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RESUMEN

Los hidrocarburos intemperizados presentan una composicion formada principalmente
por la fraccion pesada del petroleo, los cuales son altamente persistentes. La complejidad
quimica del suelo dificulta la biodegradacion de los hidrocarburos. El objetivo de este
trabajo fue incrementar la biodisponibilidad de hidrocarburos altamente persistentes,
obteniendo las mejores condiciones nutrimentales para que los microorganismos na-
tivos en un consorcio adaptado desarrollaran el maximo potencial de degradacion en
un suelo contaminado con hidrocarburos intemperizados, a través de un proceso de
bioestimulacion. Se utilizé un disefio de experimentos factorial fraccionado del tipo
Plackett-Burman para encontrar la combinacion de nutrientes especificos que aporten
los requerimientos minimos necesarios para que las bacterias hidrocarbonoclastas
desarrollen sus procesos metabolicos de manera eficiente. La biodegradacion de los
hidrocarburos fue estimada con base en el contenido de hidrocarburos de fraccion
pesada (HFP)/kg suelo seco, produccion de CO,/kg suelo seco, asi como la alteracion
de algunas caracteristicas fisicas y quimicas como el pH, CE (uS/cm), porcentaje de
humedad y porcentaje de materia organica. Este trabajo realiza una contribucion al
estudio de la biodisponibilidad de los hidrocarburos persistentes mediante el control de
las condiciones nutrimentales en un proceso de bioestimulacion a través de un disefio
de experimentos. Por otro lado, la adicién de un consorcio microbiano adaptado a
concentraciones de 1 % de crudo Maya increment6 la degradacion de los hidrocarbu-
ros intemperizados en el suelo costero hasta en un 97 %, expresados como HFP en un
periodo de 28 dias de degradacion.
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ABSTRACT

The weathered hydrocarbons are mainly constituted of highly persistent heavy petroleum
fractions. Thus, the soil chemical complexity delays the hydrocarbon biodegradation.
The objective of this study was to increase the bioavailability of highly persistent com-
pounds by obtaining the greatest nutritional conditions for indigenous microorganisms.
A consortium was previously adapted in order to achieve the full potential of degrada-
tion through the biostimulation process which was carried out by the Plackett-Burman
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analytic method experiments. These experiments conducted to a specific combination
of nutrients, which provided the minimum requirements for the hydrocarbonoclastic
bacteria to efficiently improve their metabolic processes. The biodegradation of hy-
drocarbons were estimated based on the heavy oil/kg dry soil, CO; production/kg dry
soil, as well as the alteration of certain physicochemical characteristics, such as pH,
EC (uS/cm), moisture and organic matter percentage. In conclusion, these analyses
provide a contribution to the study of bioavailability of weathered hydrocarbons by
controlling conditions in a nutrient biostimulation process and through the design of
experiments. Likewise, a microbial consortium adapted to a 1 % concentration of
Mayan crude, resulted in an up to 97 % increase in hydrocarbon degradation in the
coastal weathered soil, which were expressed as a heavy fraction of hydrocarbons in

a period of 28 days of degradation.

INTRODUCCION

Un gran niimero de estudios de degradacion de
hidrocarburos en el suelo van dirigidos a promover
la desorcion y solubilizacion de hidrocarburos recal-
citrantes para hacerlos biodisponibles en la fase libre
mediante la aplicacion de métodos fisicos, quimicos,
térmicos o biologicos. Sin embargo, en algunos casos
se han desarrollado efectos adversos que ocasionan
la perturbacion del sitio. Por ejemplo, la generacion
de subproductos atin mads toxicos y carcinogénicos
que el contaminante principal (Satyanarayana et al.
2012). En el caso de los métodos biologicos si no
existen la condiciones ideales de nutrientes, hume-
dad, textura, pH y microorganismos, entre otros,
se pueden presentar efectos antagonicos entre la
microbiota nativa y los microorganismos adaptados
(Mihelcic et al. 1993, Antizar et al. 2009 ). En Mé-
xico, el crudo Maya es el mas producido respecto a
otros tipos, lo que lo convierte en un contaminante
potencialmente perjudicial en los ecosistemas coste-
ros puesto que es generalmente en estas zonas donde
se encuentran los yacimientos de crudo y a su vez una
intensa actividad petrolera. En México la actividad
petrolera tiene mas de 50 afios, por lo que en las
ultimas décadas el numero de sitios sin remediar ha
aumentado significativamente. Lo anterior, resulta en
una acumulacion de hidrocarburos intemperizados,
los cuales son dificiles de degradar por los microor-
ganismos nativos incluso en condiciones controladas
(Hueseman et al. 1993, Adams et al. 2009). Por lo
tanto es necesario llevar a cabo procedimientos que
permitan incrementar la biodisponibilidad de los
hidrocarburos persistentes de manera mas eficiente,
a un bajo costo y sin ocasionar dafos al ambiente.

Un disefio de experimentos del tipo Plackett Bur-
man factorial fraccionado con 12 experimentos es
un disefo de barrido (Montgomery 1991) que puede
emplearse para maximizar la biodegradacion de los

hidrocarburos persistentes en el ambiente mediante el
control de parametros como: humedad, temperatura,
aireacion, biomasa y nutrientes. La adicion dptima de
nutrientes es determinante para hacer mas eficiente
el metabolismo microbiano. Se requiere profundizar
en los requerimientos nutrimentales y en la influencia
que tienen las condiciones del suelo, la naturaleza de
la microbiota y las caracteristicas del contaminante,
que afectan la bioasimilacion de los nutrientes.

La biodisponibilidad es la facilidad relativa con la
que un compuesto puede ser usado, biotransformado
o degradado por los microorganismos presentes en el
suelo. Esto se entiende como el efecto neto entre la
desorcion y la biodegradacion (Garcia 2003), es aqui
donde la aportacion de nutrientes es determinante
para establecer un equilibrio entre ambos efectos. La
adicion optima de nutrientes durante el tratamiento de
un suelo contaminado y la aplicacion de un consorcio
microbiano adaptado a la fraccion pesada del crudo
Maya promueven la desorcion y biotransformacion
de los hidrocarburos quimicamente complejos al de-
sarrollar en los microorganismos la actividad enzima-
tica mediante cofactores especificos. Estos influyen
en el rompimiento de las estructuras complejas de
los hidrocarburos que la microbiota nativa no puede
realizar. En este sentido los microorganismos adap-
tados son capaces de sintetizar subproductos como
acidos carboxilicos, alcoholes y acidos grasos, que
promueven la solubilizacion de los contaminantes
secuestrados en los poros del suelo y de los nutrien-
tes ligados mediante enlaces quimicos a la fraccion
mineral, los cuales son aprovechados como fuente de
energia por los mismos microorganismos.

El monitoreo y manejo de los parametros de ope-
racion en una tecnologia de biorremediacion implica
tiempo y costo. No obstante, es determinante controlar
la adicion de nutrientes ya que un exceso o una baja
concentracion de éstos puede inhibir el proceso me-
tabolico de los microorganismos. Los hidrocarburos
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intemperizados son altamente persistentes, por lo que
la ventaja de implementar un proceso de bioestimula-
cion es la poca o nula perturbacion al suelo, asi como
el costo-beneficio en comparacioén a otros métodos
de remediacion de suelos. El objetivo de este trabajo
se enfocd en alcanzar la mayor degradacion de los
hidrocarburos intemperizados mediante la optimiza-
cion de un proceso de bioestimulacion al adicionar
una concentracion de nutrientes minima necesaria para
eficientizar el metabolismo de los microorganismos
asociados a la degradacion de los hidrocarburos.

MATERIALES Y METODOS

Suelo

El suelo contaminado con hidrocarburos intemperi-
zados se colectd de una region costera, en el municipio
de Agua Dulce, Veracruz, México, que estd ubicado en
las coordenadas 18°09” latitud norte y 94°08” longitud
oeste y una altitud de 20 msnm. La vegetacion cercana
al sitio estd compuesta por totora (Iypha latifolia),
canas (Phragmites australis) y leguminosas (Mimosa
spp.). La temperatura promedio es de 25.6 °C y la
precipitacion anual de 2041 mm (INAFED 2010). El
sitio se ubica entre dos municipios (Coatzacoalcos y
Minatitlan), en los cuales existe una intensa actividad
petrolera. Esta region ha sido fuertemente afectada por
los derrames de crudo, el sitio ha estado contaminado
por los desechos petroleros desde hace décadas y los
hidrocarburos han experimentado un proceso de in-
temperizacion. En este estudio las muestras de suelo
se extrajeron de los primeros 15 cm de profundidad
y se analizaron siguiendo las especificaciones de la
NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012. Las muestras
contaminadas presentaron textura franco arcillosa,
materia orgénica de 6.8 %, densidad bacteriana 1.7 x
10° de unidades formadoras de colonias (UFC)/g de
suelo seco, conductividad eléctrica del suelo (CE) de
0.508 £0.1 pS/cmy un contenido de hidrocarburos de
fraccion pesada (HFP) de 80 926.4 = 50 mg HFP/kg
suelo seco.

Consorcio adaptado

Previamente a este estudio se evaluo el potencial de
biodegradacion de dos consorcios microbianos proce-
dentes de sitios contaminados con hidrocarburos desde
hace décadas. Después de dos meses de adaptacion se
utilizo el consorcio microbiano con mayor potencial de
biodegradacion el cual fue adaptado al 1 % de fraccion
pesada del crudo Maya y como fuente de nutrientes se
emple6 Bushnell Haas. Al final del periodo de adapta-
cion el indculo con mayor potencial de biodegradacion

tenia una densidad bacteriana de 7 x 107 UFC/mL.
En dicho incéulo fueron identificadas las siguientes
especies bacterianas: Flavobacterium salisperosum,
Flavobacterium terrae, Flavobacterium saliperosum,
Pseudomonas citronellolis, Pseudomonas delhiensis,
Pseudomonas knackmussisi, Ochrobacterium inter-
medium, Ochrobactrum cytisi, Ochrobactrum anthrop
y Ochrobactrum tritici, todas con un porcentaje de
1dentidad del 98 %.

Evaluacion de la actividad microbiana

La actividad microbiana puede ser expresada en
forma de dioxido de carbono (CO,) producido, que
esta correlacionada con la capacidad de biodegra-
dacion al ser los hidrocarburos intemperizados la
principal fuente de energia. Para la estimacion de la
actividad microbiana, se utilizo6 NaOH para atrapar
el CO, generado de la respiracion de los microorga-
nismos. Para lo anterior, se introdujo al frasco que
contenia el suelo contaminado un vial con 30 mL de
NaOH, el cual se coloco en otro frasco de 1 L con 50
mL de agua para mantener condiciones de humedad.
Los frascos fueron guardados a temperatura ambiente
y en condiciones de oscuridad para evitar efectos
de foto oxidacion. Posteriormente, los viales fueron
extraidos para su cuantificacion a los tiempos de 7, 14
y 28 dias. Se tomaron alicuotas de SmL de NaOH y
fueron titulados con una soluciéon de HCl a una con-
centracion de 1 Ny 0.1 N, usando como indicadores
fenolftaleina y naranja de metilo, respectivamente.
Los analisis se realizaron por duplicado.

Cuantificacion de carbono organico

La cantidad de materia orgdnica se determin6 me-
diante el método de Walkley y Black (1934), descrito
en el apartado AS-07-2000 de la NOM-021-RECA-
NAT-2000. El mecanismo de reaccion se basa en la
oxidacion del carbono organico presente en el suelo.
El suelo se trat6 con una solucion de dicromato de
potasio (K;Cr,07), seguida de la adicidon de acido
sulfurico (H,SO,4) concentrado. A la muestra, enfriada
y diluida, se le adiciono acido fosforico (H3;PO3) y
el exceso de acido cromico (HyCrOy) se tituld con
difenilamina-sulfonato de bario como indicador. El
contenido de materia organica se valora con sulfato
ferroso (FeSO,). El aumento de biomasa durante el
proceso de biodegradacion puede ser cuantificado
mediante esta técnica. Se ha reportado que los hi-
drocarburos altamente recalcitrantes no son oxidados
durante la reaccion exotérmica llevada a cabo entre
los compuestos petroliferos y el H;SOy, por lo que
los resultados derivados de esta técnica deben ser
cuidadosamente estudiados y evaluados en conjunto
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con otros analisis, como la determinacién de HFP/kg
suelo para corroborar la disminucion de la fraccion
organica correspondiente a los hidrocarburos.

Determinacion de las caracteristicas fisicas y
quimicas

Ademas del monitoreo de la actividad microbiana,
se estudiaron otros pardmetros fisicos y quimicos
que permitieron identificar las mejores condiciones
nutrimentales y que influyeron en el incremento de
la biodisponibilidad de los hidrocarburos, alcanzan-
do la maxima biodegradacién de los hidrocarburos
intemperizados.

El pH se determin6 por la norma NOM-021-RE-
CANAT-2000. Se utilizd6 un potencidmetro modelo
“Oakton pH/Conductivity/TDS/°C/°F Meter” con
una relacion suelo-agua de 1:2. La determinacion de
la humedad se realiz6 conforme a la NOM-021-SE-
MARNAT-2000, la cual establece su método en el
apartado AS-06. Se empled un equipo de secado marca
“Sartorius MA 357, a partir de una muestra de 0.5 g
y se registrdé la humedad inicial. La conductividad
eléctrica del suelo contaminado se determind mediante
la NOM-021-RECANAT-2000, por el método AS-
18-2000. Para ello, se anadi6 agua desionizada a una
muestra de suelo, se agitd y posteriormente se dejo
reposar. La conductividad eléctrica del sobrenadante se
estimo con un conductimetro “Hach TDS Meter”. La
determinacion de los HFP se realizo siguiendo las es-
pecificaciones de la norma NMX-AA-145-SFCI-2008.

Diseiio de experimentos

En el proceso de biodegradacion se debe consi-
derar todas las fuentes de nutrientes que pueden ser
empleadas por los microorganismos. Por ejemplo,
aquellos que interactuan mediante uniones fisicas y
quimicas a la fraccién mineral del suelo y la materia
organica o los nutrientes presentes en compuestos
agroindustriales. Todas estas fuentes pueden actuar
como medios para obtener nutrientes y ser utilizados
en los procesos metabdlicos de los microorganismos.
El disefio de Plackett-Burman es un disefio de barrido
que establece relaciones entre los factores de estudio
y la variable de respuesta. Permite reducir el nimero
de experimentos considerablemente al tratarse de un
modelo ortogonal (Montgomery 1991). El disefio de
experimentos consiste en 11 factores, que fueron las
sales inorganicas estudiadas en 12 tratamientos. El
experimento considerd dos réplicas para llevar a cabo
el andlisis estadistico.

Los dos niveles de concentracidon para el disefio
de experimentos fueron: nivel alto (1) y nivel bajo (0)
como se muestra en el cuadro I. La concentracién

s

CUADRO I. VALORES PROPUESTOS PARA EL USO DE SALES DURANTE EL PROCESO DE BIOESTIMULACION. LAS SALES, ASI COMO LAS CANTIDADES,

FUERON EVALUADAS POR DISTINTOS AUTORES

Tratamiento*

Nutriente (g/L)

Factor Referencia

12

11

10

0.1
0.5

0.001
5
0.002 0.002

0.1

0.001
0.006 0.5

0.001

0.1
0.006 0.006 0.006

0.1
0.002 0.002

0.1
0

0.006

0.1
1

0.001

0.5

0.001
0.006

0.001

MgSO4+ 7TH,O 0.5

CaClz

NacCl
Armendariz et al. 2004, Wynham et al. 1981 (NH4),SO4

Chaves 2003, Das et al. 2008
Yu et al. 2005, Wynham et al. 1981

Chaves 2003, Das et al. 2008

A
B

0.0094
0.0004

0.25
1.065 0.0058 0.0058 0.0058
1

0.1

0.2
1
1
2

0.2
0.001
0.25

1

0.002
0.001
0.25

1
1
1

0.002

0.2
0.0094 0.0094
1 0.0004
0.001 0.001
0.1 0.1

1
1

0.2
2
0.1

0.0004 0.0004 1
0.001
0.25

2
0.25

0.2
0.0094 0.0094 0.0094 1

1
1
1
0.0004 0.0004 1
2

0.001
0.1

0.25

FeC13 ° 6H20
(NH4)2PO4

KH,PO4
NH4Cl

Wynham et al. 1981, Arvin et al. 1989

Armendariz, 2004; Arvin ef al. 1989
Armendariz, 2004, Arvin ef al. 1989

Wynham et al. 1981

C
D
E
F
G
H

0.1
0.5

0.0122 0.5

0.1

1.065 0.0058 0.0058
0.1
0.0122 0.0122 0.5 0.0122 0.5

1.065

1.065
0.1

0.1
0.0122 0.0122 0.5

0.0058 1.065

1.065

1
0.5

NaHPO,
FGSO4
NH4NO;3

Rivera et al. 2011, Arvin et al. 1989

Arvin et al. 1989
Wynham et al. 1981, Arvin et al. 1989

I
J
K

*Para los 12 tratamientos se evalu6 un nivel alto y un nivel bajo
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de sales se establecid con base en lo reportado por
otros autores en la biodegradacion de hidrocarburos
persistentes al ser los compuestos que aportan los
nutrientes necesarios para promover la actividad
microbiana eficientemente.

Configuracion del proceso de biodegradacion
a nivel laboratorio

El estudio de la biodegradacion de los hidro-
carburos intemperizados se llevé acabo en 12 tra-
tamientos simulando un ambiente hiimedo dentro
de un recipiente de vidrio de 1 L al anadir 50 mL
de agua destilada bajo condiciones de oscuridad y
temperatura ambiente. Adicionalmente se introdujo
al frasco de 1 L, otro frasco de vidrio con 30 g de
suelo contaminado mas un vial con 30 mL de NaOH
para capturar el CO; producido durante la actividad
microbiana. A cada frasco con el suelo se adiciond
1 % del consorcio adaptado. El consorcio se adapto
en 270 mL de medio Bushnell Haas por dos meses,
el inoculo se incubo a 28 °C con agitacion a 200 rpm
con un agitador marca “Brunswick modelo C-25”.
Cada tratamiento contenia microbiota nativa en una
concentracion al 1 x 103 UFC/g con excepcion de
los testigos positivo (P) y negativo (N). El primero
consistié en un suelo contaminado sin la adicion de
nutrientes y agua, mientras que el segundo fue ladri-
llo molido incinerado a una temperatura de 600 °C.
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Produccion de CO, (mg de CO,/kg suelo)

Asimsimo, se realizd otro testigo que consistido en
preparar bajo las mismas condiciones experimen-
tales un suelo estéril con la adiciéon de nutrientes
para observar algun posible efecto fisico o quimico
ocasionado por las sales inorganicas adicionadas al
suelo contaminado.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico consider6 dos réplicas, se
evaluo la significancia de cada factor en las variables
de estudio empleando el programa Statgraphics 15.0
con una P <0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Respiraciéon microbiana

Se estimd6 la actividad microbiana (expresada
como mg CO,/kg suelo seco) que fue llevada a cabo
por los microorganismos para los 12 tratamientos. La
figura 1a muestra la produccién de CO, para los 12
tratamientos a los 7, 14 y 28 dias de biodegradacion.
Esta medicion es un parametro indirecto para medir
la capacidad de degradacion de los microorganismos
hidrocarbonoclastas (Anderson 1982, D’ Annibale et
al. 2004). Se observo un aumento progresivo de la
actividad microbiana en los tratamientos 4, 9y 12 con
unvalor de 132 180, 94 246 y 92 107 mg CO,/kg suelo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tratamiento

Dias
W7 [O14 O28

b)
Produccién de CO,
K i : : : |NH4NI03
G| | |(NH,).PO
1 | Na;HPO,
gD | | (NH,),S0,
%H | |NH.CI
“ s| I vigso..7H,0
Al IINaC
F| [llFeci.6H:
E| [_]kH.PO,
c| [Jcact,
0 2 4 6 8
Efectos
I+ -

Fig. 1. Produccion de CO,: (a) Estimacion de la produccion de CO; a los 7, 14 y 28 dias de la degradacion de los hidrocarburos in-
temperizados del suelo, las barras de error muestran la desviacion estandar de la generacion de CO; de los 12 experimentos a
partir de dos réplicas, (b) Diagrama de Pareto donde se muestran unicamente los factores (A-K) correspondientes a las sales
minerales que resultaron ser mas significativos en la produccion de CO,. El analisis de varianza mostré los valores de R? =
93.5 %, Ryjustada = 87.6 % y un error estdndar = 16 963 de todos los experimentos. La produccién de CO; en el suelo tratado se
compard con dos suelos: un testigo positivo (P) y un testigo negativo (N)
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a los 28 dias, respectivamente, siendo el tratamiento
9 el de mayor produccién de CO,. El diagrama de
Pareto (Fig. 1b) muestra las sales inorganicas NH-
4NO3 y (NHy4),POy4, consideradas estadisticamente
significativas durante la respiracion microbiana. Tales
compuestos intervinieron de manera importante con un
nivel alto en la produccion de CO, y por consiguiente
en la actividad metabolica de los microorganismos
presentes en el suelo. El nitrégeno y potasio influyen
en la formacion de nuevas células, intervienen en los
procesos cometabolicos y en la formacion de produc-
tos intermediarios especificos como los acidos grasos
y los acidos carboxilicos, los cuales seran asimilados
por otras especies microbianas.

La produccion de CO, fue nula para los controles
Py N, al igual que en el tratamiento 8. Esto sugiere
que la aplicacion de nutrientes y su concentracion
son determinantes para incrementar la actividad
microbiana.

pH

El pH en los suelos costeros afecta la solubiliza-
cion de los nutrientes y de los hidrocarburos persis-
tentes. Los suelos contaminados con hidrocarburos
tienden a ser suelos acidos, sin embargo, para que
la biodegradacion sea llevada a cabo se requiere
un pH neutro entre 7.4 y 7.8. Los tratamientos que

a)
8.5
8- . i
. I i
& 7.5 % i
b
7-
6.5
6- SN EEECE N SN EEENEEE NS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 P
Tratamiento
Dias
W7 O14 O28

se encuentraron dentro de este rango de pH a los
28 dias de biodegradacién fueron: 3, 4, 6, 9y 10
(Fig. 2a). Esto demuestra que el tipo de nutriente
y su concentraciéon influyen en la alteracion de las
propiedades fisicas y quimicas. El cambio de pH li-
geramente acido a neutro favorece los procesos me-
tabolicos de las especies microbianas involucradas
en la degradacion de hidrocarburos (Arrieta 2011).
La formacion de subproductos ocasiona cambios
de pH durante el proceso de biodegradacion de los
hidrocarburos. Las especies idnicas formadas en
ocasiones tienden a inhibir la actividad microbiana
por la formacion de metabolitos que ocasionan
un ambiente téxico en la fase liquida del suelo, lo
que disminuye el crecimiento de bacterias hidro-
carbonoclastas, o bien ciertos subproductos de la
biodegradacion pueden ser empleados como fuente
de energia por otras especies que no participan en
la degradacion del contaminante. De acuerdo con el
diagrama de Pareto las sales que mostraron mayor
significancia en la alteracion del pH son: KH,POy,
(NH4)2PO4, MgSO47H20, FeSOq4 (Flg 2b) Estas
sales contienen fosforo en forma de fosfato (POy),
compuesto que participa en la sintesis sintesis de en-
zimas. El pH afecta la solubilidad de los nutrientes
y el transporte de metales traza o metales pesados
presentes en el suelo (Riser-Roberts 1998).

b)
pH
T~ T r T T r r . T . T T T
o| I N (NH)PO
Al | | Nacl
E KH,PO,
B MgS0,.7H;0
g J FeSO,
%F | | FeCl,.6H,0
p| [ Has0,
1 1 1 1 1
0 1 2 3 4
Efectos
O+ -

Fig. 2. Medicion de pH: (a) Estimacion del pH para los 12 tratamientos durante la degradacion de los hidrocarburos intemperizados
durante 28 dias, asi mismo, las lineas de error representan la desviacion estandar de cada uno de los tratamientos a partir de
dos réplicas. Los valores 1 a 12 corresponden a los experimentos, en tanto, P 'y N corresponden a los testigos positivo y ne-
gativo, (b) Diagrama de Pareto donde se muestran unicamente los factores (A-K) que son significativos en el cambio de pH
durante de los 28 dias de biodegradacion. El analisis de varianza mostré los valores de R?= 83.6 %, Ryjustada = 68.6 % y el

error estandar = 0.22



BIODEGRADACION DE HIDROCARBUROS INTEMPERIZADOS

Es posible favorecer el cambio del pH al mantener
la concentracion minima necesaria de nutrientes esen-
ciales en el suelo y generar subproductos especificos,
como acidos carboxilicos, alcoholes y ésteres. Estos
pueden determinar un ambiente 4cido o alcalino en
la fase liquida e influir en el desarrollo de especies
microbianas capaces de degradar los hidrocarburos
adsorbidos en los poros del suelo. Dias et al. (2012)
han reportado relaciones de nutrientes esenciales
C:N:P (100:10:1) en la fase liquida del suelo que
mejoran el pH, es decir que lo incrementan de 5 a 7
y con ello, se favorece un crecimiento microbiano
eficiente que promueve la biodegradacion de los
hidrocarburos intemperizados. Por consiguiente, se
deben de considerar todas las fuentes de nutrientes
que afectan los procesos metabolicos asi como el
tipo de fraccion mineral o arcilla y los contaminan-
tes presentes en el suelo. En cuanto a los nutrientes
en la fraccion mineral, durante la biodegradacion
hay componentes idnicos que, al ser desadsorbidos
debido a los subproductos desarrollados, pueden ser
bioasimilados. Por otro lado, los nutrientes deri-
vados de fuentes antropicas, como los fertilizantes
en el suelo, también contribuyen a la concentracion
de nutrientes que pueden ser aprovechados por los
microorganismos. Conocer el tipo y concentracion
de nutrientes necesarios a introducir en un suelo
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contaminado para obtener una eficiente biodegrada-
cion implica altos costos y tiempo de investigacion
(Riser-Roberts 1998).

Porcentaje de humedad

La humedad del suelo es un factor limitante para
el éxito de la biorremediacion. Previamente a este
estudio se evaluaron diferentes porcentajes de hu-
medad en la biodegradacion de los hidrocarburos. Se
obtuvo que una humedad del 30 % tiene una mayor
influencia en la biodegradacién de hidrocarburos
intemperizados. Por la razén anterior es que en el
tiempo cero todos los experimentos comenzaron con
una humedad fija del 30 %. Posteriormente durante
el periodo de biodegradacion de los hidrocarburos, la
humedad presentd aumentos o decrementos lo que se
asocia a la biodegradacion de los hidrocarburos y no
por efectos abidticos puesto que los experimentos se
desarrollaron en la oscuridad, bajo condiciones her-
méticas y controladas para evitar pérdidas por vola-
tilizacion o foto oxidacion. Los porcentajes de hume-
dad para cada tratamiento se observan en la figura 3a.
En todos los tratamientos hubo un aumento de la
humedad en el dia 7, en un intervalo del 10 al 20 %
para los tratamientos, lo que se atribuye a la minera-
lizacion de compuestos hidrocarbonados debido a la
formacion de CO, y agua. Asimsimo, la produccion
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Fig. 3. Humedad relativa (HR): (a) Estimacion del porcentaje de humedad de los 12 experimentos durante los 28 dias de la biodegrada-

cion de los hidrocarburos intemperizados, asi mismo, las lineas de error representa la desviacion estandar de cada experimento
en dos réplicas. Los valores 1 a 12 corresponden a los experimentos, en tanto, P y N son los testigos positivo y negativo, (b)
Diagrama de Pareto donde se muestran tinicamente los factores (A-K) que resultaron ser mas significativos para el cambio de la
humedad del suelo en el proceso de biodegradacion. El analisis de varianza mostré los valores de R?=90.0 %, Ryjustada=81.3 %
y el error estandar = 2.5
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de nuevos subproductos incrementa la solubilidad
de los compuestos orgéanicos por lo que la tasa de
biodegradacion es directamente proporcional a la
humedad en un sistema cerrado (Place et al. 2001).
Después del dia 14 se observo el mayor aumento de la
humedad en los tratamientos 1, 3,4, 6 y 9, respecto a
los demaés. Los testigos Py N presentaron menor con-
tenido de humedad respecto a los demas tratamientos.
El incremento de humedad esté correlacionado con la
biodegradacion de los hidrocarburos, siendo el agua
parte de los subproductos obtenidos. Asimismo, mu-
chos subproductos como algunos gases provenientes
de la biodegradacion, como el CO, y el H,O, alteran
las propiedades fisicas y quimicas del suelo debido al
incremento en la presion interna de su matriz. Esto
ocasiona un incremento en la porosidad (Place et al.
2001), lo que permite un mayor transporte de agua,
nutrientes, oxigeno y microorganismos entre los
poros del suelo. Los tratamientos y los testigos P y
N presentaron actividad microbiana nula debido a la
falta de nutrientes. Cuando no existen las condiciones
de humedad y de nutrientes en el suelo, el tamaio
de cada microorganismo disminuye. Por lo que estos
microorganismos que ocupan los poros del suelo son
reemplazados por hidrocarburos hidrofébicos que
quedan secuestrados entre dichos espacios porosos.
El diagrama de Pareto no muestra un efecto signifi-
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cativo de los nutrientes sobre la humedad (Fig. 3b).
Sin embargo, la humedad controla el transporte de
nutrientes entre el suelo y la pared celular de los
microorganismos al existir un mayor contacto y su
correspondiente asimilacion. En suelos de granulo-
metria fina como los arcillosos y franco-arcillosos
suele haber un rango 6ptimo de humedad cercano al
40 % de la capacidad de campo para la biodegrada-
cion de contaminantes (Rehm et al. 2000). No obs-
tante, cuando existe un exceso de agua en los suelos,
ademas de anegarse, obtienen una textura viscosa por
la mezcla de esta agua con sus contenidos arcillosos.
Lo que interfiere con el transporte de oxigeno entre
los poros del suelo, modificando asi el entorno hacia
condiciones anaerdbicas (Arrieta 2011).

Conductividad eléctrica (CE)

La capacidad de degradacion de los hidrocarburos
estuvo asociada con los cambios en la CE. Esta es un
parametro que es afectado por la concentracion de
iones solubles tales como Ca*", Mg?", K" y Na*, los
que interfieren en el crecimiento de los microorganis-
mos. En la figura 4a se observa que para el dia 14 se
duplicé el valor de la CE respecto al dia 7, para la ma-
yoria de los tratamientos. En el dia 28 el valor de CE
mas alto fue para el tratamiento 9, con 0.94 uS/cm.
En tanto para la mayoria de los tratamientos la CE
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Conductividad eléctrica (CE): (a) Estimacion de CE de los 12 experimentos durante 28 dias de biodegradacion de los Fig. in-

temperizados, asi mismo, las lineas de error representan la desviacion estandar de cada experimento en dos réplicas. Los valores
1 a 12 corresponden a los experimentos, en tanto, P 'y N son los testigo positivo y negativo, (b) Diagrama de Pareto donde se
muestran unicamente los factores (A-K) que resultaron ser mas significativos para el cambio de la CE del suelo en el proceso
de biodegradacion. El analisis de varianza mostro los valores de R?=93.5 %, Ryjustada = 87.6% y el error estandar = 0.05
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disminuy6 a los 14 y 28 dias. A nivel del campo la
CE del suelo modifica con el paso del tiempo debido
a la acumulacion de compuestos acidos o alcalinos.
Un pH bajo tiende a solubilizar las especies io6nicas
durante un proceso de biodegradacion influenciado
por la generacion de subproductos lo que ocasiona
un aumento en los valores de CE (Acar ef al. 1996).
Algunos autores han encontrado en los suelos res-
taurados que los niveles de N y P disminuyen hasta
tres veces, por lo que se incrementa dos veces la CE
y cuatro veces el Na, lo que altera el pH de acido a
neutro o ligeramente alcalino (Trujillo ef al. 2012).

Dado lo anterior, en un proceso de bioestimulacion
es determinante considerar con precision el papel de
cada nutriente para alcanzar la maxima biodegrada-
cion (Gareia 2012). Normalmente los suelos costeros
contaminados con hidrocarburos intemperizados
tienen bajas cantidades de nutrientes por efecto de la
lixiviacion. Un incremento de iones en el suelo inhibe
la degradacion de los nutrientes o al haber un exceso de
ellos se puede ocasionar la eutrofizacion por la apari-
cion de algas y otros microorganismos que promueven
los procesos anaerdbicos (Schroeder et al. 1999).

En la figura 4b el diagrama de Pareto muestra
que nutrientes como el sulfato de magnesio (MgSQOy)
tienen una mayor influencia en el aumento de la CE.
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Asimismo, se encontrd que esta sal tiene influencia
importante en otros parametros analizados como el
pH y el porcentaje de humedad, atin en pequenas
cantidades, es estadisticamente significativo.

El Mg esta presente regularmente en suelos ar-
cillosos, por lo que la alteracion de las propiedades
fisicas y quimicas del suelo como la CE, la humedad
y el pH estan directamente relacionadas con la pre-
sencia de este elemento (Hernandez 2003).

Materia organica

La figura 5a muestra que los tratamientos 5,9y
10 tienen menor contenido de materia organica una
vez transcurridos los 28 dias de biodegradaciéon con
porcentajes de 3.78 %, 2.17 % y 2.54 % respectiva-
mente. Algunos autores han asociado la disminucion
del contenido de materia organica en el suelo con la
degradacion de la fuente de la materia hidrocarbo-
nada (Ramirez 2009).

Mediante el método de “Walkley and Black”, las
cadenas cortas de hidrocarburos (Cs a Cy) se volatili-
zan por la reaccion exotérmica con el H,SOy4, mientras
que el resto se oxida. Cadenas mas largas (Cjpa Cy3)
tienen menor cantidad de compuestos volatiles, al oxi-
darse se estiman valores altos de materia organica. Sin
embargo, los hidrocarburos con cadenas mas largas
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Materia organica (MO): (a) Estimacion del porcentaje de MO de los 12 experimentos durante 28 dias de la biodegradacion de

los hidrocarburos intemperizados, asi mismo, las lineas de error representan la desviacion estandar de cada experimento en dos
réplicas. Los valores 1 a 12 corresponden a los experimentos, en tanto, Py N corresponden a los testigos positivo y negativo, (b)
Diagrama de Pareto donde se muestran tinicamente los factores (A-K) que resultaron ser mas significativos para la estimacion
del porcentaje de la materia organica. El analisis de varianza mostré los valores de R?= 75.9 %, Ryjustada = 53.9% y el error

estandar = 0.78
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Fig. 6. Hidrocarburos de fraccion pesada (HFP): (a) Estimacion del contenido de HFP para los 12 tratamientos durante 28 dias de la
biodegradacion de los hidrocarburos intemperizados, asi mismo, las lineas de error representan la desviacion estandar de cada
experimento en dos réplicas. Los valores 1 a 12 corresponden a los experimentos, en tanto, P y N corresponden a los testigos
positivo y negativo, (b) Diagrama de Pareto donde se muestran tnicamente los factores (A-K) que son mas significativos para
la medicion del contenido de HFP. El analisis de varianza mostré los valores de R2= 94.5 %, Ryjustada = 89.46 % y un error

estandar =1108

(Cys a Css), son dificiles de volatilizar por este
método, ya que s6lo una pequeiia parte de ellos son
oxidables. En el diagrama de Pareto (Fig. Sb) se
observa que la mayoria los nutrientes no influyeron
significativamente en el aumento del porcentaje de
materia organica. No obstante, si influyeron en el
proceso metabodlico de los microorganismos, todo
depende de que tan asimilables sean para ellos, lo
cual va a estar determinado por las condiciones
ambientales, las caracteristicas de la microbiota y el
tipo de contaminantes.

Hidrocarburos de fraccion pesada (HFP)

En la figura 6a se muestran las concentraciones
de los HFP de los 12 tratamientos. Los testigos Py
N, asi como los tratamientos 1 y 2 son los que pre-
sentaron mayor contenido de los HFP a los 7 dias de
biodegradacion. La disminucion en la concentracion
de los HFP se atribuyo a los nutrientes aplicados y al
consorcio microbiano adaptado. Se observo relacion
entre la produccion de CO, y la degradacion de la
fraccion pesada, ya que el experimento 1 registro
menor produccion de CO, y también mayor conteni-
dodelos HFPalos 7y 14 dias de biodegradacion. En
tanto que el tratamiento 9 present6 la menor concen-
tracion de hidrocarburos con una concentracion de
3775 mg HFP/kg suelo seco, ademads fue el de mayor

produccion de CO,_ La figura 6b muestra que la ma-
yoria de los nutrientes influyeron significativamente
en la degradacion de los HFP. Una vez evaluadas las
caracteristicas fisicas y quimicas del suelo se conclu-
yo que el tipo y concentracion de cada sal influyeron
en la biodegradacion de los hidrocarburos, siendo el
tratamiento 9 el que presentd una mejor respuesta a
la degradacion de los compuestos hidrocarbonados.

CONCLUSIONES

La concentracion minima necesaria de nutrientes
esenciales es un factor limitante en la biotransfor-
macion de hidrocarburos intemperizados. Estos
hidrocarburos no pueden ser degradados por la mi-
crobiota nativa Unicamente debido a la carencia de
un sistema enzimatico especifico y a la recalcitrancia
de los compuestos. Se demostré que la aplicacion
del tipo y concentracion de sales inorgénicas, asi
como la adicion al suelo contaminado de un consor-
cio adaptado con hidrocarburos de fraccion pesada,
incrementan la capacidad de biodegradacion de los
hidrocarburos persistentes. El disefio Plakett Burman
permitio identificar las mejores condiciones nutri-
mentales, mismas que corresponden a la formulacion
9: (g/L) 0.001 NaCl, 0.006 MgSOy4 * 7H,0, 0.002
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CaClz, 1(NH4)2804, 1KH2PO4, 1 FeC13 ° 6H20,
0.001 (NHy4),PO4, 0.25 NH4Cl, 1.065 NaHPOy, 0.1
FCSO4, 0.5 NH4NO3

Este proyecto sirve como una contribucion al
mejoramiento de tecnologias de bioestimulacion con
el objetivo de promover la proliferacion de microor-
ganismos hidrocarbonoclastas capaces de degradar
hidrocarburos altamente persistentes.
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