ambos suelos, resulta en niveles bajos para N, P, K y
medio para Ca y Mg, estos valores indican condiciones pobres para el desarrollo microbiano,
de acuerdo a lo indicado por Gémez et al. (2008). Para un buen desarrollo microbiano, se
requiere de una buena fuente de carbono, como son los hidrocarburos, pero al mismo tiempo,
es importante contar con fuentes de los otros nutrimentos, que permitan el incremento de

microorganismos Yy asi la degradacion de los materiales contaminantes.

6.1.2. Obtencidn de cepas bacterianas nativas para el experimento ex situ

A. Aislamiento de cepas bacterianas nativas del suelo contaminado y seleccion de las de
mayor crecimiento
Después de haber aislado las cepas bacterianas presentes en el suelo derramado con
hidrocarburos de la delegacion La Villita, Jalisco, se sometieron a una primera prueba de
sobrevivencia en un medio basal con levadura y el 1% de gasolina de acuerdo a lo reportado
por Maposita et al. (2011), las 20 cepas bacterianas diferentes de acuerdo con caracteristicas

morfolégicas (Cuadro 8 se muestra la descripcién realizada de cada una de las cepas aisladas).

Con base en estos datos de desarrollo bacteriano en condiciones de HTP se
seleccionaron las cuatro cepas bacterianas que presentaron un mayor crecimiento real de la
colonia en el medio basal liquido adicionado con gasolina, identificadas como BACT. 7 con
5.52 Logio UFC mlt, BACT. 8 con 5.50 Logio UFC ml, BACT. 13 con 5.59 Logio UFC ml™?
y BACT. 17 con 5.32 Logio UFC ml™2,

B. Ensayo de sobrevivencia a diferentes niveles de contaminante
En el segundo ensayo de sobrevivencia en medios de cultivo con dos niveles de
hidrocarburo (1.5% y 2% de gasolina) afiadido al medio basal con levadura, incubadas a 30 °C

de 24 a 48 horas, todo por duplicado a los que fueron sometidas las cuatro cepas bacterianas
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seleccionadas y los 10 consorcios entre ellas, se obtuvieren los resultados mostrados en la

Figura 12.

CUADRO 8. Crecimiento bacteriano de las 20 cepas aisladas en Logi0UFC ml* por el ensayo de

sobrevivencia en un medio basal con levadura (0.4%) y 1% de gasolina con su respectiva morfologia

colonial.
CEPA LogioUFC ml? Morfologia Colonial: Color, forma, borde.
BACTERIANA
BACT. 1 NO SE PRESENTO

CRECIMIENTO
BACT. 2 4.66 Color amarillo, forma irregular, borde ondulado
BACT. 3 4.55 Color blanco amarillado, forma irregular, borde dentado
BACT. 4 4.13 Color amarillo claro, forma irregular, borde dentado
BACT. 5 4.61 Color blanco, forma irregular, borde ondulado
BACT. 6 4.72 Color blanco amarillado claro, forma irregular, borde ondulado
BACT. 7 5.52 Color amarillo, forma irregular, borde ondulado
BACT. 8 5.50 Color blanco amarillado claro, forma circular, borde entero
BACT. 9 4.70 Color amarillo claro, forma irregular, borde dentado
BACT. 10 4.77 Color blanco amarillado, forma circular, borde entero
BACT. 11 5.21 Color amarillo, forma irregular, borde ondulado
BACT. 12 4.84 Color blanco amarillado, forma circular, borde entero
BACT. 13 5.59 Color blanco, forma irregular, borde lobulado
BACT. 14 4.87 Color blanco amarillado, forma irregular, borde ondulado
BACT. 15 4.85 Color amarillo claro, forma irregular, borde ondulado
BACT. 16 4.61 Color blanco, forma irregular, borde rizoide
BACT. 17 5.32 Color blanco, forma irregular, borde ondulado
BACT. 18 4.69 Color amarillo claro, forma irregular, borde ondulado
BACT. 19 4.87 Color blanco, forma irregular, borde ondulado
BACT. 20 4.77 Color amarillo, forma irregular, borde ondulado

De acuerdo con los resultados reportados en esta figura, las cepas bacterianas muestran
un mejor desarrollo con el tratamiento del 1.5% de gasolina, debido a que el medio de la
concentracion de 2% empezé a inhibir ligeramente el desarrollo microbiano de las cuatros
cepas bacterianas sembradas y sus consorcios, excepto con la cepa individual 13, la cual

muestra un incremento de UFC en el tratamiento de 2% de gasolina.
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FIGURA 12. Sobrevivencia con 1.5 y 2% de gasolina de cepas aut6ctonas aisladas del derrame de HTP
en la localidad de la Villita seleccionadas en la prueba de sembradas individualmente y en consorcios

C. Seleccién de la cepa nativa con sobrevivencia a condiciones contaminantes para ser
utilizada en pruebas de biorremediacion

Las cepas con mayor crecimiento fueron sometidas a una ultima prueba de

sobrevivencia con el tratamiento de 1.5% de gasolina, con el propdsito de evaluar el

incremento de la poblacidn en cada consorcio seleccionado en la prueba anterior y también en

cada cepa individual sembrada. Las cepas seleccionadas y los consorcios formados para este

ensayo se muestran en el Cuadro 9.
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CUADRO 9. Sobrevivencia de bacterias en medio basal con levadura (0.4%) y las concentraciones de 1.5%

y 2% de gasolina

IDENTIFICACION DE CEPA BACTERIANA

1=BACT. 7 (INDIVIDUAL)

2 = BACT. 7-8 (CONSORCIO)

3= BACT. 7 -13 (CONSORCIO)
4=BACT. 7 -17 (CONSORCIO)

5= BACT. 7 - 8 — 13 (CONSORCIO)
6=BACT.7- 8- 13— 17 (CONSORCIO)
7=BACT. 7 - 13 -17 (CONSORCIO)

8 = BACT. 8 (INDIVIDUAL)

9= BACT. 8 - 13 (CONSORCIO)

10 = BACT. 8 — 17 (CONSORCIO)

11 = BACT. 8 — 13— 17 (CONSORCIO)
12 = BACT. 13 (INDIVIDUAL)

13 = BACT. 13 - 17 (CONSORCIO)

14 = BACT. 17 (INDIVIDUAL)

En la Figura 13 se reporta el crecimiento de los microorganismos autdctonos
microbianos del suelo contaminado en estudio; esta prueba tuvo el objetivo de evaluar
diferentes combinaciones de las cepas bacterianas que presentaron mayores incrementos en su
desarrollo; dando como resultado un mayor crecimiento de UFC del consorcio 8-13 debido a

su mejor adaptacion en su medio ambiente nativo contaminado por el derrame de HTP.

Con el resultados de las pruebas anteriores se seleccioné el consorcio de las cepas
bacterianas autdctonas 8-13 del suelo contaminado con hidrocarburos de la delegacion de La
Villita, como inoculos de los microorganimos degradadores de hidrocarburos para el siguiente
experimento de Biorremediacion. Esta seleccion concuerda con los resultados obtenidos por
Marchal et al. (2003), quienes concluyeron que uno de los factores que permite el éxito en la

degradacion de hidrocarburos es la combinacion de cepas, es decir la formacion de consorcios.
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FIGURA 13. Sobrevivencia bacteriana de cepas autoctonas de la Delegacién La Villita a 1.5% de
gasolina aisladas del derrame con hidrocarburos en Tala, Jalisco

Las cepas seleccionadas para preparar los tratamientos a aplicar en el experimento ex
situ se conformaron por las siguientes cepas:

BACT. 8, Gram +, género Micrococcus sp.

BACT. 13, Gram +, género Bacillus sp.

La seleccion de dos cepas Gram positivas, no concuerda con los resultados obtenidos
por Van-Hamme et al. (2003) y Echeverri et al. (2010), quienes establecen en su estudio, que
las bacterias Gram negativas tienen una ventaja importante en la degradacion de HTP frente a
las Gram positivas, debido a que las primeras tienen lipopolisacaridos en su membrana, lo que
les permite la formacion y estabilizacion de emulsiones de hidrocarburos y por lo tanto un

incremento en la superficie de ataque del contaminante.

6.2. Segunda etapa: evaluacién de tratamientos de biorremediacion y prueba biolégica

El lunes 30 de noviembre de 2015, dia de la instalacion del experimento dentro el area

del CUCBA para realizar caracterizacion fisicoquimica, se encontré el suelo todavia con
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perturbaciones ambientales detectadas visualmente y la gasolina derramada presente todavia
en los primeros centimetros de profundidad del suelo, no obstante el lapso de tiempo
transcurrido desde el derrame de hidrocarburos.

Se presentaron casi las mismas condiciones que se observaron en el primer muestreo
realizado el 30 de marzo de 2015, con la Unica diferencia que se observoé el crecimiento lento
de unas malezas, que fue debido a mezcla de suelo libre de contaminante con lo contaminado,
pero en el mismo tiempo la gasolina derramada tendié a dispersarse entre las parcelas
cercanas, provocando que los hidrocarburos pudieron afectar area cercana al sitio donde

ocurrio tal derrame de HTP.

6.2.1. Contenido de HTP en el suelo, al inicio del experimento ex situ

Previo a la instalacion del experimento ex situ, las muestras de suelo contaminado y no
contaminado fueron analizadas para medir la concentracién de hidrocarburos, con los

resultados mostrados en la Figura 14.

El pico en el minuto uno del cromatograma del suelo contaminado (Figura 14)
corresponde al solvente que se utilizd en el cromatograma y los picos que aparecen después
del minuto uno corresponden a los hidrocarburos que componen a la gasolina. Para determinar
la cantidad de gasolina que se extrajo se integra matematicamente cada pico del cromatograma
después del minuto uno y asi obtener un area de cada uno de ellos; se suman y se obtiene un
area total, la cual se comprara con el area de un blanco conocido y la relacion de areas es
proporcional a la cantidad de miligramos de gasolina por kilogramo de suelo. Esto se observa
en el Cuadro 10, en el que la suma de estos picos para el suelo contaminado da un valor de
11,193.4 mg kg? en base himeda. Este valor queda muy por arriba a los limites maximos
permitidos en la NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 (DOF, 2005) que se muestran en el Cuadro
11.
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FIGURA 14. Cromatogramas de las muestras de suelo contaminado (izquierda) y no contaminado
(derecha), recolectadas en el area en estudio de la delegacion de La Villita, Jalisco, México el lunes 30 de
noviembre de 2015, previo a la instalacion del experimento de biorremediacion ex situ.

Como comparacion, este resultado es obtenido después de haber transcurrido 18 meses
del derrame del hidrocarburo, esto es, inicialmente la concentracion debio haber sido mucho
mayor. Tal es el caso del estudio realizado por Martinez-Prado et al. (2011) quienes informan
de valores de HTP de hasta 51,191 mg kg™ en base seca de un suelo proveniente del taller de

una empresa minera que estuvo en constante contaminacion.

CUADRO 10. Resultados de las muestras de suelo contaminado y no contaminado recolectadas el 30 de
noviembre de 2015 analizadas por el método EPA 8015B-1996, por GC/FID.

HTP fraccion ligera y media, mg kg base

MUESTRAS hameda
SUELO CONTAMINADO 11,193.4
SUELO NO CONTAMINADO <10

Por el contrario, en el suelo no contaminado, se observa el pico en el minuto uno del
cromatograma que corresponde al solvente utilizado, pero no se detecta ningin complejo de
hidrocarburos de la gasolina, ya que no aparece ningun pico después del minuto uno, esto es,
gue la muestra analizada no contiene ningun contaminante, por lo tanto este suelo se encuentra
dentro del rango permisible segin lo establecido en la norma oficial NOM-138-
SEMARNAT/SS-2003 (DOF, 2005) (Cuadro 11).
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CUADRO 11. Limites maximos permisibles del contenido de hidrocarburos en suelo. (DOF, 2005)

USO DE SUELO PREDOMINANTE (mg kg) BASE HUMEDA

AGRICOLA, RESIDENCIAL Y INDUSTRIAL Y
FORESTAL, RECREATIVO COMERCIAL
FRACCION DE PECUARIO Y DE
HIDROCARBUROS CONSERVACION
LIGERA 200 200 500
MEDIA 1200 1200 5000
PESADA 3000 600 6000

6.2.2. Contenido de HTP en el suelo al final del experimento ex situ

Al trascurrir los 90 dias del experimento de biorremediacion con los tres tratamientos a
evaluar, suelo contaminado (Testigo), suelo contaminado inoculado con el consorcio de cepas
autoctonas con mejor sobrevivencia a los HTP (Tratamiento 1) y suelo contaminado inoculado
por el consorcio de cepas autdctonas mas aplicacion del 15% de lodos residuales estabilizados
(Tratamiento 2), se determind la concentracion de HTP en cada unidad experimental,

obteniendo los resultados mostrados en la Figura 15.

De acuerdo con los resultados del contenido de HTP en los tratamientos del lunes 29
de febrero de 2016, dia ultimo del experimento de Biorremediacion, se reportan todos los
cromatogramas del Testigo, Tratamiento 1 y Tratamiento 2 como se observa en la Figura 16,
con valores negativos. El Gnico pico que se observa es el del solvente en el minuto uno, lo que
significa que en las nueve muestras (tres repeticiones por cada tratamiento), no se tiene
presencia de hidrocarburos totales de petroleo (HTP). Se observa que incluso las unidades
experimentales del Tratamiento Testigo, no muestran contenido de HTP, por lo que se
procedio a realizar un tercer muestreo en la zona afectada con la finalidad de corroborar estos

resultados.
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FIGURA 15. Cromatogramas de todos los tratamiento del experimento biorremediacion en la
etapa final.

Como resultado de la muestra obtenida el 19 de abril del 2016, 22 meses después del
derrame del hidrocarburo, el cromatograma indico presencia de HTP, como se observa en la
Figura 16, con un valor acumulado de HTP de 4,835 mg kg™ base hiimeda. Este resultado
sigue siendo superior al maximo permitido para un uso agricola, pecuario, forestal o de
conservacion de acuerdo al Cuadro 11, por lo que es necesario explicar por qué en el

experimento ex situ, aun el Tratamiento Testigo, no reportd hidrocarburos.

Se considerd que las causas de la no presencia de HTP en el suelo testigo y que
pudieron también afectar el resultado en los otros tratamientos, fueron principalmente las
condiciones ambientales presentadas durante el periodo del experimento, del 1 de diciembre

de 2015 al 29 de febrero de 2016, en el cual durante el mes de diciembre se presentaron
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precipitaciones altas como se observa en el Cuadro 12; esto pudo provocar la lixiviacion de los
HTP, ya que las macetas que conformaron cada unidad experimental no eran muy profundas,
aproximadamente de 30 cm, y el suelo en estudio tuvo una textura arenosa; asi mismo durante
los meses de enero y febrero se presentaron condiciones de fuerte viento, lo que también pudo

provocar la volatilizacion mas rapida de los HTP.
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FIGURA 16. Cromatograma de la muestra de suelo contaminado recolectada en el &rea en estudio de

la delegacion de La Villita, Jalisco, México el martes 19 de abril de 2016.

Otro factor importante de mencionar es que la obtencion del suelo contaminado para el
experimento ex situ, se realizd6 mediante un muestreo aleatorio en el area afectada por el
derrame y las sub-muestras obtenidas fueron mezcladas para el llenado de las macetas,
proceso en el cual el mismo manejo del suelo permitié una aireacion lo que probablemente
provoco la volatilizacion de parte de los HTP. Al respecto, Volke y Velasco (2002),
mencionan que dentro de las técnicas utilizadas para la eliminacion de hidrocarburos del suelo,
se encuentran el lavado del suelo y la aireacion forzada, por lo que son viables las
suposiciones antes mencionadas. Esto permitié evaluar adecuadamente los tratamientos a

probar, pero aun asi, se prosiguio con el estudio.
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CUADRO 12. Medias climéaticas mensuales de la estacion meteoroldgica de la Base Aérea Militar No. 5,

Zapopan, Jalisco.

DICIEMBRE ENERO FEBRERO
TEMPERATURAS 16.4°C 14.4°C 17.1°C
VIENTOS 9.6 Kmh! 12.7 Kmht 11.0 Km h?
HUMEDAD RELATIVA 68.9% 54 % 42.1%
%
PRECIPITACION 27.5mm e 5mm

6.2.3. Caracterizacion fisicoquimica del suelo al final del experimento ex situ

Al final del experimento, que tuvo una duracion de 90 dias, se caracterizaron todos los
testigos y tratamientos por triplicado con un total de nueve unidades. Se analizaron sus
propiedades fisicas y quimicas (Cuadrol3) para observar si se presento alteracion en ellas en
la etapa final experimento de Biorremediacién y poder hacer asi una comparacion con las

propiedades del suelo contaminado caracterizado al inicio del experimento.

De acuerdo con el Cuadrol3, los resultados obtenidos del pH de todos los tratamientos
fueron moderadamente &cido y acido, con solo dos excepciones del Tratamientol en el cual se
presentd al final del experimento un pH neutro y el Tratamiento2 que presentd el pH mas
acido respecto a los demas analizados. Al iniciar el experimento, el suelo contaminado por
HTP tenia un pH de 4.93 (&cido), sin embargo a los 90 dias de instalado el experimento se
detectaron en casi todos los tratamientos un aumento de pH, con las Unicas diferencias de dos
tratamientos con los lodos residuales estabilizados en los que se detectd una disminucion de
pH.
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CUADRO 13. Caracterizacion fisicoquimica de todos los tratamientos de biorremediacion en la etapa final del experimento ex situ.

TEST. TEST. TEST. TRATAM. TRATAM. TRATAM. TRATAM. TRATAM. TRATAM.
1! 12 13 1! 12 13 2t 22 23
pH 6.02 5.19 5.30 6.05 5.39 5.02 4cido 5.02 4.42 4.63
Moderad. Moderad.  Acido Neutro Acido Acido Extrem. Acido
Acido Acido Acido
C.E.dSm? 0.04 0.04 0.04 0.06 0.05 0.03 1.14 1.59 1.42
M.O. % 0.69 0.75 0.94 0.94 1.00 0.94 1.25 1.06 1.30
Muy Muy pobre  Muy Muy pobre Pobre Muy pobre Pobre Pobre Pobre
pobre pobre
%H 17.39 6.25 19.98 33.10 20.04 28.85 31.99 26.39 45.54
NOs™ ppm 2.057 4.15 2.057 1.027 1.025 1.010 24.55 24.55 24.55
Bajo Medio Bajo Muy bajo Muy bajo Muy bajo Muy alto Muy alto Muy alto
NH4* ppm 12 35 12 80 12 12 280 80 medio alto 150
Bajo Medio Bajo Medio alto Bajo Bajo Muy alto Alto
P ppm 25 25 25 25 25 25 > 150 100 100
Medio Medio Medio Medio Medio Medio Muy alto Alto Alto
K ppm 60 60 60 120 60 60 > 250 > 250 > 250
Bajo Bajo Bajo Medio Bajo Bajo Muy alto Muy alto Muy alto
Ca ppm 500 500 500 500 500 500 1600 1200 1200
Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Alto Medio alto Medio alto
Mg ppm 50 50 12 125 125 50 > 125 > 125 125
Medio Medio alto  Bajo Alto Alto Medio alto Muy alto Muy alto Alto
alto
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Resultados similares son reportados por Gémez et al. (2009), quienes indican un
incremento en el pH de 5.4 al inicio del experimento a 7.4 al final del tratamiento de
biorremediacion. No asi lo obtenido por Martinez y Lépez (2001), quienes no reportaron

variaciones en el pH del suelo estudiado.

La conductividad eléctrica (C.E.) no muestra diferencias con respecto al valor de
C.E al inicio del experimento con excepcion de las réplicas del Tratamiento 2 que
resultaron con un aumento de algunas unidades y este comportamiento fue debido a la
adicion de lodos residuales estabilizados. Al realizar el analisis de varianza entre la
conductividad eléctrica y los tratamientos en estudio se determind que existe diferencia
significativa (P<0.05) para el Tratamiento 2; esto demuestra que el suelo contaminado
sometido al Tratamiento de biorremediacion produce efectos sobre este parametro y se
atribuye esta significancia a la adicién de los lodos estabilizados que contienen cantidades
de sales (Martinez-Prado et al., 2011).

La M.O. es un parametro que aumenta en forma proporcional a la concentracion de
hidrocarburos, pero estos efectos se manifiestan cuando el suelo contaminado es de textura
arcillosa, mientras, en el caso del suelo en estudio la M.O. presentd en todas sus unidades
experimentales valores de M.O. muy pobre tanto al inicio como al final del experimento de
biorremediacion. Estadisticamente el parametro materia organica en todos los tratamientos
del experimento resultd, mediante el analisis de varianza, que no existe diferencia
significativa (P<0.05), aun en el Tratamiento 2 correspondiente a la aportacion de lodos
residuales estabilizados, probablemente tambieén afectados por las condiciones de

lixiviacion antes mencionadas.

La humedad es también una de las variables mas importantes para favorecer la
degradacion de los hidrocarburos por los microorganismos autéctonos del suelo en estudio,
siendo un nivel éptimo entre el 30 y 90% (Gomez et al., 2008). Asi como la presencia de
humedad favorece la degradacion de HTP; también es necesaria la presencia de aire entre
los poros del suelo. En el presente estudio, solo 3 de las 9 unidades experimentales

reportaron valores dentro de este rango, pero debe recordarse que se presentaron
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condiciones de precipitacion durante los tres meses que durd el experimento, lo cual

aseguraria un adecuado desarrollo microbiano.

En lo referente a los nutrimentos, las unidades experimentales correspondientes a
Testigo y Tratamiento 1, muestran valores de muy bajo a medio, mientras que las unidades
del Tratamiento 2 mostraron valores nutrimentales entre medio alto a muy alto, esto ultimo
debido a las aportaciones hechas por los lodos residuales estabilizados. Al respecto Xu y Lu
(2010), Ta-Chen et al. (2010) y Taccaria et al. (2012), citados por Nustez et al. (2014)
mencionan que las aportaciones de fuentes de N y P originan cambios en la poblacion
microbiana y aumentos de la degradacion de hidrocarburos, favoreciendo el crecimiento de
especies dominantes. Asi mismo, aunque en este estudio no se realizd un analisis
nutrimental de los lodos residuales utilizados, se observa un incremento notable en el
contenido de calcio, lo cual concuerda con lo reportado por Campos et al. (2009), quien
encontro valores de calcio en lodos residuales estabilizados de 53 mg g de material seco, y
que tiene efectos directos en el valor de la conductividad eléctrica del suelo.

6.2.4. Evaluacion de las concentraciones de cepas bacterianas al final del experimento

ex situ

Para cada una de las unidades experimentales se realizaron por triplicado los
conteos de las UFC por gramo de suelo. En el Cuadro 14 se observan los promedios y

desviaciones estandar por cada tratamiento.

Cuadro 14. Medias y desviaciones estandar del LnUFC g%, resultantes de los tratamientos de

biorremediacion en el experimento ex situ.

FUENTES REPLICAS MEDIA DEVIACION
ESTANDAR
TESTIGOL 9 7.799 0.194
TRATAM.1 9 12.009 0.078
TRATAM.2 9 12.986 0.085

Desviacién conjunta = 0.130
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Se observa un mayor desarrollo de UFC para los Tratamientos 1 y 2, los cuales
recibieron el consorcio de cepas resistentes a las condiciones de contaminacion de HTP de
la zona de estudio. Al respecto Rivera-Cruz et al. (2004) y Gémez et al. (2009), reportan
valores cercanos a 9 LnUFC g para el Tratamiento de atenuacion natural, equiparable a
nuestro Testigo, un valor cercano a 23 LnUFC g para el Tratamiento de bioestimulacion
que corresponderia al Tratamientol y sélo reportado por Gomez et al. (2009), valores entre
19 a 23 LnUFC g para el Tratamiento de bioaumentacion, similar a nuestro Tratamiento 2
recordando que se inocularon en ambos tratamientos la misma cantidad del mixto
bacteriano (= 5 X 10° UFC ml™). Dichos valores son mayores a los reportados en el
presente estudio, ya que en ambos estudios se utilizaron como in6culo cepas bacterianas
recolectadas en suelos que se mantenian en condiciones de contaminacion de HTP de
manera constante. Este tipo de bacterias degradadoras de hidrocarburos presentan alta
resistencia a enzimas de los contaminantes, permitiendo que puedan sobrevivir y degradar
los HTP de acuerdo a lo mencionado por Herndndez-Acosta et al. (2003), Gomez et al.
(2009) y Echeverri et al. (2010).

Se realizé una transformacion de Box-Cox y se aplicd un analisis de varianza de la

variable UFC g, obteniendo como resultados los mostrados en el Cuadro 15.

CUADRO 15. ANOVA de las UFC gr de los tratamientos de biorremediacion en la etapa final

del experimento.

Fuentes de GL SC CM F P

variacion

TRATAMIENTOS 2 136.75 68.378 74015.7 <0.05
7 9 1

RESIDUALES 24 0.4087 0.0170

Valor critico F = 3.53

Las concentraciones de las UFC g* en los conteos de los microorganismos
presentes en todos los tratamiento del experimento de biorremediacion en su etapa final
mostraron mediante el andlisis de varianza diferencia significativa (P<0.005) entre los
tratamientos evaluados. Se concluye que los promedios de las unidades formadoras de
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colonias por gramo son diferentes para todos los tratamientos (suelo contaminado en sus
condiciones naturales, suelo contaminado con mixto bacteriano seleccionado y suelo
contaminado con mixto bacteriano y lodo residual estabilizado), quedando como intervalos
de confianza al 95% los valores estimados para el Testigo 2: 147.91 — 2,767.63 UFC g*;
para el Tratamiento 1: 156,066.99 — 172,812.07 UFC gy para el Tratamiento 2:
412,696.06 —461,175.21 UFC g*.

500000 +

400000 + |

300000

UFC g-1

200000 +

100000 +

TESTIGO TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 2

FIGURA 17. Grafica “Boxplot” de las concentraciones de UFC g entre los tratamientos del

experimento.

En la gréfica de caja (Figura 17) se observa una diferencia muy marcada entre los
promedios de los tres tratamientos. ElI Tratamiento Testigo muestra la menor cantidad de
UFC comparado con el Tratamiento 1 que recibié el in6culo del consorcio; esta diferencia
responde a que el consorcio logré incrementar su desarrollo debido a que las cepas
seleccionadas en la primer etapa de este estudio, si fueron degradadoras de hidrocarburos y
su combinacién (Cepa 8 y Cepa 13), incremento ese efecto. Respecto al Tratamiento 2, se
observa el efecto de los lodos residuales estabilizados que se aplicaron al suelo, ya que esta

fuente nutrimental beneficio al consorcio. Acorde a Morgan-Sagastume et al. (2008), los
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microorganismos asilados en suelos con lodos estabilizados poseen mayores actividades de
peroxidasas y oxigenasas, que permiten la oxidacion de algunas fracciones de petroleo y
mediante esta oxidacion cambian las propiedades de los compuestos haciéndolos
susceptibles a ataques secundarios y facilitando su conversion a bidxido de carbono y agua
(Torres, 2003).

Como resultado de la inoculacion en los tratamientos de suelo contaminado con
HTP en el experimento ex situ para evaluar biorremediacion, a pesar de no haber logrado el
control total, al final de dicho experimento se observd mayor desarrollo de
microorganismos de las dos cepas bacterianas seleccionadas por su sobrevivencia a las
condiciones de contaminacion de HTP en el suelo en comparacion con el suelo
contaminado y no tratado. Este crecimiento mostrado tanto en el suelo contaminado que
solo recibid el in6culo, como el suelo contaminado que recibid indculo y aportacion de
lodos residuales, es un indicativo de que las bacterias autdctonas pueden ser seleccionadas
para la biorremediacion, y mas aun, si se combinan con algin método de bioestimulacion

como el uso de los lodos residuales estabilizados.

6.3. Tercera etapa: prueba bioldgica

Debido a los problemas presentados durante el experimento ex situ relacionados con el
clima y manejo del suelo contaminado, se decidio realizar este experimento con los suelos
de los tratamientos provenientes del experimento ex situ, agregando dos tratamientos mas,
uno correspondiente al suelo no contaminado y otro correspondiente al suelo contaminado

de la zona de estudio sin tratamiento alguno.

Para esto se realizo un tercer muestreo el dia 19 de abril. En dicho muestreo se observo
que el suelo contaminado aun presentaba caracteristicas visuales de contaminacion y aun
persistia el fuerte olor a hidrocarburos, siendo que ya habian transcurrido 22 meses desde el
derrame del contaminante. Esta muestra de suelo contaminado presentd una concentracion
de HTP de 4,835 mg kg* base hiimeda, como se mencion6 en el inciso B del apartado

7.2.1. Este valor queda todavia arriba del limite permisible para suelos agricolas, de
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acuerdo a la NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 (DOF, 2005) cuyos valores se muestran en
el Cuadro 11 del inciso B de este apartado.

6.3.1. Resultado de la emergencia de plantulas de maiz

En este ensayo bioldgico se observaron diferencias de la emergencia de las plantulas de
maiz, como se muestra en la Figura 18, en la que en condiciones de laboratorio, fueron
sometidas cuatro semillas de maiz en cada uno de los tres tratamientos del experimento ex
situ, mas dos tratamientos que se afiadieron, uno con el suelo contaminado recién
muestreado y otro con suelo no contaminado, y a los 15 dias después de la siembra se
realizo el conteo de plantulas emergidas.

FIGURA 18. Semillas de maiz germinadas por cada muestra de suelo evaluado el lunes 5 de mayo
de 2016.

En el Cuadro 16 se registraron los resultados del porcentaje de emergencia obtenido

en cada uno de los tratamientos y sus repeticiones. Todos los tratamientos tuvieron una
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emergencia del 100% con excepcion del Tratamiento del suelo contaminado recientemente
muestreado, en el que dos de sus repeticiones presentaron 75% de emergencia y la restante
el 50%.

Se observa una disminucion de germinacion en las unidades experimentales
correspondientes al Tratamiento de suelo contaminado recientemente muestreado de la
zona afectada, esto indica que aun se muestran cantidades residuales de HTP que afectan la

emergencia de la planta.

CUADRO 16. Etapas de germinacion de las 4 semillas por maceta de cada muestra de suelo en

el experimento biolégico.

TRATAMIENTO Y SIEMBRA PLANTULAS EMERGENCIA (%)
REPETICION EMERGIDAS

TESTIGO1! 4 SEMILLAS MAIZz 4 100
TESTIGO1? 4 SEMILLA MAIiz 4 100
TESTIGO1® 4 SEMILLAS MAIz 4 100
TRATAMIENTO1! 4 SEMILLAS MAIz 4 100
TRATAMIENTO12 4 SEMILLAS MAIz 4 100
TRATAMIENTO13 4 SEMILLAS MAIz 4 100
TRATAMIENTO2? 4 SEMILLAS MAIz 4 100
TRATAMIENTO2? 4 SEMILLAS MAIz 4 100
TRATAMIENTO2? 4 SEMILLAS MAIz 4 100
SUELO 4 SEMILLAS MAiz 2 50
CONTAMINADO1!

SUELO 4 SEMILLAS MAIz 3 75
CONTAMINADO1?

SUELO 4 SEMILLAS MAizZ 3 75
CONTAMINADO1®

SUELO NO 4 SEMILLAS MAizZ 4 100
CONTAMINADO1!

SUELO NO 4 SEMILLAS MAIz 4 100

CONTAMINADO1?

Como se muestra en el Cuadro 17, se observaron diferencias significativas entre los

tratamientos utilizados en este ensayo, para la variable emergencia de plantulas de maiz.
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CUADRO 17. Resultado de la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis de la emergencia de

plantulas en los tratamientos evaluados.

Valor de y? Valor p

33.89 <0.0001

Este comportamiento advierte que el suelo contaminado no es muy apto para un
buen desarrollo vegetal (Sarmiento et al., 2003), tal como lo demuestran Quifiones-Aguilar
et al. (2003), quienes consignan resultados similares a los del presente trabajo para semillas
de diferentes variedades de maiz, con porcentajes de emergencia a los 15 dias después de la
siembra de mas del 70% para cinco variedades en suelo no contaminado y del 40% al 75%
para cinco variedades en suelo contaminado con 25,000 mg kg™de suelo, valor cinco veces
mayor a lo presentado en el suelo contaminado de reciente muestreo. El suelo resultante del
experimento ex situ en el presente estudio, mostré un comportamiento similar al suelo no

contaminado.

6.3.2. Resultados de la longitud del tallo de plantulas de maiz

Respecto a los valores obtenidos de la longitud del tallo, el analisis de varianza
mostrado en el Cuadro 18, indica diferencias significativas entre los tratamientos, siendo las

longitudes de tallo mas cortas las obtenidas en el suelo contaminado de reciente muestreo.

CUADRO 18. ANOVA de las longitudes del tallo de todos los tratamientos evaluados.

FUENTES GL SC SC CM F P
AJUSTADO AJUSTADO

TRATAMIENTOS 4 532.36 532.09 133.02 9.07 0.007

REPLICAS 2 11.03 11.03 5.52 0.38 0.699

ERROR 7 102.62 102.62 14.66

TOTAL 13 646.01
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Los valores de medias obtenidos para cada tratamiento se muestran en el Cuadro 19.
Se observa que el Tratamiento 2 correspondiente al suelo contaminado e inoculado con el
consorcio de bacterias y bioestimulado con lodos residuales, mostré la mejor respuesta en
la longitud de tallo de plantulas, lo que puede deberse al enriquecimiento nutricional
aportado por los lodos residuales y que se demostro en los analisis del suelo al finalizar el

experimento ex situ.

Respecto a los Tratamientos Testigo 1 (suelo contaminado sin tratar), Tratamiento 1
(suelo contaminado inoculado con el consorcio de bacterias), ambos obtenidos al finalizar
el experimento ex situ, y el Tratamiento del suelo no contaminado, se observan medias muy
similares. Por el contrario, el Tratamiento del suelo contaminado recientemente muestreado
(tomado en campo el 19 de abril de 2016, dos dias antes del ensayo bioldgico), arrojé el
valor de media de longitud de tallo de plantula mas bajo de todos los tratamientos,
indicando el efecto residual de los HTP después de 22 meses de ocurrido el derrame en la

zona de estudio, resultados similares a los reportados por Ogbo (2009).

CUADRO 19. Prueba POST HOC Tukey de comparacion de medias para la longitud de tallo de

plantulas de maiz en el experimento bioldgico.

TRATAMIENTO MEDIA
Tratamiento 2 (suelo contaminado tratado con indculo y lodos residuales)

(experimento ex situ) 23.35 a*
Testigo 1 (suelo contaminado no tratado) (experimento ex situ) 17.89 ab
Tratamiento 1 (suelo contaminado con indculo) (experimento ex situ) 16.96 b
Suelo no contaminado 1453 b
Suelo contaminado de reciente muestreo 513 ¢

* Letras iguales indican tratamientos estadisticamente similares.

De acuerdo con Bossert y Bartha (1985) y Salanitro et al. (1997), mencionados por
Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia (2004), ciertas fracciones del petr6leo funcionan como
auxinas promotoras del crecimiento, favoreciendo un mejor desarrollo, aunque el efecto
toxico de los HTP puede afectar a las plantas si éstas permanecen mas tiempo en contacto

con el contaminante, como se establece en el estudio de estos autores quienes indican que a
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los 150 dias después de la emergencia, se observan tallos con menor altura que el
Tratamiento con menor contenido de HTP. Ortiz (2001), citado por Rivera-Cruz y Trujillo-
Narcia (2004), indica que estas variaciones pueden ser debidas al tipo de material derivado

del petroleo, el tipo de suelo y la especie vegetal en cuestion.

6.3.3. Resultados de la longitud de raiz en plantulas de maiz

En la Figura 19 se muestran las plantulas de maiz obtenidas a los 15 dias después de
la siembra. Se observa en las fotografias de la pendltima fila, correspondientes al
Tratamiento de suelo contaminado recientemente muestreado y con un contenido de 4,835

mg kg™ de HTP, un notorio efecto sobre la longitud de la raiz.

FIGURA 19. Vista de la prueba bioldgica de todas las muestras de suelo contaminado con HTP y no

contaminado, en estudio en la etapa final de la biorremediacion.
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En el Cuadro 20 se muestra el analisis de varianza de la variable longitud de raiz;
los resultados indican diferencias significativas (P<0.05) entre los cinco tratamientos
estudiados en este experimento biologico. Se encontr6 que la longitud de la raiz de
plantulas fue similar para todos los tratamientos, excepto para el suelo contaminado
recientemente muestreado, el cual aun contenia niveles de HTP con valores superiores al
maximo permitido para suelos agricolas establecido por SEMARNAT en 2003 (DOF,
2005).

CUADRO 20. ANOVA de las longitudes de la raiz de todos los tratamientos evaluados.

FUENTES GL SC SC CM F P
AJUSTADO AJUSTADO

TRATAMIENTOS 4 1288.95 1328.11 332.03 5.38 0.027

REPLICAS 2 270.05 270.05 135.02 2.19 0.183

ERROR 7 431.81 431.81 61.69

TOTAL 13 1990.82

Estos resultados se muestran en el Cuadro 21, obsrvando una diferencia muy
marcada entre el promedio de las plantulas del suelo contaminado y los promedios de los
otros tratamientos.

CUADRO 21. Prueba POST HOC Tukey de comparacion de medias para la longitud de raices de

plantulas de maiz en el experimento bioldgico.

TRATAMIENTO MEDIA
Testigo 1 (suelo contaminado no tratado) (experimento ex situ) 27.98 a*
Suelo no contaminado 26.46 a
Tratamiento 1 (suelo contaminado con indculo) (experimento ex situ) 25.23 a

Tratamiento 2 (suelo contaminado tratado con indculo y lodos residuales)
(experimento ex situ) 22.00 a

Suelo contaminado de reciente muestreo 246 a

*Letras iguales indican tratamientos estadisticamente similares.

Al respecto, Quifiones-Aguilar et al. (2003), reportan resultados similares para

plantas de maiz, con una marcada diferencia de la longitud de raiz entre el testigo (20.7 cm
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de longitud a los 22 dias después de la siembra), y de 7 cm en el Tratamiento con 15,000
mg kg de petréleo. En dicho estudio se evalud diferente germoplasma, por lo que se puede
considerar que las caracteristicas genéticas de la planta también influyen en los efectos por
la contaminacién, tal como lo mencionan Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia (2004). Asi
mismo, Ogbo (2009), reporta para maiz una longitud de radicula de 3.2 cm a los 3 dias de
emergencia para el Tratamiento control, mientras que el Tratamiento con 5% de

contaminante diesel tuvo una longitud de radicula a los tres dias de emergencia de 0.16 cm.

Con los resultados obtenidos en el experimento bioldgico, se comprueba el efecto
residual del contaminante en un suelo que no recibi6 tratamiento alguno y en el cual, las
concentraciones de los HTP, aln se encuentran por arriba de los valores de la NOM
correspondiente a pesar de haber transcurrido un periodo bastante largo (22 meses), y
encontrando que dichas concentraciones todavia producen efectos adversos sobre las

semillas y plantulas de maiz.
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7. CONCLUSIONES

Las conclusiones de este trabajo son presentadas en forma particular para cada

objetivo propuesto.

1. En las unidades del Tratamiento con lodos residuales estabilizados en el conteo
bacteriano en la etapa final del experimento se detectd un mayor crecimiento UFC g de las
bacterias autoctonas presentes en el suelo contaminado con hidrocarburos. Ademas, en las
muestras de suelos analizadas del Tratamiento con lodos residuales se registraron valores
superiores de nutrientes como nitrato, amonio, fosforo, potasio, calcio y magnesio; también
factores como pH, conductividad eléctrica, materia organica y humedad resultaron con
valores dentro de los rangos recomendables para favorecer el proceso de biorremediacion y

estimular la actividad microbiana presente en el suelo contaminado en estudio.

2. Se logro aislar bacterias que sobrevivieron a condiciones altas de contaminacién
de hidrocarburos, a partir de un suelo afectado por un derrame de estos contaminantes de
hacia un afio y medio. Estas mismas bacterias nativas empleadas en el proceso de
biorremediacion se tuvieron que aclimatar inicialmente al contaminante presente,
resultando en una mejor respuesta a la sobrevivencia del contaminante, el consorcio

conformado por dos cepas bacterianas.

3. Debido a factores que no se pudieron controlar, el experimento ex situ no
permitié comprobar la eficiencia de los tratamientos con el consorcio de cepas bacterianas
autoctonas y el Tratamiento de consorcio de cepas mas lodos residuales, lo anterior debido
al movimiento que se hizo del suelo contaminado para su traslado a las instalaciones del
CUCBA en donde se desarrollé dicho experimento, lo cual pudo permitir la aireacion de los
contaminantes, y aunado a la precipitacion presentada en la zona, factores que pudieron
afectar dichos resultados. La alternativa de utilizar una técnica de biorremediacion con
bacterias nativas y también con la bioestimulacion de lodos residuales en areas muy

extensas, es la recomendacion en la literatura, y por los problemas presentados en el
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presente trabajo, seria conveniente realizar estas técnicas in situ, ya que para obtener una
limpieza a mediano y largo plazo, dependeré siempre de la concentracion del contaminante
y de las condiciones ambientales del area a tratar.

4. Logramos por nuestro altimo objetivo a someter todos los tratamiento del
experimento de biorremediacion en su etapa final y también el suelo recolectado el 19 de
abril de 2016 desde la zona afectada por el derrame de hidrocarburos y otra muestra de
suelo desde una area colindante no contaminada a una prueba bioldgica y, hemos observado
que todas las muestras de suelo contaminado en estudio que fueron tratados o no,
obtuvieron un desarrollo de la siembra de las semillas de maiz. Esto nos indica que no
obstante las muestras de suelo contaminado tenian concentraciones considerables de
hidrocarburos, la prueba de germinacion de las semillas de maiz fue efectiva, aunque no de

forma similar para todos los casos propuestos pero con respuesta positiva.
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