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INTRODUCCION

El suelo es uno de los ambientes que mas impacto ha recibido por contaminacion,
afectando de manera preocupante sus funciones. Durante la transportacion, el
abastecimiento del petréleo y sus derivados, asi como fugas y derrames por mal
manejo o robo, tienen como consecuencia altos indices de contaminacion a suelos

agricolas (Petenello et. al, 2014).

Existen diferentes tipos de técnicas para la restauracion de suelos contaminados,
por ejemplo las técnicas biolégicas. Para la remediacion de suelos contaminados
deben ser consideradas las condiciones del sitio, evaluando las interacciones entre
suelo contaminate y de los microrganismos hacia el contaminante (Telysheva et. al,
2002). Las técnicas biolégicas también conocidas como de biorremediacién son
utilizadas para tratar suelos y agua con contaminantes organicos e inorganicos,
tomando en cuenta algunas condiciones; pueden ser realizadas con la ayuda de
biofiltros, biorreactores o por compostaje, adicién de nutrientes (bioestimulacion) y

0 agregar microrganismos (bioaumentacion) (Bento et. al, 2005).

Las plantas son capaces de purificar por si solas algunos tipos de contaminantes;
la fitorremediacion tiene como objetivo degradar, asimilar, metabolizar o
desintoxicar metales, compuestos organicos y algunos compuestos radioactivos por
medio de la interaccion de plantas y microrganismos; utilizando su capacidad
fisiolégica y biologica (Lopez Martinez et. al, 2005). Al igual que en la
biorremediacion, se deben tomar en cuenta algunas condiciones para la
fitorremediacion como lo es el tipo de planta y de contaminante. Algunos
mecanismos pueden ser la acumulacién del contaminante en la parte de raiz y tallo
(Zaalishvili et. al, 2000).



Planteamiento del problema

La industria petroguimica y la agricultura son actividades de gran importancia en
nuestro pais, pero la contaminacion de suelos causada por derrames de
hidrocarburos en zonas agricolas ha traido grandes afectaciones, provocando

problemas sociales, ambientales y econémicos.

Durante los diferentes procesos para la obtencion del petroleo y sus derivados
(exploracion, extraccion, refinacién y transportacion), se liberan grandes cantidades
de productos que ocasionan graves problemas de contaminacion. Particularmente
durante el transporte, que se realiza por medio de ductos y/o vehiculos, se
producen derrames al suelo debido a accidentes, mal uso, desgaste de ductos y
robos de combustibles. Algunos contaminantes como el diésel y la gasolina pueden
filtrarse facilmente a las capas inferiores del suelo pudiendo llegar hasta mantos
acuiferos, ademas de afectar las propiedades fisico-quimicas del suelo debido a
gue se adhieren a la superficie de las particulas, tapando poros e impidiendo que el
agua y aire sean transportados adecuadamente, alterando los procesos
microbianos y ciclos biogeoquimicos, asi como provocando sofocamiento de raices
de las plantas, impidiendo la fotosintesis y un desarrollo adecuado. La
contaminacion del suelo por hidrocarburos afecta de manera negativa a los
agricultores ya que produce pérdida de fertilidad de los suelos y dafios a cultivos
hacen que la produccién agricola disminuya, afectando el trabajo de los agricultores

y comerciantes.

La remediacion y las actividades para devolverle parte de los nutrientes a un suelo
que ha sido dafado, llegan a tener altos costos, sin mencionar que algunas de las
técnicas de restauracion pueden tener resultados negativos, ya que el empleo de

algunos quimicos utilizados pueden afectar alin mas al suelo.



JUSTIFICACION

Existen diferentes técnicas para la remediacion de suelos contaminados, como:
fisicoquimicas, térmicas y biolégicas. El uso de tecnologias fisicoquimicas como la
adicion de compuestos oxidantes o disolventes, son de accion rapida pero muy
costosas, ademas de perjudiciales no solo para el ambiente sino también para la
salud del ser humano debido a las grandes cantidades de dichos compuestos que

se requieren, ya que generan vapores que son liberados a la atmosfera.

Por otro lado, la disminucion o eliminacién de la toxicidad del contaminante a bajos
costos, son algunos de los criterios que se buscan al realizar una remediacion. La
principal caracteristica de las técnicas biologicas es la utilizacién de organismos
vivos, que por su actividad biologica pueden reducir o eliminar los contaminantes;
estas son la mejor alternativa para la remediacion de suelo y agua, debido a que no
generan alteraciones al medio 0 su impacto es minimo y sus costos pueden ser

menores a las de técnicas fisicoquimicas.

La biorremediacion es una técnica que se basa en la estimulacion y la aplicacion
del proceso de biodegradacion para suprimir la toxicidad que esta presente en un
suelo contaminado utilizando a microorganismos; por otra parte, la fitorremediacion
utiliza plantas, las cuales pueden eliminar, retener o disminuir contaminantes.
Dependiendo de la cantidad y de la composicion del contaminante es la seleccion

de las plantas y de los mecanismos que seran utilizados.

Por lo tanto el uso de tecnologias que generan menor impacto en el ambiente como
lo son biorremediacion y fitorremediacion, son unas de las alternativas viables para

remediar suelos agricolas contaminados con hidrocarburos.



Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto de la inoculacién de bacterias productoras de biosurfactantes y
bacterias fijadoras de nitrégeno sobre el crecimiento de plantas de maiz y la
degradacion de diésel en suelo, en el proceso de fitorremediacion.

Objetivos especificos
Caracterizar suelo contaminado y suelo blanco procedente del municipio de San

Martin Texmelucan, Puebla.

Aplicar y Elaborar inoculantes, simple y mixto con bacterias productoras de
biosurfactantes degradadoras de hidrocarburos (Stenotrophomonas maltophilia,
Aeromonas hydrophila) y bacterias fijadoras de nitrdgeno (Azospirillum sp. Like) en

maiz (Zea mays).
Evaluar el efecto de la inoculacion sobre el crecimiento de las plantas de maiz.

Determinar la concentracion de diésel en suelo después del tratamiento de

fitorrremediacion.



Hipotesis
La inoculacién mixta de bacterias productoras de biosurfactante y bacterias fijadoras

de nitrégeno en plantas de maiz incrementara la degradacion de los hidrocarburos

contaminantes del suelo.
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CAPITULO |I. ANTECEDENTES

1.1.El suelo

El suelo es producto de afios de descomposicién de rocas, flora y fauna del sitio;
este proceso es muy lento, se necesitan cientos de afios para que el suelo en si
tenga el espesor necesario para la mayoria de los cultivos. Depende de diferentes
factores para obtener las caracteristicas de los distintos tipos, como pueden ser el
tipo de roca que lo origing, su antigiedad, el relieve, el clima, la vegetacion y los
animales de la region; ademas de la modificaciones ocasionadas por el hombre
(FAO, 2016).

1.2. Contaminacioén del suelo

Los accidentes que involucran compuestos derivados del petroleo, ya sea en agua
o suelo han llamado la atencion de la sociedad en distintos paises industrializados,
debido a los dafios que provocan los compuestos quimicos, que contienen toxicos

para los ecosistemas (Anderson et. al, 1993; Saval, 1999).

En México la industria petrolera aporta grandes beneficios econémicos; sin embargo
sus actividades son de igual forma fuente notable de contaminacion hacia el
ambiente. Cuenta con una amplia red de ductos a lo largo del pais, para la
distribucién de sus diferentes productos derivados del petréleo; ésta red atraviesa
importantes zonas urbanas, industriales, agricolas y naturales. De acuerdo a los
dictamenes emitidos por la Direccién General de Gestidon Integral de Materiales y
Actividades Riesgosas de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales,
los productos del petréleo, como la gasolina, el diésel y otros hidrocarburos, fueron
los principales contaminantes en el periodo de 2003 a 2006(Cantu, 2010).

En el afio 2015 las fugas y derrames en ductos de Petroleos Mexicanos presentaron
un incremento del 31% en comparacion con el afio anterior, 52% se presentaron en
los ductos de recoleccion relacionadas con la corrosion interior y 34% en ductos de
transporte asociadas a la integridad (corrosion y falla mecénica) (PEMEX, 2015);

otro problema es el incremento en el robo de hidrocarburos el cual ha aumentado
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en las ultimas décadas. En 2016 la Procuraduria Federal de Proteccién al Ambiente
recibié 1,961 emergencias ambientales, de las cuales: 1,822 fueron provocadas por
derrames de hidrocarburos y otras sustancias quimicas (PROFEPA, 2016).

Los derrames de hidrocarburos en suelos agricolas son considerados contingencia
ambiental ya que dafian a plantas, animales y seres humanos, pero en particular a
microorganismos, que son una parte importante de equilibrio en el ecosistema para

realizar los procesos biogeoquimicos (Vasuderan y Rajaram, 2001).

1.3 Caracteristicas de los hidrocarburos

Los hidrocarburos son compuestos organicos, formados por cadenas de atomos de
carbono e hidrégeno, estas cadenas pueden ser lineales, ramificadas, ciclicas,
saturadas, insaturadas y aromaticos. Son insolubles en agua y de menor densidad
que ésta. El petréleo y sus derivados son una mezcla de diferentes compuestos
guimicos los cuales tienen propiedades particulares (Saval, 1999). De acuerdo a la
cantidad de carbonos que contenga cada molécula, cada mezcla de hidrocarburos

seran clasificados como se muestra en la tabla 1.

Definiendo a los hidrocarburos de fraccion media como la mezcla de hidrocarburos
cuyas moléculas contengan cadenas lineales entre diez y veintiocho a&tomos de
carbono (NOM-138-SEMARNAT/SSA-2012 Limites méaximos permisibles de
hidrocarburos en suelos y lineamientos para el muestreo en la caracterizacion y
especificaciones para la remediacién.). El diésel esta compuesto principalmente de
hidrocarburos saturados (parafinas) y aromaticos poli-ciclicos y en menor
proporcién de compuestos de nitrégeno, azufre, algunos metales y oxigeno (Ogbo
Magdalene, 2009). Su punto de ebullicibn se encuentra aproximadamente en
350°C, teniendo moléculas de entre 10 y 20 carbonos (PEMEX).
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Tabla 1 Hidrocarburos que deberan analizarse en funcion del producto contaminante (NOM-138-
SEMARNAT/SSAI-2012)

Producto contaminante HIDROCARBUROS

Fracciéon Fraccién HAP's Fraccién BTEX
pesada media ligera

Mezcla de productos X X X X X
desconocidos derivados del
petréleo

Petréleo crudo
Combustéleo
Parafinas
Petrolatos

X | X | X| X| X

Aceites derivados del petréleo
Gasoleo

Diésel

Turbosina

Queroseno

Creosota

X | X | X| X| X| X| X X| X| X

X | X X X| X

Gasavion
Gasolvente
Gasolinas

X | X | X| X
X | X | X| X

Gas nafta

1.3.1 Efectos de los hidrocarburos en suelo

El diésel una vez en contacto con la superficie del suelo tendera a extenderse y
filtrarse, pero su migracion estara directamente relacionada a las propiedades
fisicas del sitio (Adam y Duncan, 2002; Ortinez et, al, 2003; Saval, 1998). La
contaminacion con hidrocarburos ocasiona un deterioro al suelo de manera directa
o indirectamente, es decir que la velocidad de acumulacién es mayor a la capacidad
gue este tiene para remover estos compuestos organicos (Kvesitadze et. al, 2001;
Anderson y Coats, 1995).

Algunos de los efectos del diésel, por su alta toxicidad es uno de los principales
factores para la inhibicion del crecimiento de plantas y su produccion de biomasa;
ademas, las propiedades hidréfobas de los hidrocarburos reducen el potencial de

las plantas para absorber agua y minerales del suelo (M. Afzal et. al, 2013). La
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actividad enzimatica también se ve afectada, disminuyendo el indice potencial
bioquimico de fertilidad (Kucharski J. et. al, 2002).

1.4 Remediacion

En México las actividades de remediacion iniciaron aproximadamente en 1993
aumentando el interés por los problemas de contaminacion en suelos, todo esto a
causa de que en afios anteriores se habian detectado antiguos derrames que
causaron afectaciones a suelos y mantos friaticos. Intensificando la preocupacion
por identificar problemas de contaminacion de subsuelos en zonas industriales pero

especialmente las que estan cerca de zonas urbanas (Saval, 1999).

La contaminacion y la sobre explotacién de recursos naturales ha llevado a la
basqueda de soluciones a los problemas generados; como las tecnologias de
remediacion. El término “tecnologia de tratamiento” implica cualquier operacion
unitaria o serie de operaciones unitarias que altera la composicién de una sustancia
peligrosa o contaminante a través de acciones quimicas, fisicas o biologicas de
manera que reduzcan la toxicidad, movilidad o volumen del material contaminado
(EPA, 2000), estas pueden variar dependiendo de las condiciones en las que se

encuentre.

1.4.1 Técnicas fisicoquimicas y bioldgicas

Las técnicas fisico-quimicas son efectivas en cuanto a costos y pueden llevarse a
cabo en periodos cortos, estas utilizan las propiedades fisicas y/o quimicas de los
contaminantes o del medio contaminado destruyendo, separando o conteniendo la
contaminacion (Van Deuren et. al, 1997). Estas pueden realizarse de forma in situ
0 ex situ, aunque la mayoria de estas es de forma in situ como se muestran en la
tabla 2.
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Tabla 2 : Técnicas fisicoquimicas para la descontaminacion de suelos contaminados por
hidrocarburos (Volke y Velasco, 2002; Van Deuren et. al, 1997).

Técnicas in situ

fisico-quimicas Remediacidn electrocinética
Lavado de suelo

Extraccion por solventes
Remocién de volatiles

Bombeo

Al mencionar a las técnicas bioldgicas o de biorremediacion se refiere a una
variedad de sistemas que utilizan actividades metabdlicas y catabdlicas de algunos
organismos (plantas, hongos, bacterias) para degradar, transformar o remover los
contaminantes a productos metabdlicos inocuos o menos téxicos, estas técnicas
también pueden ser utilizadas de manera in situ o ex situ (Volke y Velasco, 2002)
algunas de las mas utilizadas se encuentran en la tabla No 2. Las rutas de
biodegradacion de los contaminantes organicos, varian en funcion de la estructura
quimica del compuesto y de las especies microbianas degradadoras (Torres y
Zuluaga, 2009).

Tabla 3 : Técnicas biolégicas para remediacion (Torres y Zuluaga, 2009; Volke y Velasco, 2002; Van
Deuren et. al, 1997).

Técnicas ex situ in situ
Biolégica Birreactores Bioaumentacion
Biopilas Bioventeo
Composteo Bioestimulacion
Biolabranza
Fitorremediacion
Bioesparming
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1.4.1.1 Fitorremediacion

La fitorremediacion es una técnica la cual aprovecha los procesos naturales de las

plantas para remover, retener o eliminar los contaminantes en suelo o agua,

teniendo un gran nimero de ventajas para al ambiente y la economia; se realizan

de manera in situ, evitando los costos de transportacion, no utiliza reactivos

quimicos ni peligrosos y no afecta la estructura del suelo ni su composicion

(Marrero-Coto et. al, 2012; Carpena y Bernal, 2007). Algunas especies de plantas

utilizadas en la fitorremediacion son gramineas, como el maiz, el arroz y la cafia de

azucar. El término general para las diferentes maneras en las que se emplean

plantas para una remediacion es fitorremediacion, de forma particular estas utilizan

métodos dependiendo del contaminante y de la misma planta, algunos ejemplos se

muestran en la tabla 4.

Tabla 4 Mecanismos de fitorremediacion y su descripcion (EPA, 2001; Lopez Martinez et. al, 2005)

MECANISMOS

DESCRIPCION

Fitoextraccion

Es la translocacién de contaminantes organicos o inorganicos por medio de
raices a las partes aéreas de la planta.

Fitoestabilizacion

Es el uso de plantas que desarrollan un denso sistema de raices, reduciendo
la biodisponibilidad de los contaminantes, por medio de la absorcién y
acumulacion.

Fitodegradacion

A través de procesos metabdlicos y con ayuda de microorganismos en las
raices de la planta, esta puede degradar parcialmente o en su totalidad
contaminantes para utilizarlos como nutrientes.

Fitoinmovilizacion

Esta es realizada en la zona suelo-raiz mediante la generaciéon de quimicos
los cuales provocan la sujecién y reduccion de la biodisponibilidad del
contaminante.

Fitovolatilizacién

Es cuando algunas plantas pueden absorber, metabolizar y transportar
contaminantes desde la raiz hasta su liberaciéon a la atmosfera con menos
toxicidad mediante la transpiracion.

Rizofiltracion

Es un método utilizado méas en agua, en donde las plantas con crecimiento y

area de raices abundante puedan absorber o adsorber los contaminantes.

Rizoremediacion

En este método la interaccion raiz-microrganismo es el principal factor, los
microrganismos se alimentan del contaminante degradandolo y ayudando a

que la plata pueda tener una facil asimilacién.
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1.4.1.2 Rizorremediacion

El término rizosfera fue utilizado por primera vez en el afio de 1904 por Hikner
definiéndola como: “Es el volumen de suelo que recibe influencia de la raiz” (Pérez
et. al, 2002). En esta zona se da una relacion entre raiz-microrganismo, gracias a la
que la presencia de la raiz modera la humedad y la aireacion en el suelo, la actividad
microbiana aumenta, mejorando la descomposicion de contaminantes organicos
como los hidrocarburos. Los exudados de la raiz como lo son azucares,
aminoacidos y otros compuestos pueden aumentar el crecimiento de los
microrganismos, dando como resultado el cometabolismo de los contaminantes
(EPA, 2000).

Actualmente se ha determinado que distintos tipos de cepas bacterianas que
pueden degradar hidrocarburos y han sido aisladas de plantas con alto potencial
degradador (Ochoa y Montoya, 2010; Alarcén y Ferrera, 2000). Ejemplos de
bacterias utilizadas para la fitorremediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos son: Pseudomonas sp, Pantoea sp, R. melitoli, Acinetobater sp,
Azospirrillum sp.

Algunos microorganismos pueden favorecer el crecimiento de las plantas, a las
bacterias que presentan esta capacidad se les conocen como: bacterias promotoras
del crecimiento vegetal (BPCV), muchas de las cuales se encuentran colonizando
la rizosfera de las plantas y pueden incrementar el crecimiento y la productividad de
las plantas, algunas de las mas estudiadas estan las que pertenecen a los géneros
de Rhizobium, Pseudomonas y Azospirrilum (de Bashan; et. al, 2007; Holguin et. al,
2003).

El género Azospirrillum fue descrito en los afios 70°s, cuando se retomaron las
investigaciones para Spirillum lipoferum, y estudios taxonomicos llegaron al
resultado de su reclasificacién en este género (Tarrand, J. et. al, 1978). Las primeras
especies del género en ser definidas fueron A. lipoferum y A. brasilense; en la
actualidad son 21 especies del género, aisladas de diferentes sitios como en

plantas, suelos, agua, humus, suelo contaminado con hidrocarburos, como A.
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rugosum (Young et. al, 2008) y A. picis (Lin et. al, 2009) y entre otros; no han sido

reportadas como patégenas hacia animales y plantas.

La mayoria de las bacterias del género de Azospirrillum son organismos capaces
de fijar nitrégeno molecular (N2) (Pazos, 2000). El nitrégeno es un elemento esencial
para el desarrollo de las plantas; por lo que ha sido necesaria la aplicacién en
cultivos en forma de fertilizante (Rueda R. y Reyes J., 2009). Dentro del ciclo del
nitrogeno los microrganismos juegan un papel muy importante ya que
aproximadamente un 90% del nitrégeno total en suelos en forma organica no se
encuentra disponible, convirtiéndolo a ion amonio quien a su vez es oxidado a
nitritos y posteriormente a nitratos, estos Ultimos son utilizados por las plantas
(Pacheco J. et. al, 2002).

Azospirillum es capaz de producir y excretar reguladores de crecimiento vegetal
(fitohormonas) como auxinas, citocininas y giberalinas (de Bashan et. al, 2007;
Bashan et. al 2010).

1.5 Bacterias productoras de biosurfactantes

La utilizacion de surfactantes en algunas técnicas fisicoquimicas de remediacion de
suelo han tenido éxito, ya que son capaces de movilizar contaminantes organicos
como los hidrocarburos que estan fuertemente adheridos al suelo (Riojas Gonzalez
et. al, 2011). Los surfactantes son moléculas anfifilicas unicas, con propiedades que
han sido exploradas por sus aplicaciones en las tecnologias de biorremediacion
(Banat et. al, 2000).Las moléculas anfifilicas pueden dividirse en dos partes, una
polar y una apolar o denominadas también como hidrofilica e hidrofébica
respectivamente (Salager y Fernandez, 2004)., debido a esto sus principales
caracteristicas son: disminuir la tension superficial, reducir la tension interfacial y

aumentar la solubilidad (Eliora y Eugene, 2002).

Existen muchos compuestos sintéticos que se han ocupado en la industria, pero el

dafio que pueden ocasionar al ambiente es una problematica; por eso se ha optado
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por la utilizacién de surfactantes generados por microrganismos (Kvesitadze et. al,
2001).

Los biosurfactantes son un grupo heterogéneo de compuestos quimicos de
superficie activa que pueden ser producidos por microrganismo como bacterias y
hongos, al igual que los surfactantes quimicos estas pueden reducir la tensién
superficial, la tencion interracial y la concentracion critica de micelas en soluciones
acuosas y mezclas de hidrocarburos (Banat I.M., 1995; Nilanjana Das and Preethy
Chandran, 2011)

Las aplicaciones potenciales de los biosurfactantes incluye la accién como
emulsificantes por la disminucion de la tension superficial y formar micelas; algunos
tiene propiedades funcionales como la separacion de fases, humectacién y
formacion de espumas (Banat et. al, 2000; Ron y Rosenberg, 2001) asi como
actividad superficial y reduccion de la viscosidad de aceites crudos(Nilanjana Das
and Preethy Chandran, 2011) Estas propiedades los hacen utiles en la
biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos, ya que los
biosurfactantes incrementan su biodisponibilidad y biodegradabilidad para plantas y
microrganismos (Ortiz et. al, 2001).

Tabla 5 clasificacién y origen de algunos biosurfactantes

Orgarl;i.smo productor de Tipo de surfactante
iosurfactante

Pseudomonas aeruginos Ranmnolipidos a
Pseudomonas sp Ranmnolipidos a
Serratia rubidea Ranmnolipidos a
Arthrobacter paraffineus Trehalolipidos
Arthrobacte sp. Trehalolipidos
Candida apicola Soforolipidos
Candida lipolitica Soforolipidos
Bacillus licheniformis Lipopeptidos
Ustilago maydis Celobiolipidos
Lactobacillus fermentii Diglicosil diglicéridos
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CAPITULO Il METODOLOGIA

Esquema de trabajo

Muestreo de suelo sin contaminar y suelo contaminado con
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2.1 Material bioldgico.

Para los ensayos se utilizaron tres cepas de Azospirillum sp. y dos cepas
productoras de biosurfactantes (Sterotrophomonas maltophila y Aeromonas
hydrophyla) pertenecientes de la coleccion de los microorganismos del Laboratorio
de microbiologia de suelos ICUAP. Todas las cepas fueron aisladas de suelos
contaminados con hidrocarburos, ademéas las cepas de Azospirillum se
seleccionaron por su capacidad para fijar nitrégeno y por su produccién de

fitohormonas.
2.2 Caracterizacion parcial del suelo.

Se caracteriz6 el suelo contaminado con hidrocarburos proveniente de un derrame
causado por una toma clandestina en el municipio de San Martin Texmelucan
delimitada por las siguientes coordenadas geograficas 19°15°42.71"N,
98°23'50.21"" Oy 2241 MSNM, asi como un suelo sin contaminar tomado pendiente
arriba del punto de fuga fuera de la pluma de contaminacion; las muestras fueron
secadas a la sombra y tamizadas de acuerdo a la nhorma oficial mexicana NOM 021-
SEMARNAT-2000, que establece las especificaciones de fertilidad, salinidad y
clasificacion de suelos, estudio, muestreo y analisis, los parametros determinados
fueron: de pH, textura, contenido de materia organica, nitrégeno, fosforo y

conductividad eléctrica

2.3 Estimacion de la poblacién bacteriana total en suelo contaminado

Para la estimacién de la poblacion total de bacterias cultivables se realizaron
diluciones decimales seriadas que fueron por el método de extendido en placa, en
medio Bushnell-Hass modificado (BHm) adicionando 100ul de diésel estéril, se
sembrara una alicuota de 100ul por cada dilucion y llevadas a incubacion por 48h
a 35°C.
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2.4 Ensayo de fitorremediacion

2.4.1 Preparacion del inoculante

Las cepas de las bacterias fijadoras de nitrégeno y las productoras de biosurfactes
se sembraron en caldo nutritivo y caldo HBm respectivamente, se incubaron a 32C°
por 48h en agitacion a 150 r/min. Para la inoculacion de la semilla se ajusto la
poblacién de cada cepa a 0.05 densidad Optica a 610 nm, con buffer de fosfatos a
0.025M estéril; para preparar los in6culos mixtos las cepas fueron mezcladas en
relacion 1:1. Las semillas fueron desinfectadas como se describié en el apartado
anterior, y sumergidas por completo en los cultivos por 30 minutos e inmediatamente
sembradas en las macetas con 900 g de suelo limpio o contaminado segun

correspondiera.

El ensayo de fitorremediacion fue realizado a nivel invernadero con luz natural, y a
temperatura ambiente, siguiendo el disefio experimental con bloques aleatorios, con
repeticiones de 5 macetas, colocando de forma inicial 5 semillas por maceta de cada

tratamiento.

Se ensay0 con 9 tratamientos, utilizando las bacterias UH-3, IH-7, CH-13, 11BB Y
11BR individualmente y en combinaciones, las cuales7 fueron CH-13+11BB y
UH3+11BR; como testigo se tomd un suelo sin planta ni inoculacién con bacterias

y semillas sin inocular.

2.5 Determinacién del % de germinacién de las semillas de maiz

Las semillas de maiz (Zea mays) que se utilizaron para los ensayos de
fitorremediacién es de la variedad criolla de la poblacion de San Nicolas de los

Ranchos, Puebla, a las que se les determino el porcentaje de germinacion.

Las semillas fueron desinfectadas superficialmente sumergiéndolas en una solucion
de hipoclorito de sodio al 1% por 5 min y lavadas con agua destilada estéril,
posteriormente colocadas en cajas estériles con tres repeticiones y diez semillas en

cada una.
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Después de la germinacion de las semillas, se dejaron crecer 45 dias. La humedad
se mantuvo con riego de agua destilada al 60% de la capacidad de retencion. Las
plantas fueron retiradas del suelo, evaluando: tamafio de la raiz, grosor y altura del
tallo. Seleccionando al azar tres plantas para determinar la poblacién de bacterias
en raices y una muestra representativa de suelo para la determinacion de

hidrocarburos.

2.6 Poblacion bacteriana rizosférica de plantas

Las raices de las plantas se pesaron y se lavaron con agua destilada estéril para
remover el suelo adherido. Moliéndolas con solucién buffer de fosfato estéril,
realizando diluciones decimales en tubos con la misma solucién, utilizando la prueba
del nimero mas probable por gota (5ul) para sembrar en cajas Petri de 90x15 mm

con medio BHm. Las cajas se incubaron a 30°C por 48 h para su conteo.

2.7 Determinacion de la concentracion de HTP fraccién media

Se tomaron aproximadamente 150g de suelo por maceta de los diferentes
tratamientos, almacenandolos en frascos de vidrio con rosca y tapa de plastico,

manteniéndolos en refrigeracion.

Para la extraccion de los HC, en viales de 40 ml con tapa de rosca, se colocaron
aproximadamente 2 g de suelo, adicionando sulfato de sodio anhidro hasta lograr
una textura arenosa, posteriormente se agregaron 10 ml de diclorometano, las
muestras con solvente fueron selladas y puestas en agitacién por 1h y media a 200
r/min, después se colocaron en el bafio ultrasénico por 10 minutos, se dejaron
enfriar. El sobrenadante se filtré en papel filtro con sulfato de sodio anhidro y silica
gel, este procedimiento se realiz6 dos veces mas, hasta obtener una cantidad de
extracto aproximadamente de 30 ml, los viales con el extracto fueron etiquetados y

sellados para almacenarlos en refrigeracion.

Para la concentracion de las muestras fue realizado con Rotavapor para
recuperacion de solvente y aforada a un volumen final de 1ml, almacenandolas en

viales de 2 ml sellados y etiquetados, para su analisis en un cromatografo de gases.
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2.8 Determinaciéon de HC por cromatografia de gases.

La determinacion de HC se realiz6 de acuerdo a la norma mexicana NMX-AA-145-
SFI-2008 Suelos-Hidrocarburos fraccion media por cromatografia de gases con
detector de ionizacién de flama — método de prueba. Se empled un cromatografo
de gases Finnigan modelo Focus con detector de ionizacién de flama FID (por sus
siglas en inglés) con una columna Aligent BD-THP de 30m, 0.320 mm de diametro
y 0.25 pm de pelicula; las condiciones de corrimiento fueron las siguientes:
temperatura inicial 40°C por minuto con incrementos de 15°C por minuto hasta
250°C. La temperatura del inyector, y la del detector fue 280°C; Se empled nitrégeno

como gas acarreador.
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CAPITULO Il RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 Caracterizacion de suelo sin contaminar y suelo contaminado con diésel.

Antes de realizar una remedicidn es importante conocer algunas caracteristicas del
sitio. En el presente estudio se determinaron algunos parametros del suelo
contaminado con diésel y del suelo no contaminado (Tabla 6). Se observé que el
pH del suelo contaminado present6 un incremento de 0.3 unidades a comparacién
con el suelo sin contaminar. Bundy et.al. (2002) Observaron la afectacién en pH por
diésel en tres tipos de suelos, en dos de ellos hubo una disminucion, mientras que
el otro presentd un aumento respecto al suelo sin contaminar, cabe mencionar que
la contaminacién fue intencional con diésel; de igual manera, Zamora et. al, (2012)
también reporta una disminucion de pH entre el suelo sin contaminar y el suelo
contaminado con crudo. En trabajos anteriores en el laboratorio de microbiologia
del suelo se ha encontrado que suelo contaminado petréleo crudo también
incremento el pH (Diaz T., 2013) esto pudo ser debido posiblemente al tipo de suelo

y al contaminante, ademas de los microorganismos presentes.

Tabla 6 Analisis fisicoquimico de suelo sin contaminar y suelo contaminado con diésel

SUELO SIN SUELO
PARAMETROS INTERPRETACION INTERPRETACION
CONTAMINAR CONTAMINADO
pH 6.33 Moderadamente acido 6.60 Neutro
Textura:
Limo % 234 15.28
Franco Arcillo-arenoso Franco Arcillo Arenoso
Arena% 55.32 64.04
Arcilla % 21.24 20.68
Materia Organica % 1.77 Medio 4,97 Alto
Conductividad eléctrica 0.83 Efectos despreciables de 0.38 Efectos despreciables de
dS/m salinidad salinidad
% N 0.113 Medio 0.128 Medio
P magl/kg 43.2 Alto 33.5 Alto
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El contenido de materia organica muestra un aumento significativo de 3.2 respecto
al suelo sin contaminar. La conductividad del suelo contaminado es menor (0.38
dS/m) en comparacion al suelo sin contaminar (0.83 dS/m). Ambos suelos
presentan textura de franco arcilloso arenoso, sin embargo el suelo contaminado
tiene diferencias en los porcentajes de arcilla, limo y arena. .E. Martinez y Lépez S.
en 2001 analizan los efectos de hidrocarburos en un suelo arcilloso a diferentes
concentraciones, en donde el diésel provoca cambios significativos en donde la
arena tiende a aumentar y la arcilla a disminuir; también menciona que existe un
mayor aumento de la materia organica en presencia de diésel en concentraciones
después de 20 000 mg/ kg

3.2 Poblacion rizosférica en plantas de maiz

La estimacion de la poblacién bacteriana asociada a las raices de plantas crecidas
en suelo no contaminacion y suelo contaminado con diésel se presentan en la tabla
7. El Tratamiento testigo (semillas no inoculadas) presentd una disminucion en la
estimacion de la poblacion bacteriana asociada a las raices de las plantas de maiz
crecidas en suelo contaminado, respecto a la poblacion de las plantas que crecieron

en suelo sin contaminar.

La poblacion de bacterias estimada en la rizosfera de las plantas crecidas en suelo
sin contaminar disminuye en la mayoria de los tratamientos en comparacién con el
testigo, solo el tratamiento 11BB presento poblacién similar. Los tratamientos 11BR
e IH-7 no muestran diferencia en la poblacion en ambos suelos; mientras que en el
tratamiento 11BB, CH-13 y CH-13+11BB en suelo contaminado las poblaciones de

bacterias fueron mayores que para las plantas sin inocular.
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Tabla 7. Poblacion bacteriana estimada en la raiz de la planta después del ensayo de
fitorremediacion.

Suelo contaminado Suelo sin contaminar
TRATAMIENTOS NMP/g NMP/g

semilla Sl 3.91E+10 7.29E+10
11BB 6.39E+10 7.21E+10
11BR 3.23E+10 3.23E+10
IH-7 1.19E+10 1.99E+10
CH-13 9.44E+10 2.59E+10
UH-3 2.84E+10 4.42E+10
CH-13+11BB 7.91E+10 5.15E+09
UH-3+11BR 2.43E+10 6.76E+10

Sl=sin inocular. Los valores son la media de 3 repeticiones.

Tesar et.al, (2002) encontré un decrecimiento microbiano en la rizosfera del alamo,
en suelo contaminado, mientras que en el cultivo mixto de alfalfa y ballico contenia
un namero mayor de microrganismos en presencia de diésel como contaminante;
esto debido a que las bacterias de la rizosfera del alamo pudieron ser superadas
por poblaciones nuevas formadas y por la toxicidad de n-alcanos, iso-alcanos,
cicloalcanos e hidrocarburos aromaticos con nimeros de carbono por debajo de 10,
penetrando en las membranas celulares El aumento en la poblacién bacteriana en
los tratamiento CH-13 y CH13+11BB en suelo contaminado en comparacion con el
suelo sin contaminar del mismo tratamiento y la semilla sin inocular del
contaminado, puede deberse a la adaptacion de estas cepas en la rizosfera de la
planta. La rizorremediacion se lleva a cabo gracias a que las raices de las plantas
liberan exudados, los cuales son aprovechados por los microrganismos y asi
pueden incrementar su poblacion y favorecer la degradacion del contaminante; sin
embargo las plantas al estar en contacto con los contaminantes es posible que no
liberen la misma cantidad y composicién de los exudados y asi la poblacion de

microrganismos asociados a las raices pueden cambiar (Kuiper et al 2004).
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En el tratamiento UH-3 tanto en suelo sin contaminar como en suelo contaminado,
las poblaciones son menores a las de plantas sin inoculo en ambos suelos, algunas
bacterias son inhibidas por la competencia de nutrientes; se han reportado
antagonismo en especies de Azospirrilum por actinomicetos en la rizosfera del
centeno, asi como sinergia entre otros miembros de la comunidad rizosfera
(Caballero Mellado, 2002),

3.3 Ensayo de fitorremediacion

3.3.1 Determinacion de germinacion

La planta de maiz (Z. mays) es Optima para la fitorremediacion en suelos
contaminados con diésel, mostrando una alta tolerancia en distintas

concentraciones de contaminante (Ogbo E. Magdalene, 2008).

Durante el ensayo de fitorremediacion se determiné la germinacion de las semillas
de maiz inoculadas y no inoculadas con las bacterias tanto en suelo contaminado
como en suelo sin contaminar. En el ensayo realizado se mostro que el porcentaje
de germinacién de la semilla utilizada para los ensayos fue del 96%. Los datos de
germinacion de las semillas en suelo sin contaminar y suelo contaminado con diésel
se muestran en la tabla 8. Se present6 una diferencia entre las semillas sin inocular
en los dos suelos, esto puede ser debido a la presencia del contaminante, Adam y
Ducan (1999 y 2002) mencionan que el diésel afecta la germinacion de semillas de
diferentes especies de plantas, en niveles relativamente bajos retrasaron la

aparicion de semillas y la reduccion de germinacion.

El porcentaje de germinacion en suelo sin contaminar se ve afectado en la mayoria
de los tratamientos a excepcidn del tratamiento IH-7 comparandolo con el control,
las cepas UH-3 y 11BB aumentan e igualan respectivamente, la germinacion de
semillas sin inocular en suelo contaminado mientras que los demas tratamientos
disminuyen. La formacion de compuestos polares disueltos en agua puede ser
causante de la poca germinacién ya que podra penetrar en la cubierta de la semilla

ejerciendo narcosis polar (Wang et. al, 2001; Adam y Duncan, 2002).
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Tabla 8. Porcentaje de germinacion de semillas maiz en suelo contaminado y no contaminado.

Porcentaje de germinacion

TRATAMIENTOS 4 dds 5 dds 6 dds 7 dds 8 dds 9 dds

sc | ssC| sc [ssc| sc [ssc| sc [ssc| sc | ssc | sc | ssC
semillasininocular | 20 | 36 | 28 | 40 | 32 | 60 | 50 | 80 | 60 | 100 | 92 | 100
IH-7 20 24 20 36 32 48 44 60 60 72 84 100
CH-13 16| 20| 24 | 32|36 | 42| 40 | 48 | 52 | 68 | 80 | 84
UH-3 20 24 36 32 44 52 68 72 84 92 100 92
11BR 16| 20| 24 | 28|40 | 36| 56| 4 |63| 60 | 80| 72
11BB 16 20 28 28 40 32 76 44 88 48 92 76
UH-3+11BR 16| 20| 28 | 32|48 | 56|60 | 72| 638| 76 | 84| s8
CH-13+11BB 12| 24| 24 | 32|36 | 48| 56| 60| 68| 80 | 84| 92

SC= suelo contaminado, SSC= suelo sin contaminar, dds= dias después del sembrado. Los datos
corresponden al porcentaje de semillas germinadas en cinco unidades experimentales con cinco semillas
por tratamiento.

3.3.2 Evaluacién del crecimiento de plantas de maiz

Las platas de maiz fueron evaluadas después de los 45 dias de desarrollo, tomando
medidas de la parte area y la raiz para su comparacién en suelo sin contaminar
(tabla 9), en la altura de tallo no hay diferencias significativas estadisticamente pero
visiblemente hay una diferencia en los tratamientos CH-13 y UH-3 con respecto al
testigo; en el grosos de tallo el tratamiento UH-3 muestra una diferencia estadistica
mayor a los demas tratamientos y los tratamientos IH-7 y UH-3+11BR son de menor
grosor que el testigo. Con respecto a la raiz, en longitud se muestran diferencias
significativas siendo 11BB la mas alta asi como en peso seco.
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Tabla 9 Efecto de la inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno y productoras de biosurfactantes después de 45 dias del crecimiento en plantas
de maiz en suelo sin contaminar.

TRATAMIENTOS TALLO RAIZ

suelo sin contaminar | A} TURA (cm) | GROSOR (cm) | PESO SECO (g) | LONGITUD (cm) | PESO FRESCO (g) | PESO SECO (g)

semilla Sl 59.4 +9.45 a 0.46 +0.11 ab 0.77 £0.22a 47.4 +7.51 bed 8.12 +0.88a 0.858 +0.28a
11BB 57.4 +9.68 a 0.65 +0.12 bc 0.96 +0.20a 548 + 152 d 514 +184a 0.958 +0.278 a

11BR 54.5 +14.5 a 0.5 £0.19 ab 0.76 +t0.34a 31.3 + 804 a 5.01 +353a 0.753 +0.274 a

IH-7 58.5 +176a 0.36 +041a 0.81+0.29a 45.4 +10.1 bed 6.5 + 143 a 0.847 £0.304 a

CH-13 65 + 135a 0.58 +0.27abc 0.86 +0.32a 45.1 +9.19 bed 6.78 +1.11a 0.715+0.679a

UH-3 61.8 +13.2a 0.73 +0.17¢c 0.85+0.52a 51 + 102 cd 6.62+071a 0.561 +0.184a

CH-13 + 11BB 60.7 £7.77 a 0.53 + 0.13abc 0.83x037a 42.2 +12.8 abc 5.95+256a 0.511 +0.281a
UH-3 + 11BR 54.3 +9.09a 0.39 +0.06 a 0.64 +t0.24a 37.4 +135ab 6.16 +151a 0.651 +0.172a

Sl: sin inocular. Los valores son la media de 3 repeticiones seguido de su desviacion estandar, valores con la misma letra son estadisticamente iguales segun la
prueba de Duncan (P=0.05).

Tabla 10 Efecto de la inoculacion de bacterias fijadoras de nitrégeno y productoras de biosurfactantes después de 45 dias del crecimiento en plantas
de maiz en suelo contaminado.

TRATAMIEN_TOS TALLO LONGITUD RAIZ

suelo contaminado ALTURA (cm) | GROSOR (cm) | PESO SECO (g) (cm) PESO FRESCO (g) PESO SECO(g)
semilla Sl 51.2 +12.7¢ 0.39 +0.13 a 0.36 £+ 0.25a 39.4+184a 2.8 x1.11a 0.22 + 0.07a
11BB 37.7 +108a 0.35 +0.11 a 0.26 £0.12a 41.7 +19.2a 52 +212b 0.27 + 0.14a

11BR 52.2 +16.7¢c 0.47 +0.27 ab 0.39+0.24a 456 +144a 2.9 £0.33a 0.54 + 027b

IH-7 39.1 +6.7ab 0.38 + 0.08a 0.28 +0.09 a 34.1+113a 3.2+155ab 0.37 +0.22 ab

CH-13 43.5 +9.4 abc 0.37 +0.09 a 0.28 +0.09 a 447 +22.4a 3.7+195ab 0.28 + 0.17a

UH-3 44.6 + 8.2 abc 0.37 + 0.08a 0.34 +0.08 a 33.8+17.1a 2.8 +1.11a 0.36 +0.17 ab
CH-13+11BB 42.9 + 4.2 abc 0.36 +01 a 0.31 +0.07a 41.8+118a 3.2 +059ab 0.38 +0.21ab
UH-3+11BR 48 +11.7 bc 058 +02b 0.34 +0.15a 41.1 +189a 2.1 £068a 0.34 +0.15ab

Sl: sin inocular. Los valores son la media de 3 repeticiones seguido de su desviacion estandar, valores con la misma letra son estadisticamente iguales segun la
prueba de Duncan (P=0.05).
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Las plantas crecidas en suelo contaminado (tabla 10), muestran que en la altura de
tallo el tratamiento con 11BB es mayor que el testigo por 1cm, mientras que 11BB
e IH-7 son los de menor altura entre los tratamientos, también en peso seco aunque
no se muestra diferencia estadistica. En la parte terrestre en la longitud de la raiz,
los tratamientos con UH-3 e IH-7 son menores al testigo, en peso seco 11BB y en

peso seco 11BR son mayor que los demas tratamientos.

El desarrollo de plantas de maiz en suelo contaminado se redujo en comparacion
con las crecidas en suelo sin contaminar, esto se puede deber al estrés que
sufrieron en presencia de hidrocarburos, el diésel mata las células de las plantas al
contacto, dafiando las raices e impidiendo la absorcién de nutrientes y agua (Ogbo
E. Magdalene, 2008; Adams y Duncan, 2002) asi como la obstruccion en poros en

suelo interrumpiendo la relacion agua y planta (McCown et. al, 1997)

3.4 Evaluacion de degradacion de hidrocarburos en suelo contaminado

En los resultados obtenidos al finalizar el ensayo de fitorremediacion (tabla 11) se
puede observar la concentracion inicial de hidrocarburos fraccibn media en suelo
contaminado. Los tratamientos TO y planta sin inocular muestran una disminucién
significativa en la concentracion de hidrocarburos, teniendo estas las
concentraciones mas altas con respecto a los demas tratamientos del suelo inicial
(sc) tiene una concentracion 26.95, los mas bajos en concentracién son UH-3 con
46.15y el inoculo mixto CH-13+11BB con 50,04.
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Tabla 11 concentracion inicial y final de un suelo contaminado con hidrocarburos.

TRATAMIENTO

HIDROCARBUROS

PORCENTAJE DE

(mglkg) REMOCION
sc inicial 26953.13 +251E3 € -

To 14283.76 + 855. d 47.0
planta sin inocular 16317.42 +2.45E3 d 39.5
IH-7 9031.00 £789. bc 66.5
CH-13 9775.54 + 1.43E3 ¢ 64.0
UH-3 4615.10 +707.a 83.0
11BR 6801.68 + 605. ab 750
11BB 6686.07 + 839. ab 71
UH-3+11BR 7968.12 + 4.27E3 bc 704
CH-13+11BB 5004.03 + 391 a 814

To= suelo sin planta ni inoculo, sc= suelo contaminado.

La degradacion en To puede ser debido a que el ensayo se realiz6 en suelo sin

esterilizar y que habia sido contaminado hace 3 afios aproximadamente, por lo que

podemos otorgar la disminucion a los microrganismos nativos. Estudios demuestran

que la biota puede adaptarse a diésel utilizandolo como alimento en periodos de

exposicion largos (B. Sutton et.al, 2013).

El tratamiento CH-13+11BB fue utilizado en un ensayo de biorremediacion

(Martinez Carrera, 2016) en donde redujo un 94% con respecto a la concentracion

inicial

33



CONCLUSIONES

Las propiedades fisicoquimicas del suelo presentaron alteraciones debido
a la presencia del contaminante diésel.

La poblacién bacteriana rizosférica disminuyo en suelo contaminado en las
plantas sin inoculacion.

En las plantas inoculadas con las cepas 11BB, CH-13 y CH-13+11BB la
poblacién bacteriana asociada a las raices de las plantas se increment6 en
suelo contaminado.

Solo la cepa UH-3 favorecio la germinacion de las semillas en suelo
contaminado con diésel.

La degradacién del hidrocarburo se increment6 con presencia de las
plantas inoculadas.

La inoculacion de las plantas con bacterias fijadoras de nitrégeno y
productoras de biosurfactantes incremento la biodegradacién del
hidrocarburo.
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