Rev. Int. Contam. Ambie. 28 (4) 323-332, 2012

TRES DOSIS INOCULANTES CON Proteus sp EN LA BIODEGRADACION
DE PETROLEO CRUDO

Marcia Eugenia OJEDA-MORALES!, Miguel Angel HERNANDEZ-RIVERA',
José Gabriel MARTINEZ-VAZQUEZ?*, Laura Lorena DIAZ-FLORES! y
Maria del Carmen RIVERA-CRUZ3

! Division Académica de Ingenieria y Arquitectura, Universidad Judrez Autonoma de Tabasco, km. 1 Carretera
Cunduacan-Jalpa, Colonia Esmeralda, Cunduacan, Tabasco, México, CP: 86040

2 Facultad de Salud y Ciencias A. F., Universidad Internacional SEK, Ismael Valdés 834, Santiago, Chile, CP
8320000

3 Colegio de Postgraduados Campus Tabasco, Periférico Carlos A. Molina, km 3, Carretera Cardenas-Huiman-
guillo, Cardenas, Tabasco, México, CP. 86570

* Autor responsable; gabrielm81@hotmail.com

(Recibido marzo 2011, aceptado agosto 2012)

Palabras clave: biodegradacion de hidrocarburos, Proteus sp, dosis inoculante, biorremediacion

RESUMEN

Desde hace varias décadas existen en México extensas areas impactadas por derra-
mes petroleros. La mayoria de las tecnologias de biorremediacion actuales utilizan
microorganismos para descontaminar sitios con hidrocarburos. En este trabajo se
prepararon y evaluaron tres dosis inoculantes de Proteus sp. sobre un suelo arcilla-
limoso contaminado con hidrocarburos. Las muestras de suelo se colectaron en el
municipio Cunduacéan, Tabasco, México. Se determinaron la cantidad de hidrocar-
buros totales de petréleo (HTP) removidos y la magnitud del desarrollo poblacional
microbiano durante el estudio, empleando un disefio experimental tipo factorial
3x3x3: tres concentraciones de HTP (tratamientos T=50000 ppm, T2=70000 ppm, T3=90000
ppm)s tres tiempos de desarrollo del in6culo del microorganismo previos al sembrado
en el suelo contaminado (D=4g 1, D2=72n, D3=961) y tres repeticiones. Los datos fueron
analizados con el procedimiento ANOVA y prueba de medias mediante el paquete
estadistico SAS-6.0. La dosis que presentd la mayor degradacion en un lapso de 90
d fue la Dy en todos los tratamientos: 70.99 % (T}), 75.58 % (T,) y 67.56 % (T5) con
poblaciones bacterianas finales de 3.506x103,4.100x103 y 3.867x10° UFC/g de suelo,
respectivamente. Se recomienda preparar el inoculante 48 h antes de ser vertido al
suelo arcilla-limoso, contaminado con petrdleo crudo tipo Istmo y acondicionado
con Triple 17, para realizarle biorremediacion.
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ABSTRACT
For several decades have existed in Mexico large areas impacted by oil spills. The
majority of current bioremediation technologies use microorganisms to clean up oil
sites. In this work, were prepared and evaluated three doses of Proteus sp. inoculants
on clay-loam soil contaminated with hydrocarbons. The soil samples were collected
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in the municipality of Cunduacéan, Tabasco, México. We determined the amount
of total petroleum hydrocarbons (TPH) removed and the magnitude of population
development of microorganisms during the study, using a factorial experimental
design 3x3x3: three concentrations of HTP (treatments T=50000 ppm, T2=70000 ppm,
T3-90000 ppm), three times seed development of the microorganism pre-planted in
the contaminated soil (D =48 n, D2=721n, D3-96 ) and three replications. The data were
analyzed using ANOVA procedure and mean test using the statistical software SAS-
6. The dose that showed the highest degradation within 90 d was D, in all treat-
ments: 70.99 % (T), 75.58 % (T,) and 67.56 % (T3) with late bacterial population
3.506x10%, 4.100x10% and 3.867x10° CFU/g of soil, respectively. Therefore, it is
recommended to prepare the inoculum 48 h before being discharged into the clay-
loam soil contamined with Istmo crude petroleum, and conditioning with Triple 17

in order to perform bioremediation.

INTRODUCCION

En México la explotacion de los recursos natu-
rales del estado de Tabasco contribuye de manera
notable a la economia nacional, contando con una
aportacion del 5.7 % al Producto Interno Bruto
(PIB) por sus actividades industriales (INEGI
2009), correspondiendo un aporte del 3.7 % al PIB
total nacional por la extraccion de petréleo crudo
de los pozos en tierra en este estado del sureste
mexicano (Arias 2010). El total de extraccidon de
petroleo crudo en México en el afo 2009 fue de
2.6 millones de barriles diarios, de los cuales el
77.5 % se obtuvieron de las regiones marinas del
Golfo de México (Cruz-Serrano 2010),y el 17.3 %
fueron extraidos de los pozos en tierra de Tabasco
(Hernandez 2009). Sin embargo, en lo que respecta
a la explotacion del petrdleo, existen muchas con-
secuencias relacionadas con la contaminacion de los
ecosistemas de esta region tropical. México produce
tres tipos principales de petroleo crudo: el Maya-22
pesado, que constituye casi la mitad del total de la
produccion; el Istmo-34 ligero (tipo de petroleo crudo
empleado en el presente trabajo), bajo en azufre que
representa casi un tercio del total de la produccion;
y el Olmeca-39 extra ligero, aproximadamente la
quinta parte del total de la produccion (Lopez 2009).
Las fuentes de contaminacion mas comunes debidas
a la explotacion del petroleo que impactan grande-
mente al ambiente son los lodos de perforacion de
tipo inverso y recorte (Vinalay 1998), los ocasionados
por derrames de tuberias corroidas (Atlas y Bartha
2002), los producidos por accidentes y los tiraderos
de desechos semisolidos. Es por ello que se deben
emplear procesos de descomposicion de la materia
organica por medios quimicos o bioldgicos. Dentro
de los ultimos, los microorganismos pueden oxidar
hidrocarburos y utilizarlos como fuente de energia

(Castro-Riquelme 2008, Machin-Ramirez et al.
2010), convirtiéndolos en otros productos menos
toxicos y en metabolitos intermediarios dentro de su
metabolismo (Fernandez 2002, Madigan et al. 2009).

Por lo anterior, resulta conveniente considerar
las técnicas de biorremediacion para la restauracion
de sitios contaminados, las cuales se aplican de
acuerdo con las necesidades y recursos con que se
cuenten en las zonas impactadas por las actividades
de la industria petrolera (Watanabe 2001, Fernandez
2002). Las estrategias que emplea la biorremediacion
del suelo contaminado incluyen el estimulo de los
microorganismos indigenas, introduciendo nutrientes
y oxigeno en el suelo (bioestimulacion) o a través de
la inoculaciéon de una cepa o consorcio microbiano
mixto enriquecido en la tierra, denominado bioau-
mentacion (Barathi y Vasudevan 2001, Seklemova
et al. 2001, D’ Annibale et al. 2006, Ogbulie et al.
2010), ofreciendo una manera de proporcionar mi-
croorganismos especificos en nimero suficiente para
completar la biodegradacion. Los microorganismos
tolerantes a este ambiente de estrés, dentro de los
que se encuentran un gran numero de heterétrofos,
producen dioxido de carbono, agua, biomasa y otros
productos menos toxicos, como consecuencia de la
oxidacion de los hidrocarburos por accion de sus
monooxigenasas y dioxigenasas (Adams-Schroeder
et al. 2002, Leitao 2009).

Las bacterias, de las cuales dependen en su ma-
yoria los proyectos de biorremediacion del sitio de
interés, son generalmente capaces de trabajar entre
un rango de temperatura alrededor de 7 hasta 32 °C,
pero se desempefan mejor en un rango de 15 hasta
30 °C (Hernandez-Rivera et al. 2011). La mayoria
de ellas tiene buen funcionamiento en un rango de
pH de 6.0 a 8.0, pero frecuentemente se encuen-
tran algunas que trabajan en pH alrededor de 8.5 y
también en un pH de 4.5 (Rivera-Cruz et al. 2002,
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Leitao 2009), lo que no descarta que haya algunas
que puedan manifestar un adecuado funcionamiento
a otras medidas de pH, incluso las ya conocidas. Los
microorganismos necesitan condiciones de humedad
y oxigeno adecuadas, la acumulacién de agua en el
suelo no puede ser menor que el 50 % ni debe ser
mayor del 80 % de su capacidad de campo (capaci-
dad que tienen los suelos para mantener la humedad)
(Trinidade et al. 2002). La adicion de demasiada agua
al suelo podria reducir el contenido de oxigeno en
el suelo. Frecuentemente manteniendo un contenido
de humedad apropiado se tiene un buen control de
la cantidad de oxigeno disuelto. La oxigenacion en
la biorremediacion se realiza mediante un mezclado
realizado con maquinaria adecuada (Trinidade et al.
2002). Los nutrientes complementarios para el de-
sarrollo de los microorganismos hidrocarbonoclastas
(N, P, K, etc.), pueden ser proporcionados y ajustados
con nutrientes inorgénicos. Si el contenido de nu-
trientes llega a ser limitado o exagerado, el funciona-
miento de la biorremediacion declinaria (Fernandez
2002, Fuentes 2008). El potencial metabolico de los
microorganismos para degradar petroleo encuentra
condiciones favorables de temperatura, nutrientes,
pH, oxigeno y humedad en suelos tropicales (Rivera-
Cruz et al. 2002).

Los géneros de bacterias degradadoras de hidrocar-
buros en el suelo son: Achromobacter, Acinetobacter,
Actinomyces, Alcaligenes, Micrococcus, Mycobac-
terium, Nocordis, Proteus y Pseudomonas (Lopez
2009, Hernandez-Rivera et al. 2011). De los géneros
de bacterias presentes en diferentes suelos contami-
nados con petréleo crudo, gasolina y queroseno, las
mas abundantes fueron Acinetobacter, Aeromonas,
Bacillus, Corynebacterium, Flavobacterium y Vi-
brio (Lopez 2009). La biodegradacion de diferentes
compuestos poliaromaticos de 2 hasta 4 anillos, entre
ellos naftaleno, fenantreno, pireno y fluoranteno se
ha alcanzado con porcentajes de degradacion de 59.5,
50.9, 63.0 y 89.7 % respectivamente, en un tiempo
de 10 d (Rivera-Cruz et al. 2002, Thavasi 2007). La
inoculacion 6ptima que permite un tratamiento favo-
rable de sitios contaminados por hidrocarburos, sobre
todo de suelos, depende del tipo de microorganismo,
del suelo y de varios factores adicionales (Castro-
Riquelme 2008, Leitao 2009, Machin-Ramirez et al.
2010), algunos de los cuales tal vez aun no hayan sido
esclarecidos con la suficiente rigurosidad.

Por lo anterior, resulta necesario, luego de de-
terminar in vitro el efecto de las variables que favo-
recen el crecimiento de diversos microorganismos
degradadores de hidrocarburos en un tipo de suelo
dado, continuar con los estudios en campo para en-

contrar las condiciones optimas en la recuperacion
de suelos contaminados por derrames de petroleros
en el estado de Tabasco y en cualquier lugar impac-
tado por las actividades de la industria petrolera.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevo a cabo sobre un suelo
del estado de Tabasco en México, empleando como
contaminante la fraccion pesada del petroleo crudo
tipo Istmo, cuyo indice API es de 33.74 (escala arbi-
traria de densidad propuesta por American Petroleum
Institute) (Martinez-Vazquez et al. 2011). La bacteria
hidrocarbonoclasta utilizada para la degradacion del
petroleo crudo fue Proteus sp. El estudio se llevo
a cabo cumpliendo cada Norma Oficial Mexicana
(NOM) y estadounidense (USEPA), donde corres-
pondio, de manera especifica.

Ubicacion del area y toma de muestra de suelo

El tipo de suelo utilizado en esta investigacion fue
un arcilla-limoso, ubicado en el estado de Tabasco. La
extension territorial total del estado es de 24 751 km?
(2475100 ha) (Rivera-Cruz 2004). Las muestras se
tomaron en el municipio de Cunduacan, México. Se
colectaron muestras del suelo, seleccionadas segiin
la Norma Oficial Mexicana NOM-021 (SEMARNAT
2002a). El area de muestreo ocupd una supetrficie
de 10000 m? (1 ha). El procedimiento utilizado fue
el del metro cuadrado, obteniéndose un total de 70
kg de suelo en 6 puntos de muestreo. Las muestras
se mezclaron para homogeneizarlas y obtener una
muestra compuesta, posteriormente se guardaron
en bolsas de polietileno, se sellaron y se dejaron en
refrigeracion a 4 °C hasta su uso.

Caracterizacion y procesamiento de la muestra
del suelo

La caracterizacion de las muestras de suelo im-
plico los analisis fisicos: humedad, densidad y tem-
peratura; y los quimicos: pH e hidrocarburos totales
de petréleo (HTP), y bioldgicos: conteo de células
viables. Posteriormente se procedid a procesar las
muestras colectadas.

La medicion del pH se hizo empleando la norma
NOM-021 (SEMARNAT 2002c). El andlisis biolo-
gico se realizé con el método de recuento en placas
de células viables por diluciones en serie (Madigan
et al. 2009). Se utilizaron diluciones seriadas con
base 10 en condiciones estériles, las cuales consis-
tieron en diluir 10 g de suelo en 90 mL de agua, y
a continuacioén con una pipeta estéril se continud la
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dilucion hasta llegar a 107 g de suelo. Se prepararon
cajas de Petri por triplicado con su respectivo medio
de cultivo agar nutriente (AN) (Ramirez 2001), en
seguida se agreg6 al centro de cada una de las cajas
0.1 mL de las diluciones y se dispers6 con una varilla
de vidrio por la superficie del AN. Posteriormente,
las cajas fueron invertidas y se colocaron en bolsas
de plastico previamente desinfectadas con alcohol. A
continuacion, se incubaron a 28 °C hasta el desarrollo
de colonias. Para conocer las poblaciones microbia-
nas se realizaron conteos a las 24 h después de haber
sembrado. Se efectud el conteo de células viables de
las unidades formadoras de colonias (UFC), para lue-
go transformarlas a unidades formadoras de colonias
por gramo de suelo seco (UFC/g ss), segun Madigan
et al. (2009).

Las muestras de suelo recolectadas, fueron some-
tidas a los procesos de secado, trituracion, molienda
y tamizado de acuerdo con el método indicado por
la NOM-021 (SEMARNAT 2002b). Se colocaron
las muestras en refrigeracion a 4 °C para su posterior
contaminacion con petréleo.

Diseiio experimental de inoculacion de la muestra

En esta etapa se procedid a obtener la fraccion
pesada del petréleo crudo tipo Istmo con el cual se
contaminaron las muestras de suelo ya tratadas. A
continuacion, el suelo tratado se contamino con el
hidrocarburo y luego se acondiciono con los nutrien-
tes necesarios. Por otra parte se prepar6 el indculo
con Proteus sp. y después se sembrod en el suelo
contaminado y acondicionado. Posteriormente, se
dio seguimiento a la degradacion del petroleo crudo
efectuada por este microorganismo.

Estabilizacion del petroleo crudo y establecimiento
de los tratamientos conforme al diserio experi-
mental. El petréleo crudo tipo Istmo se estabilizd
segun la norma NOM-138 (SEMARNAT, 2003a),
para tener la fraccion pesada (que cubre pesos
moleculares mayores de C18), y posteriormente
se le determind su densidad real via picnémetro
(SEMARNAT 2002d). De acuerdo con el disefio
experimental de arreglo estadistico factorial 3x3x3,
se prepararon 27 unidades experimentales (u.e.) de
suelo. El arreglo consistié de tres concentraciones
de HTP estabilizado (tratamientos T T, , T3), con las
que se contaminaron las u.e. de suelo arcilla-limoso;
tres tiempos de desarrollo del in6culo de Proteus
sp, previos al sembrado en el suelo contaminado
con petroleo (D; D,y D3), y tres repeticiones. Esto
se desarrollé con los tratamientos: T;, 5x10* mili-
gramos de HTP por cada kg de suelo seco libre de

hidrocarburos (mg/kg HTP, 50 000 ppm); T, 7x104
mg/kg HTP (70000 ppm) y T3, 9x10* mg/kg HTP
(90000 ppm). Los tiempos: Dy, 48 h; D,, 72 h; D3,
96 h y las tres repeticiones para cada tiempo de
inoculacion. Para cada u.e. se emplearon 1.5 kg de
muestra de suelo procesado libre de petréleo, con-
taminandose con la cantidad de petroleo necesaria
de acuerdo al valor de su densidad real y al disefio
experimental descrito arriba, por mezclado directo
y agitacion con espatula.

Acondicionamiento del suelo, elaboracion y siem-
bra del inoculo. El acondicionamiento del suelo se
hizo agregandole fertilizante Triple 17 (0.908 kg
Triple17:1 m? suelo seco estéril), para proveer los
nutrientes necesarios a los microorganismos para
su desarrollo (Lopez 2009, Hernandez-Rivera et al.
2011), porque contiene los nutrimentos (N, P, K)
que promueven una mayor multiplicacién de cepas
después de las sales puras: Na,HPO,4, KH,;POy,
NH4Cl, y MgS0O4°7H,0 (Kastner et al. 1994). La
elaboracion del inoculo, se llevo a cabo en un medio
mineral liquido donde la inica fuente de carbono fue
el petréleo crudo, empledndose la cepa bacteriana
de Proteus sp., la cual se obtuvo de manera similar
a un estudio anterior realizado por nuestro equipo
de investigacion, donde se demostré que tenia un
gran potencial para degradar hidrocarburos deriva-
dos de petroleo (Hernandez-Rivera ef al. 2011). Se
prepararon dos soluciones (A'y B), como se indica
a continuacion y se esterilizaron a calor humedo
durante 30 min a 137.895 kPa (20 1b/in?) (L6pez,
2009). Solucion A: 0.8 g de K;HPO,, 0.2 g de KH-
2POy4, 0.1 g de NaCl, 0.0125 g de Na;MoO4+2H,0
y 0.1372 g de NayFeeEDTA disueltos en 900 mL de
agua destilada. Solucion B: 0.2 g de MgSO,4¢7H,0
y 1.2 g de CaCl,*2H,0(CaCOs) disueltos en 100
mL de agua destilada (Rivera-Cruz et al. 2002).
Las soluciones A y B se mezclaron en condiciones
axénicas y a continuacion a esta mezcla se le adicio-
no la cepa de Proteus sp. (5 mL cepa:1 L mezcla),
manteniéndose en aireacion con compresor de aire
durante los tiempos indicados en el disefio del ex-
perimento, hasta su sembrado en el suelo contami-
nado con hidrocarburos: 48 h (D;), 72 h (D;) y 96 h
(D3). Finalmente a cada u.e. de suelo contaminado
con hidrocarburos y acondicionado con Triple 17,
se le agrego la solucion del indculo bacteriano en
la proporcion 300 mL:1 kg suelo seco, de acuerdo
al modelo estadistico, adicionando agua destilada
estéril hasta completar el 50 % de humedad de la
capacidad de campo requerido. Posteriormente, se
le dio seguimiento al estudio.
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Seguimiento del experimento en el laboratorio

El experimento se llevo a cabo durante 90 d, tiem-
po durante el cual el monitoreo estuvo basado en la
medicion de pH cada 15 d, realizada con el método de
la norma NOM-021 (SEMARNAT 2002c); la medi-
cion de temperatura, llevada a cabo todos los dias du-
rante el tiempo que duro el estudio; la cuantificacion
de humedad (SEMARNAT 2003b); la determinacion
de los HTP cada 15 d (SEMARNAT 2003a, USEPA
1996), y el conteo de células viables cada 15 d por el
método de recuento en placas por diluciones en serie,
como se indico previamente. Los datos obtenidos
fueron analizados con el procedimiento ANOVA y
prueba de medias (Tukey, 0<0.05) mediante el paque-
te estadistico SAS-6.0. Durante el experimento las
u.e. se mantuvieron aireadas y el suelo fue mezclado
con una espatula. Para mantener la humedad de las
u.e., se agrego agua destilada estéril a cada unidad
experimental de suelo. Los andlisis correspondientes
al seguimiento del experimento en el laboratorio se
desarrollaron en las fechas indicadas, tomando 100 g
de muestra de cada u.e. y manteniéndolos en refrige-
racion a 4 °C para su posterior procesamiento por las
técnicas referidas.

RESULTADOS

El analisis de textura del suelo mostr6: 49 % masa
arcilla, 41 % masa limo y 10 % masa arena, dando so-
porte para clasificarlo como suelo arcilla-limoso. Los
resultados de los analisis fisicos, quimicos y biologicos
obtenidos para el suelo en estudio libre de hidrocarbu-
ros, sefialan una T de 25 °C, 1056.8 kg/m? como valor
de densidad real, 4.0 de humedad, pH con un valor
de 6.5y 5.9x1072 UFC/g de suelo seco. Asimismo,
las mediciones realizadas al petroleo tipo Istmo en
su fraccion pesada (indice API=33.74), que fue con
el que se contamind el suelo en estudio, presentaron
una temperatura de 30 °C y una densidad real de
0.85 g/mL. Las evaluaciones de los pardmetros fisi-
coquimicos y bioldgicos del suelo contaminado en
las u.e. se realizaron durante 90 d.

Medicion de propiedades fisicas (humedad,
temperatura), quimicas (pH, HTP) y biologicas
(conteo de células viables)

Al inicio del tratamiento, la humedad en las
u.e. se ajustd a un valor de 50 % de la capacidad
de campo, puesto que los microorganismos re-
quieren condiciones minimas de humedad para su
crecimiento, por lo que se mantuvieron en niveles
aceptables recomendados durante todo el tiempo

de anlisis, es decir, un rango 30-40 % en cada uno
de los tratamientos (T, T, y T3). En el tiempo que
dur¢ el experimento, la temperatura de las u. e. se
ubic6 en un intervalo de 24 °C a 29 °C en cada uno
de los tratamientos. El pH de las se mantuvo en un
intervalo entre 6.95 y 7.57 (Madigan et al. 2009), el
cual era indispensable para el crecimiento deseado
de bacterias. Para controlar el pH en el interior
de cada u.e., se agregaron disolucion de H,SO,4 6
NaOH segun se requiriera. En la figura 1 se muestra
la remocién de HTP presentes en los tratamientos
T, realizada por las diferentes dosis de aplicacion de
Proteus sp. a los tiempos previos de preparacion del
inoculo D; (48 h), D, (72 h) y D3 (96 h). Mientras
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Fig. 1. Remocion de petrdleo crudo tipo Istmo en su fraccion
pesada, como mg/g ss (miligramos de hidrocarburo por
kilogramo de suelo seco) desde el inicio hasta 90 d: A)
Tratamiento T; 5x10* mg/kg HTP (50000 ppm), B)
Tratamiento T, 7x10* mg/kg HTP (70000 ppm) y C)
Tratamiento T3 9x10* mg/kg HTP (90 000 ppm). (Medias
con letras comunes en barras no difieren significativa-
mente, 0:<0.05)
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CUADRO I. PORCENTAIJE DE REMOCIONV DE HTP A
LOS 90 d DEBIDO A CADA INOCULO (D),
PARA CADA TRATAMIENTO (T) DE SUELO
ARCILLA-LIMOSO CONTAMINADO CON LA
FRACCION PESADA DEL PETROLEO TIPO

ISTMO
D1} D2t D3}
Tratamiento
(%)
T, (5%10%) mg/kg HTP)* 79.99 57.80 64.19
T, (7%10% mg/kg HTP)* 75.58 49.43 75.20
T; (9x10%) mg/kg HTP)* 67.56 65.60 48.02

*Miligramos iniciales de HTP por cada kg de suelo seco

i Tiempos de desarrollo del indculo del Proteus sp, previos al
sembrado en el suelo contaminado con petréleo D1(48h), D2
(72h) y D3 (96h)

que en el cuadro I se indican los porcentajes de re-
mocién de HTP a los 90 dias debido a cada ino6culo
(D), para cada tratamiento.

Las poblaciones bacterianas encontradas a los
tiempos t = 0 h de inoculacién en cada u.e., como
resultado de la siembra de las diferentes dosis de Pro-
teus sp. con tiempos previos de preparacion del ino-
culo D; (48 h), D, (72 h) y D3 (96 h), fueron 39 000,
1210000 y 350000 UFC/g ss, respectivamente. La
figura 2 indica las poblaciones del microorganismo
hidrocarbonoclasta Proteus sp., que se encontraron
en los tratamientos T (con las diferentes dosis de
aplicacion del indculo), a los tiempos de sembrado
de 30, 60 y 90 d.

Asi mismo, en el cuadro II se muestra la cuan-
tificacion del desarrollo poblacional de Proteus sp
como UFC/g ss, a los 90 dias debido a cada inoculo
(D), para cada tratamiento (T).

DISCUSION

Los estudios realizados al suelo arcilla-limoso
previos a su tratamiento, mostraron la presencia de
hidrocarburos de tipo vegetal y una baja cantidad de
microorganismos, aunque ninguno de los encontrados
fue Proteus sp. La informacidon obtenida del suelo
tratado junto con las mediciones hechas al petroleo
crudo tipo Istmo en su fraccion pesada, sirvieron de
base para disefiar el experimento de tipo factorial
3x3x3 empleado en la presente investigacion.

En el monitoreo de la humedad y la temperatura,
la primera es una variable importante que favorece
la degradacion de contaminantes orgdnicos por los
microorganismos, por lo cual es importante contro-
larla (Madigan et al. 2009). Es por ello que durante
el desarrollo del presente estudio se mantuvo la
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Fig. 2. UFC por gramo de suelo seco de Proteus sp. a diferentes
tiempos de desarrollo del indculo en las u.e. del suelo
arcilla-limoso, segtin los tratamientos: A) T; 5x10* mg/
kg HTP (50000 ppm), B) T, 7x10* mg/kg HTP (70 000
ppm) y C) T3 9x10* mg/kg HTP (90000 ppm). (Medias
con letras comunes en barras no difieren significativa-
mente, 0.<0.05).

CUADRO II. DESARROLLO POBLACIONAL DE Proteus
sp COMO UFC/g DE SUELO, ALOS 90 d DE-
BIDO A CADA INOCULO (D), PARA CADA
TRATAMIENTO (T) DE SUELO ARCILLA-
LIMOSO CONTAMINADO CON LA FRAC-
CION PESADA DEL PETROLEO TIPO ISTMO

D1z D2t D3Z
Tratamiento
(UFC/g)
Ty (5x10% mg/kg HTP)* 3506 3030 3300
T, (7x10%) mg/kg HTP)* 4100 4276 3300
T, (9%10%) mg/kg HTP)* 3867 3850 2710

*Miligramos iniciales de HTP por cada kg de suelo seco

i Tiempos de desarrollo del inoculo de Proteus sp, previos al
sembrado en el suelo contaminado con petréleo D1(48 h), D2
(72 h) y D3 (96 h)
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humedad en el rango 30-40 % en cada uno de los
tratamientos T (T, T, y T3), siempre muy cerca de
lo senalado por Adams-Schroeder et al. (1999), quien
ha reportado que muchas bacterias acrobias trabajan
aniveles de humedad entre 40 y 70 % de la capacidad
de campo, por lo tanto la humedad mantenida durante
los 90 d de monitoreo es aceptable. En el caso de la
temperatura, la biorremediacion funciona de manera
general en un intervalo de aproximadamente 5 a 40
°C, pero el intervalo 6ptimo para los climas tropica-
les es aproximadamente de 30 a 35 °C (Rivera-Cruz
et al. 2002). La velocidad de degradacién aumenta
con la temperatura por lo que un incremento de la
misma es util, decreciendo la biodegradacion por
desnaturalizacion de las enzimas a temperaturas
superiores a 40 °C e inhibiéndose a inferiores 0 °C.
En este trabajo se mantuvo la temperatura entre 24 y
29 °C en todas las u.e., intervalo cercano al 6ptimo
en el que crecen la mayoria de los microorganismos
(Hernandez-Rivera et al. 2011). El pH del suelo
puede afectar significativamente la actividad micro-
biana. El pH de las u.e. se mantuvo en un intervalo
de 6.95 a 7.57 es decir, de moderadamente acido a
moderadamente alcalino. El crecimiento de muchos
microorganismos normalmente es maximo dentro de
un intervalo de pH entre 6.0 y 7.0 (Martinez-Vazquez
etal 2011). En zonas pantanosas, o en algunos suelos
acidos (como los ferrosoles, acrisoles y luvisoles),
se puede manejar un pH de 4.0 a 6.0 sin muchos
problemas si se utilizan bacterias nativas, pero en
la mayoria de los suelos un pH de 6.0 a 8.0 es mas
adecuado (Fuentes 2008). El efecto del pH en el suelo
influye sobre los indices de crecimiento microbiano,
como también la solubilidad del fosforo. El pH de
las u.e. se mantuvo en condiciones 6ptimas durante
el desarrollo del presente trabajo.

En este estudio se midi6 la remociéon de HTP
en el suelo de interés, contaminado con diferentes
concentraciones de petroleo crudo (tratamientos
T). La remocion fue llevada a cabo por medio del
microorganismo hidrocarbonoclasta Proteus sp., a
diferentes tiempos de preparacion del indculo de esta
bacteria (factor D), previos a su siembra en el suelo
contaminado, segun el diseno estadistico del experi-
mento. La figura 1A muestra que las concentraciones
removidas a los 30 d en T; (5%10* mg/kg HTP) pre-
sentaron diferencias significativas en D3 con respecto
aD; y D, (17=0.95, 0<0.05), expresando 3.0992x10%,
2.7131x10*y 2.1347x10* mg/kg HTP degradados en
el orden que se presentan (30 992, 27 131 y 21 347
ppm respectivamente). A los 60 d, D; y D3 mostraron
diferencias significativas con respecto a D, (r>=0.97,
0<0.05), encontrando una remocion de 3.1652x10%,

3.2117x10%y de 2.2920x10* mg/kg HTP (31 652, 32
117y 22 920 ppm), correspondientemente. Asi mismo,
La figura 1A muestra que a los 90 d no se encontro
diferencia significativa (r>=0.96, a<0.05) entre D1, D,
y D3, manifestando concentraciones de 3.5493x10%,
2.8901x10* y 3.2097x10* mg/kg HTP degradados
(35493,28901 y 32097 ppm), es decir, un porcentaje
de 70.99, 57.80 y 64.19, respectivamente.

De igual forma el andlisis de varianza en T,
(7x10* mg/kg de HTP) a los 30 d (Fig. 1B) mostrd
diferencias significativas (r>=0.80, 0<0.05) en D; y
D3 respecto a D», siendo la remocion de 3.4803x10%,
4.4383x10*y 7.643x10* mg/kg HTP (34803, 44383
y 27643 ppm), en el orden que se presentan. A los 60
d, D3 present6 una diferencia significativa (r>=0.98,
0<0.05) comparado con D; y D,, encontrando remo-
ciones de 5.0507x10%, 3.5060x10*y 3.6092x10* mg/
kg HTP (50507, 35060 y 36092 ppm) consecutiva-
mente. Por otro lado, a los 90 d, se encontraron di-
ferencias significativas (r>=0.97, 04<0.05) en D; y D3
con respecto a D,, obteniendo un valor de remocion
de 5.2909x10%, 5.2642x10* y 3.4598x10* mg/kg
HTP respectivamente (52909, 52 642 y 34 598 ppm),
es decir, del 75.58, 75.20 y 49.43 %.

Por su parte en T3 (9x10* mg/kg de HTP) a los
30 d, los resultados evidenciaron diferencias signi-
ficativas (r’=0.99, 0<0.05) en D; y D3 comparado
con D,, mostrando una remocion de 5.1222x104,
5.2267x10% y 3.4222x10* mg/kg HTP (51222,
52267 y 34222 ppm) correspondientemente.
Posteriormente, a los 60 d D;, D, y D3 mostra-
ron diferencias significativas en la remociéon de
HTP (r>=0.98, 0<0.05), encontrandose que fue de
6.3379x10%, 4.2953x10*y 5.0437x10* mg/kg HTP
(63379, 42953 y 50437 ppm) en el orden que se
presentan. Después de 90 d se presentaron diferen-
cias significativas (r>=0.67, a<0.05) entre D; y D,
con respecto a Ds, con resultados de 6.0808x104,
5.9048x10*y 4.3217x10* mg/kg HTP degradados
(60808,59048 y 43217 ppm), es decir, 67.56, 65.60
y 48.02 % consecutivamente (Fig. 1C).

En cuanto a la eliminacién de HTP por Proteus sp.
alos 90 d (Cuadro I), los tratamientos T » y 3 ponen
de manifiesto que con la aplicacion del inoculo a D,
se obtuvieron los mayores porcentajes de remocion,
siendo de 70.99, 75.58, y de 67.56 %, respectiva-
mente. Estudios similares al presente, que utilicen
el microorganismo hidrocarbonoclasta Proteus sp.
como cepa individual, util para la degradacion de
hidrocarburos derivados del petroleo en suelos, aun
no han aparecido reportados en la literatura. So6lo se
ha encontrado una escasa y limitada referencia a su
participacion en otras condiciones experimentales,
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formando parte de consorcios microbianos, en biorre-
mediacién en efluentes de una planta de fertilizantes
adicionados con petréleo (Aldoky y Orugbani 2007).
En el mismo contexto, con relacidon a la especie
Proteus, Thavasi et al. (2007), reportaron un 85.15
% de biodegradacion de hidrocarburos empleando
Proteus aeruginosa, aunque en un medio de sales
minerales, no de Triple 17, utilizando agua marina
al 75 % como disolvente, con un 0.1 % de petrdleo
crudo y un tiempo de degradacion 7 d, pero no en
estudios sobre suelos.

Por otra parte, se determind la multiplicacién
de Proteus sp. en el suelo contaminado con la frac-
cion pesada del petroleo tipo Istmo, como UFC/g
ss de microorganismo durante todo el tiempo que
duraron los tratamientos. El desarrollo poblacional
bacteriano a Dy, D, y D3 (empleando los in6culos
con tiempos de desarrollo previo de 48 h, 72 h'y
96 h, respectivamente), en el tratamiento de suelo
contaminado con 5x104 mg/kg HTP (T)), a los
30 d no mostraron diferencias significativas (r’=
0.49, 0<0.05), sin embargo la mayor poblacion fue
de 7127 UFC/g ss (D3). A los 60 d se encontraron
diferencias significativas (r>=0.98, <0.05) de D,
con respecto a D; y D3, mostrando que en D, se
obtuvieron 5577 UFC/g ss. Posteriormente a los 90
d no se encontraron diferencias significativas (r’=
0.52, 0<0.05), no obstante la mayor poblacion se
presentd al Dy con 3506 UFC/g ss (Fig. 2A). Sin
embargo, la figura 2B indica que el T, manifestd
diferencias significativas a los 30, 60 y 90 dias
en D, (r230 :0.80, 1'260:0.85, 1'290:0.97, (15005),
presentando las poblaciones mayores con valor de
5950, 7276 y 4276 UFC/g ss, respectivamente. Sin
embargo para el T3, la figura 2C muestra diferen-
cias significativas a partir de los 30 hasta los 90 d
(r?30=0.99, r%60=0.98, 1%90=0.67, 0<0.05) en D>, con
un crecimiento poblacional de Proteus sp. de 8750,
5863 y 3850 UFC/g ss correspondientemente.

El estudio sobre el crecimiento microbiano mues-
tra que en todos los tratamientos existio un desarrollo
poblacional del orden 10° UFC/g ss contaminado
con petroleo crudo tipo Istmo, independientemente
del factor D, aunque en ningtin caso mayor a 9000,
y a los 90 d nunca mayor a 4300. Ademas, en todos
los tratamientos a los 90 d hubo una mayor remocion
de HTP con Dy, resultado que coincide con que para
cada tratamiento se genero6 la mayoria poblacional de
Proteus sp. en Dy, aunque solo para T; y T3 (Cua-
dro II). Asimismo, la evaluacién de la aplicacion
del ino6culo a los 90 d en los tratamientos Ty, T, y
T;, aparentemente presentd algunas irregularidades,
puesto que comparando el porcentaje de remocion

con la cantidad poblacional del microorganismo en
Dj para T y Ty, se observé que con la misma canti-
dad de microorganismos, se obtuvieron porcentajes
distintos de degradacion de hidrocarburos (64.19
% en Ty 75.20 % en T,), siendo menor en Ty, y
en la comparacién de D; y D, al Ty, a pesar de que
existe una mayor poblaciéon en D,, en D; hubo un
mayor porcentaje de remocion (Cuadro II). Estas
observaciones estan de acuerdo con lo reportado por
Quifiones (2002) y Morales-Guzman (2007), quienes
han mencionado que no necesariamente existe una
relacion directa entre una poblaciéon microbiana
relativamente numerosa y una mayor degradacion
debido a que en el sistema existen microorganismos
que no son hidrocarbonoclastas. Esto pudo deberse a
probabilidad de que en el proceso de preparacion del
inéculo con Proteus sp., un porcentaje de microor-
ganismos no hayan desarrollado el mismo grado de
capacidad hidrocarbonoclasta por no haber tenido la
oportunidad de estar en contacto con las cantidades
adecuadas de nutrientes con las que se acondiciond
el suelo.

CONCLUSIONES

En el presente estudio se evalu6 la biodegradacion
de petrdleo crudo sobre un suelo arcilla-limoso conta-
minado, empleando como criterio la cuantificacion de
la remocion de hidrocarburos totales de petroleo (HTP)
a diferentes periodos de tiempo. Se encontr6 que en el
tratamiento T; (contaminado con 5x10* mg/kg HTP,
50000 ppm), la dosis con Proteus sp. que presento la
mayor degradacion en un lapso de 90 d fue la elaborada
D; (con un tiempo de preparacion del inoculo de 48
h, previo a su siembra en las u.e.), puesto que mostro
un 70.99 % de remocion de hidrocarburos, con una
poblacién bacteriana final de 6100 UFC/g de suelo.
A los 90 d el tratamiento 2 (suelo contaminado con
7x10* mg/kg HTP, 70 000 ppm), presento la remocion
mas alta (75.58 %), empleando el in6culo elaborado
Dy, con una produccion de 2900 UFC/g de suelo
al final del estudio. Asimismo, en el tratamiento 3
(suelo contaminado con 9x10* mg/kg HTP, 90 000
ppm), hubo una mayor eficiencia con D; a los 90 d,
con un 67.56 % de remocion de HTP y un desarrollo
poblacional de Proteus sp de 2950 UFC/g de suelo. Es
por ello que, a fin de llevar a cabo una biorremediacién
por bioaumentacion sobre un suelo arcilla-limoso con-
taminado con petroleo crudo tipo Istmo, utilizando un
indculo a base de Proteus sp., se recomienda preparar
el inoculante 48 h antes de ser vertido al suelo acondi-
cionado con el fertilizante Triple 17.
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