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CUERPQ DESNUDO

La ilovizna cae pertinaz del cielo gris, confundiendo e! honzonte con el mar
tranquilo, a2 arena de la playa siente el caminar de unos pies desnudos, los
cuales se hunden levemente a cada paso. Este atardecer calido, el cuerpo
desnudo de los pies descalzos sienten el hormigueo de la lluvia sobre su
epidermis, mas alla, las olas se rompen sobre las filosas rocas, las anémonas se
abren y cierran intermitentemente, los erizos aguijonean al mar cuando este se
fes abalanza La brisa suavemente golpea el rostro de ojos cerrados del cuerpo
desnudo, estos, perdidos en ¢l abismo interior, muan un universo desconocido

L ciclo al tempo de desplomarse ese cuerpo sobre la
arena, un cangrejo atraviesa sobre €l en su paseo v le deja la marca de sus
patas La lovizna se convierle en aguacero, encrespa al mar, lo enfurece junto
con un viento desordenado, entonces las olas llegan a golpear al cuerpo sobre la
playa desierta; io cubren lo descubren, lo dejan salade, lo inundan
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En su mente vuelan mil ideas, colores, descubrimientos insospechados, locuras
sin tiempo ni lugar, rios de soledades vertidos sobre mares de didlogos con las
estrelias, piginas en blanco para plasmar un dibyjo en blanco vy negro

La marea sube, la noche llega, el cuerpo queda sumergido en un mar
descansando bajo el final de la Nuvia y un manto negro estrellado. Salen
burbujas de su boca v nariz por algin tiempe, se liberan de su interior
solidloquios luminosos hacia el esplendor nocturno tifiendo las estrelias de un
cotor indefinido, algunas palomillas revolotean alrededor de la ltuma, tras beber

de su néctar plateado se alejan perdiéndose entre los drboles.

Al amanecer baja la marea, el sol :fumina tode con un dorado toque de locura,
los mifios juegan y buscan conchas de caracoles sobre la playa. El cielo tiene un
extralto toque azul sin que nadie sé de cuenta. Las gaviotas y los pelicanos
vuelan al ras del mar sin percatarfo los peces; un nifio grita a los ofros,
espantando a las aves cercanas, todos se amemolinan v en el centro queda un
ser quunérico que se amastra lenta, muy lentamente al mar, tiene {a misma
mirada tras sus ojos cerrados a la que tenia el cuerpo desnudo de ia noche
anter:or.

Los mifios se miran entre si con complicidad, v dejan el ser Hegar v perderse en
la mar.
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RESUMEN

La biorremediacién es un tratamiento que utiliza ¢l metabolismo de microorganmismos
para degradar y transformar compuestos quimicos organicos en suelos contaminados. La
restauracion  biwoldgica de suelos contaminados con  hidrocarbures, utilizando la

biorremediacion es una alternativa para tratar este tipo de suelos.

En el presente estudio se hizo una evaluacion de la toxicidad, biorremediacion y la
fitorremediacién de un suelo contaminado con diesel, a través de pardmetros fisico-
imi o quc incluyd la capacidad de retencion de agua, texiura dei sneio,
peso seco def suele, tipo y concentracidn de contamingntes, respiracién de microorganismos
en el suelo, natural e inducida. Se hicieron estimaciones de la toxicidad en la germinacion
y primeros estadios de crecimiento en semullas de Zea mays y de Trigonella foenum
graecum y de la toxicidad en lombrices de tiema. Ademds se real:z0 unma prueba de
biorremediacidén en contenedores para obtener informacién de  su  aplicacidn con
condiciones simuladas Se realizaron también pruebas de fitorremediacion utilizando la

planta Hydrocotyle ranunculoides

Los resultados del estudio toxicologico indican una inhubicién en la germinacion de
las semillas de Trigonella foenum graecum, asi como un mayor efecto tdxico en el
desarrollo de sus primeros estadios de crecimiento a los que presenta Zea mays. Por su parte
las lombrices mostraron una alta sensibilidad a la contaminacion, ya que no sobrevivieron
en mninguna de las concentraciones de diesel utilizadas. La biorremediacién a escala,
presento la desaparicion de las cadenas mds cortas y una reduccion en las demds cadenas.

Los resuitados de !a fitorremediacion mostraron en la concentracion de contaminacion
mas baja, la desaparicién total del contaminante y una reduccidn en mayor proporcion en
las otras cadenas monitoreadas, comparadas con la prueha de biorremediaciéon La prueba
de brorremediacién comparada con la fiiorremediacion muestra que existe una mayor
efectividad en la disipacidn del diesel utilizando plantas Con esto se concluye que la
fitorremediacion s una alternativa viable para el tratamiento de suelos contaminados con

hidrocarburos como el diesel.



I. Introduccion,

El suelo desempefia un papel de gran relevancia en fos organismos vivos, ya que su
comaposicion fisicoquimica determina habitats en ¢l ecosistema terrestre Como el suelo
es una mezcla de minerales, particulas orginicas de diferentes tamafios y de
compostcion variada, puede influr de upna manera determinante en la diversidad de un
ambiente dado Ademas, todo factor que tenga influencia en las propiedades dei suelo
en mayor o menor grado tendra también efecto en los organismos presentes en él, estos
factores pueden ser propios def ambiente o producto de la intervencion del hombre
(Porta et af., 1994)

Fg mmportante conocer el destino de log compuestos  guimicoes
superficie de la tierra a causa de su produccién por ei hombre, tal como lo es la
explotacién de tos hidrocarburos de petrdleo. Debido ai amplio namero de lugares
contaminados por esta mdustria, se deben desarrollar estrategias de evaluacién de dafios
y técrucas de limpia v saneamiento para aplicar la mds conveniente de acuerdo al tipo
de contamunacidn que se presente (Wise y Trantolo, 1994)

Para el caso de México es de gran relevancia conocer v desarrollar técmeas de
himpia y evaluacion de dafios a causa de los hidrocarburos de petrolec, dado que uno de
los soportes de la economia nacionzl es la produccidn y exportacion de petrdleo La
constante extraccion de udrocarburos incrementa las probabilidades de este tipo de
contaminacion, lo que nos lleva a buscar vias para tratar sitios contaminados de
forma inmediata después de un derrame y que imphque el menor nesgo para el
sitio.

L1. Contaminacién

L2 contaminacidn se define como el sumiristro de impurezas al ambiente y con esto
ia produccién de un detenioro en la atmésfera, el agua y el sueto a través de diversos
quimicos toxicos y materiales de deshecho. El deterioro varia dependendiendo del tipo »
de la concentracion del contaminante {Shaheen, 1992),

En este comtexto, el deposito inapropiado y los derrames durante el transporte de
los compuestos toxicos orgdnicos e inorginicos hacia el ambiente produce una ampha
contarmnacion en el suelo, aguas subterraneas y el mar. Los efectos de estos

materiales en los seres vivos pueden producirles dafios y ademas de tener repercusiones
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muy serias tanto ecologica come econdmicamente al modificar el ambiente (Bartha,
1986}

La atencion hacia este tipo de contaminacién se ha incrementado, y se ha
imciado et desarrollo ¢ implementacion de tecnologias de limpia y la evaluacion de
su 1mpacto sobre el ambiente

Una de estas tecnologias esel tratamiento bicldgico de suelos contaminados. Esta
se realiza mediante la transformacion de compuestos quimicos simples o complejos,
hacia otras formas no peligrosas (Mettmng, 1992), por medio del metabolismo de
poblaciones microbianas.

Esta transformacidn de contamnantes va lipada al hecho de que i3

ca rrada camalas
LClald U US 50 prulds

e canibiar
la forma, fase o estado de éxido-reduccion dei contaminante (Mitchel, 1993), y puede
ser compleja, temendo muchos cambios secuenciales para un deternunado compuesto o
una simpie oxidacidn, reduccién o pérdida de un grupo funcional de una molécuia
(Metting, 1992).

L.2. Clasificacién de contaminantes.
L2.1. XenobiGticos y hiogénicos.

Los compuestos xernobidticos son por definicion no naturales o hechos por el
hombre, en tanto gue los biogénicos son los que se presentan naturalmente en el ambiente.
Los hidrocarburos caen dentro del primer término dado que por el proceso de refinacion y
sintesis se aftera su estructura o se produce uno de estructura que no existia antes. Ademas,
son en los sitios donde se derraman, compuestos totalmente extrafios, a diferencia de los

biogénicos que estdn presentes independientemente de la accion del hombre (Metting,
1992).

Para tratar a este tipo de confaminantes, la biorremediacién estd emergiendo como el
tratamiento mas efectivo para suelos contaminados con hidrocarburos, especialmente
cuando el contaminante es un combustible medio destilado como ¢l diesel u otro como ¢l
combustible para aviones (Wise y Trantolo, 1994}



L3. Biodegradacidn.

l.a biodegradacion de moléculas complejas, wmvolucta por fo general los efectos
wteractivos de una mezcla de poblaciones de microorganismos y descansa sobre la
versatilidad metabolica de bacterias y hongos unicelulares. El término de biodegradacién.
se define como la transformacion biolégica de un quimice orgdanico a otra forma mas
simple, sin tomar en cuenta qué tanto cambio pudo sufrir la molécula en cuestion Si la
biodegradacién de un compuesto organico iermina en moléculas inorgdnicas se le llama
mineralizacién (Metting, 1992).

L4. Biorremedizcion

La biorremediacion se define como un tratamrento que utiliza ef metabolismo de
microorganismos para degradar y transformar quimicos organicos en suelos contaminados
{Calabrese y Kostecki, 1992). El éxito en la sobrevivencia y proliferacion de ias bacterias
en el suelo, como indculo, es un factor tmportante para promover el control biologico de la
contaminacion, la solubifizaciéon de nutrimentos y asi obtener la biorremediacidn (Young
et al., 1995)

El manejo de condiciones especificas para desarroflar la brorremediacion, es el
resultado de la  explotacién del metabolismo mucrobiano para catalizar reacciones
quimicas. En general estos procgsos no se presentan si el microorganismo no se beneficia
de esto, lo cual mvolucra la concentracion final de los niveles del contaminante que se
pueden obtener del metabolismo v 1a accidon benéfica de enzimas no especificas. Ya que
se puede llegar a un nivel del compuesto tan bajo, que ya no se tome como fuente de
energia. Es decir, el microorganismo aprovechara para su crecimiento al compuesto
xenobidtico, siempre y cuando éste se encuentre dispontble en mayor cantidad a otros
substratos orgdnicos. Cuando el substrato organico natural es mayor al xenobidtico la
degradacion de este llfimo no se realizard (Metting, 1993).

La brorremediacién es una eleccién apropiada para el tratamiento de muchos residuos
peligrosos industriales y tdxicos, antes y después de su descarga al ambiente La
biorremediacidn es ademas, un proceso natural y final En este tratamiento, la tasa de
brodegradacidn natural debe ser acelerada y optimizada en un sthio contaminado con el fin
de reducir la concentracion del contaminante a un nivel tdxico menor ¢ nulo |, en un periodo

de tiempo razonable y finito (Wise y Trantelo, 1994). Un buen final al ubhzar el



tratamiento de biorremediacion es lHegar a la mineralizacién total del compuesto
xenebiotico. La mineralizacidon en condiciones aerdbicas, resulta en la formacién de

biomasa adicional para las bacterias, agua, bioxido de carbono v productos inorganicos
(Metting, 1992)

Algunos compuestos se reststen a la biodegradacion después de un periedo de tiempo
dado, de acuerdo a la estructura de su molécula y de las condiciones ambientales, €stos
reciben el nombre de persistentes. Los compuestos que a su vez resisten mherentemente a
cualquier grado de biodegradacion se llaman recalcitrantes. Pero actualmente, es imposible
probar que un componente dado sea verdaderamente recalcitrante bajo fodas  las
condiciones del ambriente (Wise y Trantolo, 1994),

2

En condiciones favorables fos microorganismos catabolizan substratos complejos para
proveerse de carbono y energia. El crecimiento microbiano estd en funcidon de la
concentracién del substrato v de su diversidad Cuando el ambiente confiene mayores
cantidades de compuestos no tdxicos de material ficilmente biodegradabie, se presenta
una represion catabolica para los compuestos xenobidticos como los hidrocarburos, ya que
la alta concentracton de los primeros los hace mas disponibles v no puede realizarse la
degradacién de xenobidticos. En  circunstancias diferentes, donde todos los materiales
faciimente brodegradables se encuentran en menor dispominlidad, la represién catabolica

se supnime v si se lleva a cabo la biodegradacion de compuestos xenobidticos (Metting,
1993).

1.5, Hidrocarburos como xenchibticos.

A través del tiempo, los hidrocarburos han entrado a la biosfera sélo de forma
localizada, gradual, por filtros naturales y por !a erosion El resultado de estas
exposiciones esporadicas produjo la evoluciéon de vias de  biodegradacién. Pero
globalmente, los hidrocarburos en los titimos 20 siglos han gjercido poca presion selectiva
en toda la poblacidn microbiana por su escasa presencia En los dltimos afios, las
actividades del hombre incrementaron radicalmente la exposicion de hidrocarburos en
la biosfera, esto lo vuelve un problema toda vez que afectan 2l ambiente y no todos los
microorganismos ttenen la capacidad de asimilarlos (Bartha, 1986).

Con un control apropiado, los hidrocarburos son una fuente eficiente de energfa,
conveniente y muy utit  Pero fuera de control, se produce la contaminacidn en el sitto del

6



derrame, y esto forma en un inicio capas de petréleo que se extrenden répidamente en
cuestidn de munutos. Esta sttuacién provoca que €l crecumiento de la industria dei petrdleo
por el pais y todo el mundo, sea paralela a la creacion de sistemas de seguridad
[ncremententando  precauciones vy la vigilancia contra cualquer posimhidad de
conlaminacion y dafo al ambiente (Shaheen, 1992)



Il. Antecedentes
IL1 Contaminacidén por hidrocarburos de petréteo

Desde 1946, la contamtnacidn por petréleo v su biodegradacién ha estado sujeta
a investigacion cuando Zobell inicid el trabajo concentrandose en el medio marino.
Desde entonces, el campo se ha expandido hacia el artico, aguas dulces y el medio
terrestre (Wise v Trantolo, 1994)

Como contaminante, los hidrocarburos ocupan unaz posicién intermedia entre
altamente biodegradables, biogénicos vy altamente recalcitrantes. Tienen un origen
biogénico, pero por procesos geoguimicos y después por refinamiento se alieran de una
forma imporiante (Bartha, 1986}, La fraccidn biodegradable se puede
medio de microorgamismos a una forma estabilizada, Mientras la fraccidn recalcitrante
tiene una alta resistencia a la biodegradacidn, la fraccion persistente puede bajo una serie
de condiciones especificas de acuerdo al compuesto de que se trate, sufrir ia

biodegradacion (Wise y Trantolo, 1994)

Tanto en lz tierra como en el mar, el mvel de descargas (afluentes, derrames
urbanos, operactones de limpieza, etc.) representa probablemente mas del 90% de la
contaminacién  total de hidrocarburos antropogénicos (Bartha, 1986) Los suelos en
particular, pueden recibir hidrocarburos como el petréico crudo en lugares adyacentes a
pozos petroleros o bien por fugas en los conductos. En tales lugares contaminados los
vegetales son afectados drésticamente v la agricultura  puede llegar a ser imposible
{Joergensen e al., 1995)

En el suelo los hidrocarburos estan sujetos a una rdpida infiltracidn vertical v, a
Menos que esto se prevenga por un clima frio o por saturacién de agua, la evaporacion y
ta fotodegradacién de hidrocarburos en la tierra es muy bajo, sdlo cantidades det 1-2%
del derrame {Bartha, 1986).

Aungue la fotodegradacion de los hidrocarburos es muy baja y los combustibles
derivados del petréleo crudo son téxicos para muchos organismos, €stos son aprovechables
facilmente como sustrato para algunos grupos de organismos. En particular, bacterias y
hongos st existen condictones favorables. Las poblaciones microbianas responden a la
adicion, en el suclo, de parafina, petroleo, productos del petréleo y otros hidrocarburos
alifaticos, provocando que estos substratos vertidos en el suelo desaparezcan Estas
transformaciones tienen una gran importancia en el ciclo terrestre del carbono ya que las

8



ceras y otros constuituyentes del tejido vegetal contienen hidrocarburos alifiticos Se ha
calculado que aproximadamente el 002% de los tejidos vegetales pueden considerarse

como hidrocarburos 0 compuestos semejantes a hidrocarburos en su estructura (Alexander,
1980).

Los suelos se pueden utilizar para almacenar los deshechos de petrdfeo, siendo
este método de depdsito y aislamiento una forma efectiva para prevenir un dafo
mayor al ambiente Pero es mas apropiado manipular el sitio mismo, sin trasladar el
suelo contamimade a otro lugar y favorecer e crecimiento de cepas bacterianas
especificas, facilitando la degradacidn para obtener una disminucién de la contaminacion

actual v potencial de los hidrocarburos {Joergensen ef af , 1995).

Los combustibles del petréleo derramados en el suelo, pueden contener productos naturales
no modificados ademas de los sinfetizados por ¢f hombre. Asi que su susceptibilidad para
la brodegradacion estd, en particular, determinada por el tiempo que tienen existiendo
en el ecosistema Porque los sintetizados son “nuevos”, y el tipo de enlaces y/o estructura lo
vuelven inaccesible para las enzimas del metabolismo microbiano. Ademas, es conveniente
que la fuente de microorgamismos para la biodegradacion del petrdleo se localice en el
lugar de descarga o derrame. También lo es, determinar s1 las condiciones que existen en
el ambiente de un st pueden modificarse, a f{in de acelerar la biodegradacion de
productos del petroleo recalcitrantes ¢ persistentes, por medio de cepas particulares
{Wise y Trantolo, 1994).

Muchas de las tecnologias de biorremediacién tienen sus bases en el conocimiento
de la biodegradacion de tidrocarburos alifaticos. Esta  transformacion, involucra la
actividad de moncoxigenasas y la divisidn de las cadenas por beta-oxidacién. Esto
sigmfica que, ia presenciz de oxigeno es muy umportante para una biodegradacion
efectiva, aunque esto no quiere decir que no se leve a cabo en ausencia de oxigeno. La
alternativa de bioremediacion es utilizar la ventilacidén del suelo para promover la

brorremediacién i siw, ésta es una alternafiva prometedora (Wise y Trantolo, 1994}

Al utilizar la ventilacién, para obtener una mas rapida degradacion del hidrocarburo,
€s necesario evaluar la actividad bacteriana. Esto s logra al determinando el nivel de
destruccidn  del contammante efectuado por las poblaciones microbianas, el cual es un
cambio asociado a 1a “aplicactén” de biorremediacidén e sww (Hickey, 1995 [a]) y/o el

monitorear la tasa de consumo de oxigeno o produccién de bidxido de carbono



(Hickey, 1995 [b}) para, 51 es necesario, aumentar fa poblacidn de microorganismos por
medio de indculos

La medicién de la produccidn de bidxido de carbono de los microorganismos
{respiracion del suelo), se ha utilizado durante muchos afios como un indicador  de
actividad microbiana o para determinar ia biodegradacion vy grado de muneralizacion de
un compuesto organico De hecho, la evolucidn de CO, se utiliza como una técnica
estdndar para evaluar la biodegradacion y grado de mineralizacion de compuestos
organicos del suelo (Sharabi y Bartha, 1993). Ya que l2 bromasa microbiana del suslo y
las proporciones de carbono organico-biomasa de carbono, responden ficilmente a
efectos de perturbaciones v estos son mdicadores efectivos sobre el detenoro de [a
}J.lﬁ.-l Al . 4 ..GL e
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11.2.1 Estudios de ecotoxicidad.

Las plantas juegan dentro de las cadenas troficas un papel fundamental como
productores primarios de biomasa, como habitat para otras especies, etc Su valor desde
el punto de vista humano, se incrementa apreciablemente como un medio de contrapeso a
procesos de indusiriafizacion. Ya que, se les uitliza por ios efectos que sufren a causa de la
generacidn de residuos para evaluar y controlar la contaminacidn. Estos procesos incluyen
la quema de combustible fosil, produccion de aguas cloacales, sdlidos inorganicos,
organicos y afluentes (Cunningham y Ow, 1996).

1L.2.2. Fitotoxicidad

Las pruebas de fitotoxicidad utilizan a las plantas como mdicadoras de fos efectos
del contamminante en el ambiente y proveen puntos de referencia Gtiles para otras pruebas
microbianas Es importante y practico conocer el tiempo en gue un tratamiento de
biorremediacion reduce la contaminacion, v una planta puede establecerse en el area que
fiue o estd siendo syjeta a biorremediacion Ya que ésta estabiliza el drea que cubre, evita
vientos, polvaredas, problemas de erosidn y de pérdida v recuperacién de agua, asimismo
es estéticamente agradable (Wise y Trantolo, 1994}

Las plantas para establecerse desarrollan diferentes métodos de dispersion para sus
semiflas, estas deben de tener condiciones adecuadas de humedad, temperatura v luz para
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poder germinar. La germinacion de semilias se utiliza en bioensayos de toxicidad para tener
un criterio y estirear el impacto de hidrocarburos de petréleo en ef suelo (Salanitro er of,
1997)

Existen dos tipos de pruebas: 1a de toxicidad aguda vy la de toxicidad crénica,

Las pruebas de toxicidad aguda son el mejor medic para conducer 2 una rapida
evaluacion preliminar de distnibucion y extension de las condiciones téxicas en un sitio
Sin embargo, éstas no se consideran indicadoras adecuadas del efecto potencial del
contannanie en estadios de vida criticos o de respuestas a exposiciones por un amplio
periodo de trempo al contaminante. Las pruebas de toxicidad crdnica generalmente son mds
¢s guc las de toxicidad aguda ¥ pueden ser usadas para predecir ¢l “no efecio’ o
niveles ‘seguros’ de contaminacién. Por otra parte, las pruebas cronicas proveen un mejor
indice de campo en cuanto a la respuesta de una poblacion o con una mayor aproximacidn

a la exposicion real en el campo (Ramanathan y Burks, 1996).

Enel caso de las plantas acuiticas representadas por las especies macrofitas, su
relevancia es por la produccidn de oxigeno, su papel en el ciclo de nutnimentos, control
de calidad del agua vy estabilizacion de sedimentos. Ademds, proveen habitat y refugio
para la vida acuatica. Las plantas acuaticas se han utilizado frecuentemente para fa
remocion de solidos suspendidos, nutrimentos, metales pesados, tOxicos orginicos y
bacterias acidas del drengje. En contraste no han sido utilizadas comlnmente como
especies de prueba, en disefios de toxicidad al evaluar la peligrosidad de un contaminante
potencral, A pesar de que los datos de fitotoxicidad estan considerados en el desarrollo de
criterios para proteger la calidad del agua y para proteger la vida acuatica (Lews, 1995)

11.2.3. Toxicidad per hidrocarburos

Los hidrocarburos contaminantes en el suelo generalmente producen efectos
negativos en las comuntdades de plantas El modo en que los hidrocarburos actilan sobre
las plantas es complejo. La toxicidad es por contacto directo y por efectos indirectos
mediados per ia interaccion de los hidrocarburos contaminantes con los componentes

bidticos y abidticos del suelo.

Los efectos indirectos de los hidrocarburos contaminantes en el suelo se originan

por el consumo de é€stos por microorganismos, to que provoca una privacion de oxigeno



para la raiz de la planta ya que se utiliza para oxidar al hidrocarburo. Ademds, a causa de
la degradacion de petrdleo por microorganismos, estos también compiten con las

plantas por los nutnmentos minerales.

La toxicidad por contacto directo se produce por el efecto sotvente de los
hidrocarburos de baio punto de ebullicion sobre la estructura de la membrana celular, la
cual se rompe y disuelve en éste. Esta toxicidad se puede ordenar de la siguiente manera,
en forma decreciente:

monoaromaticos>olefinas>naftalenos>parafinas

Los hidrocarburos afectan también a la estructura flsica del suelo, disminuyen su
capacidad para almacenar humedad vy arre. Los Intermediarios metabolicos de la
degradacion de hidrocarburos en el suelo pueden incrementar temporalmente la
toxicidad de estos contaminantes. Estos productos de su degradaciéon incompleta, incluyen
acidos faticos, fenolicos vy materiales terpenoides, todos éstos tienen propiedades
fitotdxicas. El efecto de este tipo de contaminantes sobre la planta depende mucho de su
forma (aromdtico, ciclico o alifitico) lo que 1mplica la rapidez o la lentitud para degradario
ademas, también influye la cantidad de hidrocarburos presentes, el tipo de suelo y el tipo
de plantas presentes en el sitic de la contaminacién (Wise y Trantolo, 1994).

I1.3. Rizdsfera

El ciclo de vida de una planta frene efectos profundos en los procesos quimicos,
fisicos y biwologicos que se presentan en la vecindad mmediata donde ésta se encuentra Las
plantas alteran profundamente el suelo que tenen alrededor, al adquirir agua,
nutrimentos y al fenecer. Las raices en particular, tienen un papel relevante en el area de
suelo que ocupan (Cunningham y Qw, 1996).

Una gran variedad de organismos son capaces de existir por la influencia de las
comunidades vegetales, en niveles intermedios de perturbacion o estrés. Las raices son
un medio de absorcién de los nutrimentos v agua presentes en el suelo, tienen la funcidén
de sostén para la planta; presentan, ademds, una gran influencia para modificar de forma
muy importante el arez donde estén A esta area se le copoce como la rizdsfera. La nzdsfera
es el volumen de suelo influenciado por las raices de las plantas y sus comunidades



microbianas asociadas (Metting, 1993). La rizdsfera es un ejemplo de habitat natural,

donde los exudados estimulan la produccion microbiana (Cristensen ef af., 1995)

En 1904 Hiltner estudié la pérdida de componentes de mitrégeno en los nodulos
de leguminosas y fue el primero en mencionar el término de rizosfera La nzdsfera
puede dividirse en' la endorrizosfera, gue son las capas celulares de la raiz misma; el
nzoplano, que comprende la superficie del sistema de la raiz y la ectorrizosfera, que
es el area alrededor de la raiz. Los microorgamsmos interactian con el componente
fisico del ambiente de las raices, y el resultado altera la naturaleza fisica del suelo
Ademds, tiene entrada y salida de energia v biomasa (Lynch, 1990)

Ia forma como las raices ejercen su influencia en el suelo v en los microg
se da por su forma de crecimiento Al crecer, ef apice de la raiz surge de un grupo de

células que forma parte del menstemo medio de la raiz o estd separado de é] El 4pice
de la raiz produce muciiago (Salisbury y Ross, 1992).

El mucilago va quedando en la parte posterior de la parte apical de la raiz y a su
alrededor, conforme ésta crece En ese sitio, el mucilago desarrolla un papel central en la
adhesion de particulas del suelo, sobre los microorganismos y actiia como una fuente
nutritiva para estos uliimos. Estos exudados, que sirven como substrato, tienen ia
tendencia a estimular ia biomasa microbiana v filngica en sus raices, con las que forma
asociaciones {(Cristensen ef «f, 1995). De esta forma las raices afectan las promedades
de su propio ambiente, alteran el pH, la composicién del suelo, aire y actividad
microbiana dando como resultado un mucroambiente muy diferente  en la rizdsfera,

comparada con el del resto del suelo (Wild, 1993).

Las razones para utilizar el ambiente de fa rizojsfera para la degradacién de hidrocarburos
son fas siguientes

*Muchas plantas consumen O, del suelo y liberan CO;, sin embargo, las plantas
con un aerénquima bien desarrollade biberan O, de su rajz dentro de la rizosfera y
actia como aceptor de electrones facilitando con su presencia la utilizacion de los

hidrocarburos come fuente de carbono por las bacterias

*La absorcion de agua y nutnmentos por la raiz crea gradientes de potencial de
agua y produce concentraciones de nutrimentos en la superficie de ia raiz. Lo cual

ayuda a sostener la poblacion bacteriana



*Con el fin de mantener un balance de cargas dentro de la planta v el pH del
ambiente, se intercambta una proporcién de cationes (C) vy aniones (A) con mfluencia de
la raiz, para esto se excretan hacia la nizosfera protones, iones de calcio {Ca *7) o 1ones
nitrato (NO™).

B Si se produce una entrada de C>A, se excretan protones v el pH de la nzosfera
decrece

8 Si se produce una entrada de C<A, se excretan iones de calcio y el pH de la rizosfera
se incrementa Estos cambios, evitan en cierta medida cambios bruscos que afecten las
poblaciones microbianas.

*Las raices de muchas especies de plantas desarrollan asociaciones con bacterias
(nédulos) y/u  hongos {micorrizas). Aunaue los hongos no se abordan en el presente
trabajo, algunas especies de estos pueden degradar también compuestos organicos como los
hidrocarburos.

*Las sustancias orginicas liberadas de las raices (exudados), ademds de estimular
el crecimiento de microorganismos, también pueden afectar directamente la entrada por
las raices de nutrimentos entre otros, hierro y manganeso {Wild, 1993).

Para ta proliferacion y sobrevivencia de los microorganismos en la nizésfera, la
dispomibitidad de carbono ha llegado a ser una limitante (Cheng er al., 1996), Por
esto, la contaminacion con hidrocarburos se puede aprovechar para wtilizarlos como
fuente importante de carbono en un momento determinado a causa de un derrame y

reduerr o desaparecer la presencia de hidrocarburos en el ambiente.

Muchos de los efectos secundarios por la contaminacién sobre [as poblaciones del
suelo en general, se presentan también sobre los microorganismos de la rizésfera Estos
son capaces de mod:ficar los efectos que tienen los de contaminantes xenobidticos sobre
las plantas. Los procesos de la rizdsfera juegan un papel importante en ta evolucion de
contaminantes ambientales, Ademas de su autildad en la  transformacion de
compuestos organicos v bioacumulacién de metales en las plantas, también toman ¥y
fransforman compuestos orgdnicos, como materiales halogenados e hidrocarburos
policiclicos aromaticos (HPA) (Lvnch, 1990)

Otros factores que influyen en la concentracion y disponibilidad del contaminante

organico por parte de las raices es el movimiento de éste en el suelo, lo cual depende de



la solubilidad relativa del quimico en el agua, la presibn de wvapor, el tamafio
molecular, la carga v [a presencia de otros quimicos orgamcos. Las propiedades del suelo
para absorber y secuestrar compuestos organicos, se asocian directamente con la materia
organica contenuda en el suelo, eltipo v la cantidad de arcilla presente, la estructura
del suelo, ef pH, asi como la edad del derrame y el flyjo de agua (Cunmingham y
Ow, 19963 ’

En el drea de la rizésfera, los microorgamsmos desempefian un papel mas util en
la descomposicion de muchos contaminantes organicos. La investigacién en remediacién,
aunque originalmente centrada sobre la actividad microbiana, ha provisto una apreciacion
adicional de la capacidad degradativa de las plantas. Ya que el aislamiento de enzimas en
sedimentos gque tienen potencial de degradacién del innitrotolueno, condujo a2 descubrir
que su origen estaba en !a planta (Cunningham v Ow, 1996)

IL4. Toxicidad en lombrices.

Otros organismos aparte de las plantas que se utilizan como indicadores para la
contanmupacion, se encuentran en el Orden Oligochaeta. En este Orden se localiza ia clase
lumbricidae al cual pertenecen las lombrices de tierra. Las lombrices desempefian una
actividad esencial en la aireacion v estructuracién de los suelos, contribuyen de
manera importante a la fertilidad de éstos al transformar rtestos orgénicos (hojas
muertas, heces de animales, etc.) en  compuestos completamente asimilables por la
planta, Bl nfmero de lombnees varfa considerablemente segiin el chima, [a fauna del
suelo /o el tipo de vegetacién, Los lumbricidos aceleran la descomposicion de la
materia organica por 10 cual desempefian un papel muy importante en ta dinamica de
la ecologia del suelo facilitando el crecimiento vegetal.

Aungue Ia porosidad del suelo no aumenta necesariamente con la accidn de estos
antmales, espectalmente si ya es elevada desde un principe, ta capacidad de
infiltracién y de retencidn de agua del suelo si aumentan considerablemente

La destruccion de lumbricidos provoca la acumulacion de materia orgénica
escasamente descompuesta en la superficie del suelo, un descenso rapido en {a capacidad de
giltracion del agua y una mengua de la calidad estructural de los suelos EI estudio de la
biologia de los oligoquetos proporciena informacién muy valiosa, ya que su presencia
indica la fertilidad del medio y permite deducir las caracteristicas del funcionamiento
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ecologice de los suelos Se obtiene ademss, informacion que se refiers al grade de
contammacion del medio terrestre por microcontaminantes oTganicos, como compuestos
organoclorados y metales pesados (Moody ef ¢/, 1995)

En ecosistemas tropicales las lombrices de tierra mgleten una gran captidad de
suclo mineral, materia orginica del suelo, residuos de la superficie y producen
residuos que depositan bajo el sueloy sobre la superficie. El desarroilo del perfil del
suelo puede ser influenciado por ifas lombrices de tierra, asi como de las capas
superfictales del mismo La comparacién entre el suelo que ha pasado a través del tracto
digestivo de la lombnz v ef suelo que no lo hace, indica que ¢l pasaje a través del
intesting de la lombriz da por resuitado un Incremento en el contenido de bacterias. Esto
aumenia la respiracion microbiana, la nitrificacién y la denitrificacion. También puede
tener un mayor contenido en residuos orgaricos que el resto del suelo, lo que indica que
la actividad microbianz es estimulada por su paso en el intestino (Damel y Anderson,
1992) De esta manera las lombrices de fierrz tenen influencia sobre los procesos
brogeoguimicos en el suelo (Bohlen et af , 1995).

El efecto que tienen las lombrices sobre la calidad del suele ha incrementado el
interés para ei desarrollo de bioindicadores facilmente medibles que sean sensitivos a
perturbaciones (Wardle ef o/, 1996) En la investigacidn sobre la contaminacién del
suelo, las lombrices se propusieron  como “organismos monitores” para muchos
contaminantes por su importancia en la funcién del suelo y por su alta biomasa (Black y
Susser, 1992). Una de las pruebas utilizadas es la LC50 disefiada por la Organizacidn para
la cooperacion econdmica y ef desarrollo (OECD por sus siglas en ingles), para evaluar fa
toxicidad de producios quimicos

Estas pruebas tienden a producir un resultado mas consistenie v reproducible que
las pruebas de campo por el conocimiento del nimero utiizado de lombrices de una
sola especie y la concentracion conocida del contaminante. Sin embargo, tales ensayos
de laboratorio se han aplicado a un amplio mtervalo de tipos de suelo con upa gran
diferencta de capacidad de adsorcion  para quimicos. Asi que la LCSC difiere
considerablemente en fos experimentos (Clive v Bater, 1992). A pesar de esto, las {ombrices
pueden usarse como un indicador para predecir el efecto de quimicos sobre otros
invertebrados en un suelo particular.



IL3. Ventajas v desventajas de utilizar la biorremediacion en el tratamiento de
suefos contaminados
Pars ef éxito de un tratamiento de brorremediacién, el peso de la degradacion del
contaminznte debe caer sobre la capacidad microbiologica propia del sueio Ademas, se
debe favorecer un crecimiento apropiade de microorganismos en el ambiente y, para
esto, contar con un disefio apropiado que proporcione las condiciones Optimas de aireacion
vy nutrimentos principalmente.

La mayor ventaja es que es un proceso natural La biorremediacion  es
teéricamente Gl para la  destruccidn  completa de  una amplia  varedad de
contammnantes. En la practica, al Hegar el contaminante a un nivel méas bajo que otros
compuestos  orgintcos mas facilmente asimilables como fuente de carbono, los
microorganismos dejan de consumir a los hidrocarburos.

Los métodos m site ofrecen el potencial para remediar suelo contaminado sin
excavar y pueden ser implantados en la profundidad de éste y a su alrededor, atn
existiendo construcciones, tuberias y superficies pavimentadas, lo que facilita la impa

de derrames en gasolineras y/o depositos. Evitando asi la migracidn de estos contaminantes

Aungue la biorremediacién tiene una gran importancia y ventajas distintivas para
el tratamiento de suclo contaminado, presenta desventajas substanciales. La principal, es
que despueés de utilizar los microorganismos un hidrocarburo en particular, se vuelven muy
especificos ¥ no utilizan otre.

Los casos em que la contaminacidn €5 reciente tzl como se presenta
mmmediatamente  después de un derame, existe la gran oportunidad para capacitar
MICTOOrganisinos que estardn ausentes o muy reducidos en su niumero, es decir, tomar a
éstos y acoplarlos a hidrocarburos semejantes a los del derrame y productr nocuios para
incorporartos al suelo contaminado (Metting, 1992).

En otros casos se presentaran microorganismos con capacidad de degradacidn, pero
en un bajo niimero para efectuar una limpla exitosa en un corto periodo de tiempo ©
simplemente las condiciones sor desfavorables para su actividad y proliferacion



Regularmente no todos los componentes xenobidticos son susceptibles a una
biodegradacion rapida y completa. Se requiere conjuntar diversos factores para su éxuo,
incluyende la presencia de poblaciones microbianas metabélicamente capaces de
degradar al contaminante, condiciones favorables en el ambiente para su crecimiento
como ia composicion y las propiedades del suelo ademas de concentraciones favorables
de substrato y nutrimentos (Metting, 1992).

IL.6. La quimica de la biodegradacion

IL6.1. Procesos de biodegradacién para hidrocarburos aiifaticos y aromiticos

Los criterios que deben presentarse para satisfacer una biodegradacion efectiva
501

1.- La presencia de microorganismos o consorelos microbianos capaces de realizar
{a brodegradacion
2 - Disponubilidad del contaminante de interds para los microorganismos

3.- Proveer de un medio favorable para los microorganismos

Los atributos de los fudrocarburos aliféticos a tomar en cuenta para su degradacion
incluyen

! - Las cadenas largas de n-alcanos son transformadas mads lento que las cortas,

2 - Debido a que son hidrocarburos saturados son mds fhciimente degradados que
sus analogos no saturados.

3.- Et grado de ramificacion estd inversamente relacionado a la tasa de
degradacion.

4 - Los hidrocarburos alifaticos recalcitrantes son  comidnmente  compuestos
altamente metlados.

5 - Los hidrocarburos ciclicos son degradados siguiendo una oxidacion inicial del
anillo degradandolo por la misma via utilizada para los hidrocarburos aliféticos.

1L.6.2, Degradacion de hidrocarburos alifiticos

La oxidacion es un proceso mediante el cual los microorganismos degradan los
hidrocarburos a través de una serie de etapas (Alexander, 1980) que como resultado
producen alcohol, aldehido y finalmente un dcido graso
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REACCION 1

CHx(CHz)ﬂCchHQCH3 + O)_ —> CH;{CHQ_)HCH;!CH_QCH:OH
> CH{(CH,)nCH,CH;OH —» CH3(CH;)nCH.CH,COOH

Esto se lleva. a cabo bajo la presencia de oxigeno. El acido graso se
descompone por beta-oxidacion, donde se elwnman dos carbonos de la cadena

termintal y se fransforma en dcido acético

REACCION 2
CH,(CH,)n CH,CH,COOH — CH;(CH,nCOCH,COOH —»
CH:(CH,)n COOH + CH,COOH

De este modo se degrada el acido acético para producir carbono v energia, el
acido graso restante azhora con dos carbonos menos, sufre repetidas veces una etapa
sim:lar degradativa al de ta reaccidn uno y es fragmentado para su uso en la célula

Muy raramente los productos intermedios de la degradacion Hegan a tener
conceniraciones altas, excepto en organismos que presentan cometabolismo. Estos
fragmentan las cadenas sin llegar a utilizarlas como fuente de carbono, dando lugar a
cadenas més cortas, pero a una mavor concentracidn de metabolitos que pueden resultar

toxicos para las bacterras mismas (Alexander, 1994).

11.6.3. Degradacién de hidrocarburos aromaiticos

La ruptura de anillos aromdticos involucra monooxigenasas vy dioxigenasas Las
bacterias relacionadas con la descomposicion de estos compuestos presentan una
distnibucion amplia y ademas utilizan una diversidad enorme de sustancias organicas
Todos los hidrocarburos arométicos presentes naturalmente en el ambiente y varios de
los que se sintetizan en laboratorio pueden ser metabolizados por microorganismos

La degradacion de hidrocarburos aromadticos se¢ puede cilasificar con base en los

compuestos intermedios comunes, los cuales  se metabohizan sigwiendo  procesos



esencialmente semejantes. Los intermediatios més comunes son el catecoi, el dcido

protocatéquico y en menor grado el dcido gentisinico .

La primera fase es la modificacion o elimmacién de sus sustituyentes en el
anillo bencénice y la mtroduccion de grupos hidroxilo (OH).

Los grupos metilo son convertidos a grupos carboxilo antes de la ruptura del
anitlo, esta reaccion se realiza gradualmente ( aunque a veces el metilo no es elimado
antes de que el anillo sea abierto).

REACCION 3

RCHy - RCH,OH — RCHO — RCOOH

El carboxilo no siempre es eliminado antes de laruptura del anilto
El metoxilo es reemplazado por un hidroxilo (OH) v da lugar a formaldehido.

REACCION 4
ROCH1 + ¥ Oz“‘—}’ ROH + HCHO

Las cadenas alifaticas largas son acortadas para producir un residuo con dos

atomos de carbono menos, esto ocurre generalmente por beta-oxidacion
REACCION 5
R(CH,) 9COOH — RCHOCH
Los tres intermediarios centrales son degradados por cinco vias metabllicas muy

semejantes. Los cinco productos de esta fase {acido succinico, famdrico, pirivico,
acético y el acetaldehido), son ficilmente utilizados por la célula.



I11. Objetivo.

L1 Objetivo general
Anzhizar la toxicidad, biorremediaciéon v f{fito-biorremediacién  de un suelo

-

contaminado manualmente con hidrocarburos (diesel)

Obsetivos particulares
a) Determinar el comportamiento del contaminante en un suelo sin agregar
MiCro0rganismos.

b) Fstimar el efecto de la contaminacion del suelo nor di

COLILAERE t=i e H

germinacién y primeros estadios de crecimiento de maiz y alholva

c) Describir el efecto del suelo contaminado sobre los organismos invertebrados
{lombrices)

d} Evaluar la sobrevivenciza y crecimiento en suelo contaminade de A
raruncidodes, ast como la influencia de las raices de la misma en la concentracion de
diesel en el suelo.
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1V, Materiales y métodos

IV.1. Preparacion del suelo y obtencion de parametros

El suelo se colectdé en marzo de 1997 de una profundidad de 0 a 15 cm,
perteneciente a las mstalaciones del edificio “E” de la Facultad de Quimica Se secod a
temperatura ambiente v se tamizé a un tamafio de grano de 2mm. Se colectaron 60kgy se
guardaron en un recipiente de plastico {de un volumen aproximado de 80 kg) a 4°C
de temperatura. Este suelo se utilizd para todos los experimentos

La razdén de utilizar este suelo fue para observar el efecto de un contaminante
conocido utilizando concentraciones controladas Se aplicaron varios mtervalos de
confaminacion (5 000 partes por milida [ppm], 10 000 ppm, 15 000 ppm, 20 000 ppm

ademas de un control de suelo sin contaminar)

Se obtuvicron los pardmetros edaficos En pnimer lugar se determind el tamafio de
particulas del suelo Para el estudio de biorremediacion, se obtuvo semanalmente la pérdida
de peso por humedad del suelo, ia pérdida por 1gmcion, el pH y la respiracion bacteriana
natural e inducida det suelo Ademds, de la cuanaficacion de hidrocarburos (utilizando el

equipo soxhlet para extraerlos y cromatografia de gases para cuantificarlos), esto dltimo
se realizd también para el estudio con fa rizosfera

IV.1.2. Parametros fisicos

IV.1.2.1. Determinacion del tamafio de particulas

Encaso de que el suelo presentara un contemdo orgamico del 5% o menor, el
método no requiere un iratzmiento preliminar Sttuviera de un 5% a 15% de matena
organica se necesitara realizar un tratamiento previo con peroxido de hidrégeno para
su oxidacion. Este método no puede aplicarse a muestras con un contenido organico
mas grande del 15% Este tratamiento se realizd porque la materia orgameca puede
interferir en la disociacién de ias particulas, y originar errores en los resultados de

la determinacién del tamafic de particulas

Procedimiento: Se mezclaron 18 g de suelo seco con 25ml de una solucién de
Na,P,0; x 10 H,O {0.1molL) y se dejaron reposar por 8 h, después, se le
adictonaron 200 ml de agua destilada y se agitd la solucion por 6 h, procediendo a

tamizar (tamiz de 63y) apregando agua destilada. No es necesario adicionar més de



200 ml de agua. Se obtuvo la cantidad de la fraccion retemda utilizando la
determinacion de masa seca La solucidon con particulas mas peguefias a 63p del
analisis de sedimentacion se tomd y se transfirio a una probeta de 1000 mi Después de
homogeneizar la solucion, se coloca a temperatura constante (20°C) A los intervalos de
tiempo mostrados se removieron 20 mf de la suspenciéna una profundidad de 10 cm
de la superficie Se utilizdé ia masa seca de estas muestras de 20 ml, para calcular el
tamario de las diferentes fracciones.
El intervalo de tiempo a que s¢ remuevern es:

63 -20u 29 seg
- 2-01.1. 1 4mnm i
10u -6p I8 min
IR 51 min
<2u 1h 40 min

IV.1.2.3. Pérdida de peso por humedad higroscopica.

Se colocaron 10 g de suelo en crisoles a peso constante. Esto se hizo colocando los
crisoles en la estufa a 105°C por 24 hy se dejaron enfriar en un desecador Posteriormente
se les adiciono el suelo y se colocaron en la estufa a 1G5°C por 24 hy se pesaron en una
balanza analitica
%PS=(PSC - PC}100

PSH
Donde.
PS=Peso seco
PSC=Peso seco del crisol.
PC=Peso dei crisol inicial.
PSH=Peso hiimedo del suelo

EV.1.4. Pérdida de peso por ignicidn.

Se pesaron 10 g de suelo en crisoles a peso constante y posteriormente se
colocaron en la mufla a 550°C por 8 h, el suelo adquiere un color rojizo. Después se
colocaronn en un desecador para eniniarse y se obtuvo su peso por medio de una

balanza analitica

I~
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%MO= (PSC -PCYIQ0

PSH
Donde.
MO=Matena orgénica
PSC= Peso seco del cnisol
PC= Peso del crisol injcial
PSH Peso himedo del suelo.

IV.L5. pH. Relacion 1:25
Se colocaron 10 g de suelo dentro de vasos de precipitado, se les adiciong 25 mf
de una solucion de CaCly a 0.01 M v se les mezeié por dos horas. Postenormente se

obtuvo la medida utilizando un electrodo de pH (potenciometro WTW).

IV,1.6. Capacidad Maixima de Retencién de Agua.

Se colocd un embudo de porcelana de 17 cm de didmetro dentro de un vaso de
precipitado. En el embudo se colocéd una hoja de papel de alumimo y entonces se ilend de
arena, se saturd comagua y se colocd encuna una tela mojada. Entonces, sobre el
embude con arena se preparo un cilindro de 4 cm de didmetro, y se le cerrd de un
lado con tela de poliéster, se le introdyjeron 400 g de suelo vy se cerrd con parafilm
Después se colocd en un bafio de agua que llegd hasta | cm por debajo del nivel
de la superficie del sueio colocado dentro del wlindro y se esperd ura hora.
Postertormente se colocd el cilindro sobre el embudo preparado anteriormente y se

esperd. Finalmente, se peso el cilindro nuevamente.

100-%PS8=%CASS
(PESH-PC-PMS)100/PMS=%CAC
(CASS+CAC)PS=g H,O /¢ PS

Donde

PS=Peso seco.

CASS=Contenido de agua del suelo seco.
CAC=Contenido de agua de

PESH=Peso final del suelo humedo
PC=Peso del cilindro.

PMS=Peso de la muestra del suelo.



Parimeiros Quimicos

IV.1.7. Extraccién de hidrocarburos por Soxhlet

Se utilizaron 10g de sueto el cual se mezclé con la misma cantidad de Na,SO,
(para evitar la humedad) en un tubo de extraccidn de celulosa. El tubo se introdujo
dentro de un extractor Soxhlet de 50 ml v se adicionaron 50 ml de CH,Cly El
extractor Soxhlet se conectdé a un refrigerante con una temperatura de 3°C El
procedimiento de extraccidn finalizé después de 24 h. Las sustancias polares fueron
removidas del extracto, por adsorcion utilizando ALO; (8 g) El extracto se conceatrd
con un rotavapor y fue aforado a 25 mit

IV.1.8. Anilisis de Hidrocarburos por Cromatografia de Gases

Se obtuve la concentracidn de hidrocarburos por medio de la alteracidn del
espectro del contaminante, debido a su degradacion por la actividad muicrobiana, la
cual metabolizd los hidrocarburos. Se uttlizd un cromatégrafo de gases con un
detector de ionizacion de flama (GC/FID) para monitorear la degradacion de diesel.
informacion sobre el cromatografo utilizado
Cromatografo de Gases: Perkin Elmer
Columna: HP-Ultra 1, Enlaces de goma de metil silicon, 25m * 0,32 mm * 0,52 uc
Detector: FID
Inyeccién manual
Volumen de wmyeccion' 1 ul
Gas Acarreador: Helio
Programa de temperatura: Tlimicial 40°C por 5 min, Posteriormente un incremento de 1°C
por min hasta 240°. T° del inyector 250°. T del detector 300°C

Parametros Bioldgicos del Suelo.

IV.1.9. Produccion de CO, (respiracién natural)

Se pesaron 20 g de suelo dentro de pequefios receptaculos de polidster (de 15
cm didmetro) cada uno se colocd dentro de frascos de 250 ml con 20 ml de una
soluciéon de NaOH al 0.05 Ny se cerraron apropradamente (si es necesanto c¢on
parafilm) Se incubaron a 25°C por 24 h Después se les adicioné 2 m! de una
solucion de BaCly {IM) v el CO, absorbido se precipitdé {como BaCQ:), entonces el
Na(OH del frasco se tituldé con una solucion de HCl al GO03N utilizando como
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indicador fenolftaleina al 70%. Los testigos se obtuvieron por el mismo procedimiento
pero sin muestra de suelo

mg CO, g MS*24h™ = (HCI C-UCIEY 1 1)(100)
(PSH)(MS})

Donde:

MS=Masa seca

HCI C=ml de HCl en el control
HC! E=mt de HCI experimental.
PSH=Peso del suelo himedo,

IV.1.10.Produccién de CO, agregando glucosa (respiracién inducida)
Se realizd de forma smmilar a la nawral pero se le adiciond 0.4% de D(H)
glucosa al suelo.

mg CO, &' MS*24h' = (HCIC-HCIEY 1.1)(100)
(PSH)(MS)

IV, 2. Remediacidn en contenedores en condiciones de campo

IV.2.1. Contaminacioa del suelo.

La prueba de remediacion se realizdé de ia siguiente forma:

El suelo se contamind con 20 000 mgkg de diesel disueltos en dietl éter para
obtener upa distnbucién homogénea del confanuinante v obtener la contaminacion
deseada en los 13 kg de suelo {por duplicado)

E! suelo contaminado a 20 (00 ppm con diesel para el experimento de
remediacion se colocd en 2 contenedores, La amreacidn, temperatura y contenido de
agua estuvieron bajo condiciones de campo. El contemdo de agua se  ajusto
aproximadamente a un 73-80% de la capacidad de campo, la aireacion se llevo a
cabo de forma manual y diana (una vez al dia)

La remediacidén se controlo semanalmente midiendo la humedad, la pérdida de
peso por ignicidn, pH, la produccion de CO, (respiracton natural e inducida) e
wdentificacion v concentracion de hidrocarburos. Los resultados obtenidos son la media
de muestras por duplicado
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Para las prucbas de towicidad y fitorremediacidn se contamunaron * kg de suclo
atthzando 20g de diesel mezclado en | litro de dietil éter para obtener una
distribucidon homogénea del contaminante en el suelo. Después se afiadio una parte
de este suelo a2 suelo no contaminado para obtener las diferentes concentraciones

unlizadas en los experimentos

IV.3. Evaiuacién Ecotoxicologica.

IV.3.1 Pruebas de inhibicién de crecimiento en plantas

El procedimiento de trabajo se realizd de acuerde a la guia OECD 208

Las semillas que se utilizaron fueron las siguientes.

Maiz Zea mays.

Alholva Trigonella foenun graccum.

Los experimentos se llevaron a cabo (con tres réplicas) a concentraciones de
0.ppm (control), 5 000 ppm, 10 000 ppm, 15 000 ppm, y 20 000 ppm respectivamente Las
semillas de maiz y las de alholva (10 en cada repeticidn) fueron expuestas a las
diferentes concentraciones de contaminacion. Los experimentos de crecimiento  se
llevaron & cabo bajo las condiciones ambientales en el jardin y con una irmngacion
controlada de 25 ml de agua, dos veces al dia Después de 4 semanas, las plantas se
cosecharon y separando raiz de tallo. Se obtuvo el peso fresco y el peso seco de ambas
partes de la plantas, también su midid ia longitud v se contd su nimero de hojas.

Para establecer s1 existe o no una diferencia, entre las fongitudes de tallo v
raiz, en las diferentes concentraciones de contaminacion, se realizd la prueba de

analisis de varianza de Turky {utitizando el paquete estadistico Anova-Manova [p<0 05])

ITR= peso seco de la raiz en suelo contaminado

peso seco de la raiz en suelo no contaminado

[TT= peso seco del tallo del suelo contaminado

peso seco del tallo del suelo no contaminado

Donde:
iTR indice de tolerancia de la raiz.
ITT = Indice de tolerancia del tallo.
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IV.3.2. Pruchas de Toxicidad Aguda en Lombrices de Tierra

El procedimtents de frabajo se realizé de acuerdo a la guia OECD 207(1984).
Donde LC 30 se refiere a la concentracidn media letal Es decir, la concentracion de la
sustancia prueba que mata al 50% de los animales utilizados en la prueba

Las lombrices unlizadas procedieron de un jardin diferente al del suelo colectado
y fueron aclimatadas af sueio de la prueba por 5 dias Se utilizaron 10 lombrices en
cada prueba, en frascos de [000 ml con 500 g de suelo contaminado y por triplicado
Los niveles de contaminacion fueron de ¢ ppm (control), 3 000 ppm, 10 000 ppn{, 15
000 ppm, y 20 000 ppm de diesel Durante la duracién del experimento (2 semanas) el
suclo se mantuvo en iluminacidon constante para que las lombrices permanecieran
siempre €n contacto con el suelo Aldos 7 y 14 dias se determind ia mortalidad.

IV.4. Fito-biorremediacion

Este experimento se basé en la guia OECD 280 para toxicidad en plantas pero
con las modificaciones requendas para adaptarlo al objetivo de este apartado.

Los experimentos se llevaron a cabo (con tres réplicas) a concentraciones de 5
000 ppm, 10 0G0 ppm, 15 000 ppm, 20 000 ppm respectivamente y dos controles de
suelo, uno contammado a las diferentes concentraciones sin plantas y ofro sin
contaminar con plantas. La planta Hydroconyle ranunculoides fue expuesta a las
diferentes concentraciones El expermento se llevdé a cabo bajo condiciones
ambientales y con una irrigacién controlada de agua, para mantener una humedad
constante (agregande de 20 a 30 ml de agua segin el grado de evaporacion).

Después de 7 semanas se cosecharon las plantas y se obtuvo pese humedo y seco
(colocandolas en un horno por 48 h a 70° C), ademas, se midid la longitud de raicesy
del talio. Se estimd la concentracion del contamnante en ef drea de influencia de la
rizésfera por medio de cromatografia de gases.

Y para establecer si exsste o no una diferencia, entre las longitudes de tallo y
raiz, en las diferentes concentraciones de contaminacidn, se realizd la prueba de
analisis de varianza de Turky.



V. Resultados.
¥.1. Caracterizacion del suelo.

Los resultados de Ia caractenizacién fisica, quimica y biolégica del suelo sin
contaminar se¢ muestran en las tablas No. 1 y No. 2.

Tabla ] Resultados del andlisis de particulas después de un tratamiento con H»O,

Fraccion Porcentaje de fraccidn  Tamafio de

particula (um)
1383 =63
2 175 63-20
3 10.9 20-10
4 7.2 t0- 6
5 4.5 6-2
5 218 <2

De acuerdo al criterio de la Sociedad Internacional de fa Ciencia del Suelo (ISSS por sus siglas en
ingles) para fa clasificacion de la textura de suelos, por el tamafio de sus particulas este es un suelo
franco-arcilloso Como presenta aproximadamente un 40% de arena fina y lo demas es hmo y arcilla a
partes iguales, como el contenido de colowdes arcillesos es elevado, su textura proveca una relativamente
buena distribucion de agua para su uso por plantas.

Tabla 2. Resultados de la caractenzacion fsicoquimica y biolégica del suelo

Pérdida de peso por humedad higroscopica 6.3%
Peso seco del suelo 93 7%
Carbono organico del suelo (cenizas) 12.53%
nH ‘ 725
Capacidad maxima de retencion de agua 0.422mgH,0/g

Al momento de colectarlo el contenido de humedad del suelo fue bajo, (6.3%) lo que es
conveniente para poderlo, ya que la humedad requerida es det 80%. El conterudo orgénico de
carbono se presenta alto, lo que es favorable, y no afecta en la actividad de biodegradacion
y el pH se encuentra en un nivel optimo para la acttvidad microbiana. La capacidad maxima de
retencion de agua es aceptable para su dispontbitidad, ya que el minimo para una buena actividad
microbiana  es del 50% de humedad, y esta capacidad de retencion es moderada para su
disponibiiidad hacta las plantas. Aungue siempre se mantuvo [a humedad en un promedio del
80%.
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V.2. Biorremediacion.

La actividad microbiana evaluada por su respiracion; es uno de los parametros para el
seguimiento de la biorremediacion La actividad mrcrobiana presenta variaciones en la
produccton de CO; en las prnimeras semanas, debido principalmente a las variaciones de
temperatura durante fa incubacion, ya que la temperatura estuvo a mas de 25°C. No se observa
una wvanacion global entre la respiracion natural e inducida, stendo la segunda menor 2
pesar de la adicion de glucosa (grafica 1). Por otra parte, por la baja solubilidad de los alcanos
en aguay vaque su tasa de degradacidén decremento con el aumento del peso molecular, las
cadepas largas tardan mas tiempo en desaparecer Esto puede observarse con  los
hidrocarburos de C10 a C16 (grafica 2) que fueron los de menor concentiacion. La baja
reduccion de Cl8C20 puede deberse a una baja disponibilidad de éstos para los
microorganisinos por su baja solubilidad en agua y la adsorcidn de éstos en la matriz del
suglo. Aunque también puede deberse a la longitud de cadena que los microorganismos
degradan con més facilidad, va que las cadenas mas cortas son mas ficiles de tomar como
sustrato. Los hidrocarburos (C22-C24, disminuyen notablemente, o que se explica por fz
adsorcion de estos compuestos en la matriz def suelo y como consecuencia, solo una parte del
contaminante puede extraerse, pues deberia de presentar concentraciones mas elevadas en
la extraccion y sucede lo contrario.

Resprractdn bacgienana en el suelo
07 — -- LR — -,

06 +
GSJI-"-._ 3
04 -

03 -~ Y

0 e

1 2 3 4 B & 7 8 g 10 11 12 1 14
Tiempo {semanas}

- - @ - Resp Naturai —e——Resp Ingucida

Grafica 1. Compormamiento de la respiracion  natural [EE= 0.1980+0.04 mgCO2], e inducida
[1.14£0.009mgCO:] durante 14 semanas en contenedores de suela
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Biorremediacién
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Grafica 2. Reduccién de udrocarburos (alcanos de C10 a C22 v control ), al final del tiempo de
experimentacion

V.3. Evaluacién Ecotoxicologica
V.3.1 Germinacién
La germinacidn resultd afectada en las dos especies utilizadas El porcentaje de

germinacion de Zea mays v de Trigonella foenum graccum disminuye a medida que aumenta la
concentracion de contaminacion {gréficas 3 y 4)

Germinacidn (%)
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Grafica 3. Porcentaje de germinacién en semillas de 7 mays durante 21 dias en  suelo
contaminado (EE= dia3=33£23, dia6=49£321, dia%=36+3.52, diai2=110x1.67. dial5=110=6 41,
dial8=347£5.02, dia2 1=367+4 29,
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Grafica 4. Porcentaje de germunacidn en semillas de 7. foenwm graecum durante 21 dias en suelo
contaminado  {EE=  dia3=85+7.35, dia6=109+6.71, dia9=126+638, dial2=153+6.85,
dial5=185+6.20, dia18=226+8.27, dia2 1=266+]2.13)

La germinacién en Z. mmais no se afecta por la contaminacion con diesel, pero sucede lo contrario

con T. foenum graecum ya que presenta diferencias significativas en su germinacién (Tablas 3 y 4).

Tabla 3. Resultados del analisis de varanza.

Z.. mays
. Fuentede  Sumade gl Cuadrado  F o
vanacion cuadrados medio
Contamunangie 4 0.093 1076 0417ns
Error 10 0.8656
Total 14 0.959

Tabla 4 Resultados del andlisis de vananza.

T. foenum grascum
Fuentede  Sumade gl  Cuadrado F

p
variacion cuadrados medio
Contarmnante 4 12.233 9.657 QO01**
Error [0 1,266
Total 14 13.499




La germinacion en las concentraciones de 15000 y 20 000 ppmen 7 foenum graecum
presentan diferencias significativas, en tanto que las concentraciones de 5 600 y 10 000 ppm no presentan
diferencias entre si (Tabla 5).

15000 a—

26000 a

5000 a b
100600 a_{ b
Conirol b

Tablz 5. Prucba de Turky para la germunacién en 70 foenum graccum Letras diferentes

indican diferencias significanvas (p<0.03) entre tratamientos.

V.4.1. Indices de tolerancia en raiz v tallo.

Los efectos del dafio téxico se determinaron con la biomasa y ta longitud de tallos y
raices de las plantas. Enila raiz la reduccion de longitud y biomasa fue sumilar, no asi en el
tallo Las plantas reaccionaron de forma diferente al estrés provocados por el suelo
contaminado

La produccion de biomasa con relacion a las diferentes concentraciones de diesel se
evalud utilizando los indices 1TRy ITT (Tabla 6). Para 7. foemum graccum la biomasa
declimaen un 68 1 % en el tallo v 83.1% en raices en presencia de diesel, a comparacidn
de Z mays que fue deun 104 % en tallo y un 104 %en la raiz a la concentracidn mas
elevada de diesel (20,000 ppm) {Grafica 5}.

Tabla 6. {ndices de tolerancia de raices y tallo en suelo contaminado con diesel

Maiz Alholva
Concentracién diesel  IIT  ITR  ITT ITR
Control 1 i ! i
5.000 1.04 104 0401 ©427
16 000 0998 1001 0272 0231
15,000 0.905 0.905 0111 0183
20.000 0.896 0.8%06 0.319 0169

33



De acuerdo a la produccion de biomasa las plantulas de Z. mays tienen menor sensibilidad
a la contaminactén del suelo con diesel. Otros sintomas fueron la presencia de clorosis y la
dificuftad para desenvolver sus hojas en las concentraciones mas altas de contaminacién. De
acuerdo al andlisis estadistico la longitud de tallo no presenta diferencias entre las plantas del
control y las que crecieron en las diferentes concentraciones de diesel {tabla 7)

En T foenum graccum hubo una reduccion significativa de acuerdo al analisis estadistico,
en la tongitud del tallo y de la raiz {tablas 12,13 y 14), una falta de nddulos en sus raices en las
tres mas elevadas concentraciones de diesel. Ademas, en todas las concentraciones de diesel sus
hojas presentaron clorosis y rugosidades en sus orillas.

_ Longitud de talios y raices

1B e e s e e e e e

Centimetros

Control 5,000 10,000
Concentracidn de diesel

EZ mays raiz @72 mays tallo [T F.graecum raiz OT.F grascum tallo

Gréfica 5 Efectos téxicos det suelo contaminado con diesel sobre el Z mays v T. joenum graecum
fongitud en raices y tallo (cm).

El maiz no presentd diferencras significativas en la longitud de su tallo. pero en la longitud de sus
rajces 51 tiene diferencias significativas (Tablas 7, 8 y 9).

Tabla 7 Resultados del anélisis de varianza (longitud del tallo)

Z mays
 Fuemtede  Swmade gl Cuadrado  F o
variacion cuadrados medio
Contaminante 4 9.454 1.9523  0.i78ns.
Error 10 4 842
Total 14 14 296
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Tabla 8. Resultados del andlisis de varianza (longitud de la raiz)

Z: Aﬁfﬂﬂyj
Fuentede  Sumade gl Cuadrado E N
variacion cuadrados medio
Contarmunante 4 31.026 185586 0.000712%%*
Error 10 1671
Total 14 32,697

La longitud de raices en las concentraciones de 10 000, 15 000 y 20 000 ppm en Z mays
presentan diferencias significativas; en tanto que ias concentraciones de 5 000 y 10 0G0 ppm no presentan
diferencias entre si, mientras gue la concentracion de 5 000 ppm no presenta diferencias con el control

(Tabla 5}

15000 a

20000 a

16000 a b I
5000 b ¢

Controi c I

Tabla 9. Prueba de Turky para la longitud de las raices de Z maps Letras diferentes indican

diferencias sigmficativas {p<0 05) entre tratamientos.

Alholva no presenté diferencias sigmficativas en su longitud de su tallo, perosienla

longitud de sus raices, donde fa diferencia es muy grande (Tablas 10, 11 y 12)

Tabla 0. Resultados del analisis de vananza (longitud del tallo)

T. foenum graecunt

Fuentede  Sumade gl " Cuadrado F -p
vaniacién cuadrados medio
Contaminante 4 5.398 3219 0.060ns
Error 10 1.676
Total 14 7074
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Tabla 1t. Resultados del analisis de varianza (Jongrtud de fa raiz)

T foenum graecum

Fuentede  Sumade gl Cuadrado F p
variacion cuadrados med1o
Contaminante 4 88.906 156502 0.00026
Error 10 5.680
Total 14 94 586

La longitud de raices en las concentraciones de 5 000, 10 000, 15 000 y 20 000 ppmen 7.
Sfoenum graecum presentan diferencias significativas con el control, en tanto que todas las concentraciones

entre si, ro tienen diferencias (Tabla 12).

15000 a.—
20000 a
10000 a
5000 at-
Control

Tabla 12. Prueba de Turky para la longitud de las raices de Z. mays. Letras diferentes indican

diferencias significativas (p<<(.05) entre tratamientos

V.35, Toxicidad Aguda en Lombrices de tierra.
Este expertmento mostro que en svelo contaminado con diesel hasta en la concentracion

de 5 00G ppmm, t2 mortalidad es cas: del 100% a las dos semanas.
El porcentaje de mortalidad en lombrices en la primera y segunda semanz es muy
alto, fluctia entre el 6.6 y el 100% lo gue es un claro indicador de la alta sensibtlidad de estos

organismos al diese! (Grafica 6).
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V.5. Fite-biorremadiacion

En H.  ranunculoides el peso fue menor en las concentraciones més altas de
contaminacion, la loagitud del talio no tuvo diferencias significativas [tabla 18] pero la raiz si
{tabla 19] el nimero de estolones decrecio a las concentraciones mas altas asi como la longitud de
estolones y el nliimero de nodos (tabla 13).

Tabla 13, Vanables de respueste de H  ramunculordes, al finalizar los 76  dias de

expertmentacion en las diferentes concentraciones de contarinazcidn

Concentracion de diesel (ppm})

Control 5000 10 0060 15 000 20 000

Peso hamedo (g) 2329 18 06 11.09 16.83 10.58
Peso seco (g} 2.9 2.19 139 175 1,25
Tallo {cm} 371 426 3.63 403 3.97

Raiz {cm) 58 4.42 3.54 4.07 4.07
Nomere de estolones 8 g 9 73 7.3
Longitud estolones (cm) 18 1 15.90 1165 1177 9.76
Numero de nodos 66.66 64 63.66 696 49
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El nimero de hojas va en aumento en los primeros 5 dias, en todas las
concentraciones de contaminantes Después, este aumento sélo prosigue en el control
€n menor proporctén que en tos primeros dias durante el tiempo que dura el experimento
En el suele comaminado el nitmero de hojas aunque con diferencias en cantidad, siendo
relativamente menor en las concentraciones més elevadas de contaminacion, se mantiene

constante (grafica 7).

60 e R S -

# de hojas
8 3

8.

0——— et i I ‘ ;
16 8 13 283 2833 I B B QB 6 48 2 556487070270
Tienpo(dias )
—&—Conirdd — ¢ —~5000pm 4 10000mm — X~ 15,000cpm — ¥ —20,0000mm
Grafica 7. Hojas vivas adultas (acumuladas) de #. ranunuculowdes durante el tdempo de
experumentacion {76 dias), (EE= Control=758%1 02, 5 000ppm=563=0 33, 10 000ppm=448+0.37,
15 (00ppm =413+0 33, 20 000=330+0.26).

El comportamento de la mortalidad de hojas cn todas las concentraciones y
en el control es similar a lo largo del tiempo, presenta poca variacién entre las
diferentes concentractones de contaminantes La menor mortalidad se observa en el

confrol {grafica 8).
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NGmero de hojas muertas

23 29 33 35 36 38 43 45 48 52 55 57 84 W0 T2 78
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——Contro} — ¢ —5,000ppm A 10,000ppm — ¥— -15,000ppm — 4 —20,000ppm

Grafica 8., Hojas muertas (acumuladas) de H.  ronunculowdes durante ol tiempo de
experimentacion (76 dias) (EE= Control=298+2 .50, 5 000ppm=508+2.65, 10 000ppm=448+2 65,
15 000ppm =491=3.18, 20 000=537+2.63).

La emergencia de hojas fue similar y continua en todas las concentraciones. El control
se separd hacia el dia 48, donde comienza a presentar un mayor incremento en el

nimero de hojas emergentes que con respecto & todos los tratamientos(grafica 9).

99 - e ——
89 - ‘
79 -
89 4
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49 +
39 -
29 i
19 -

Namere de hojas emergentes

5 B 13 23 2% 33 35 36 383 43 46 48 52 55 57 64 V0 V2 78
Tiempo (dias)

——Control ——5,000ppm X 10,000ppm -+ 15,000ppm —&—20,000ppm

Grafica 9 Hojas emergentes (acumuladas) de H.  ranunculoides durante ¢l tiempo de
experimentacion (76 dias} (EE= Control=765+3.12, 5 000ppm=>566+1.95, 10 000ppm=504=1.56,
15 GOO0ppim =486=1 52, 20 000=559+1.78).

En cuanto a la disminucién en la concentracidn de hidrocarburos atifaticos debido a la
presencia de plantas, se observa un alto porcentaje de su disipacién en el area de
nfluencia de la nizdsfera comparado con el drea fuera de la influencia de la nizosfera. El
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100%, representa la cantidad de hidrocarburos presentes en el suelo sin presencia de
plantas al final del experimento). También se observa la comparacién entre  los
hidrocarburos presentes en el drea de la rizosfera y del suelo superficial {ss] (va
que hubo tendencia de los hidrocarburos alifaticos a subir a la superficie debidoala
irrigacion del suelo, por ser mmiscibles enel agua y por tener menor densidad que
ésta (Grafica 19)

Fito-biorremediacion
L] —— — e o

Reduceaidn de hidrocarburos
(%)
[¢))
(&)

Ss 5 Riz 10 S5 10 Riz 15 Ss 15 Riz 20 8s8.20
Zona de influencia radicular
B Control EEC10 £1C12 BC14 HC16 BC18 BC20 @C22

Gréfica 10 Concentracion de hdrocarburos alifaticos en el suelo en el dltimo dia, al final
del expenmento (76 dias). Donde s.s=suelo superfictal, Riz=mizdsfera, 3 =3 000, 10 =10 000, 15
=15 000 y 20 =20 000ppm.

La longitud de tallos de A ranuncidordes no presenta diferencias significativas, sin
embargo en la longitud de raices si las presenta {Tablas 14, 15y 16)

Tabla 14 Resultados del analisis de varnianza (longitud del tallo).

H. ranunculodes

Fuente de Suma de el Cuadrado  F - p
vanacion cuadrados medio
Contaminante 4 05155 066251 0.6552ns
Error 10 (.8245
Total 14 1.3400

40



Tablz 15. Resultados del andhisis de vananza para fa longitud final de raices de A

ranuncuioides

H. ranuncloides

Fuente de Sumade gl "~ Cuadrado F ) P
variacion suadrados medio
Contaminante 4 0.8243 43936  0.0262*
Error 10 01876
Total 14 1.0119

La longitud de raices en las concentraciones de 10 000, 15 000 y 20 000 ppm de A.
ranunculoides presentan diferencias significativas. En tanto que ia concentracion de 5 000
ppm no presenta wna diferencia con las demas concentracrones de suelo comtaminado,
aurtque no tiene una diferencia significativa con el control (Tabla 3}

190600 a-—
15000 a
20000 a

5000 - bI
Controt b
Tabla 9. Prueba de Turky para la longitnd de las raices de H. roauncuiodes de Letras

diferentes mdican diferencias significativas {(p<<0.05) entre tratanuentos.



V1. BDiscusion

VI.1. Remediacion.

Para obtener éx ito en la biorremediacion m sifu, se requiere lograr una correlacidn
entre el decremento en la concentracidn del contaminante con la actividad microbiana

Una forma de evaluar ef desempefic de Ios microorganismos en la toma de
hidrocarburos como fuente de carbono es el monitoreo de consumo de CO,, lo cual es
unportante para observar y saber como se desarrolla la muneralizacion (Hess, Schmudt v
Coloks, 1996), ya que su produccion es proporcional a la cantidad de sustrate utilizado
(Sharabi v Bartha, 1993).

La produccidn de CO; a pesar de mantenerse constante, denotando la presencia y
actividad de microorganismos a un nivel bajo comparado al reportado por Santer (1997) en
un estudio simular, implica una degradacion lenta del diesel. Esto puede deberse también a
que la disponibilidad del contamupante para su degradacion puede limitarse por la presencia
clevada de aretila en la matriz det suelo (Huesmann, 1995) no obstante, se obtuvo un
medio para la  degradacion de hdrocarburos monttoreando y- controtando parametros
fisicoquimicos y biologicos del suelo, como se observé con las cadenas de bajo peso
molecular, ¢s decir las mas cortas (Colomba, Cabello y Arambarri, 1996) El alto contenido
de cadenas largas raspecto de las cadenas cortas, de hidrocarburos alifaticos, puede deberse
2 una baja disponibilidad de éstos para los micrcorganismos o puede deberse a que no
fueron metabolizados por los microorganismos que degradan la fraccién ligera de
hdrocarburos (Hickey, 1995 [a1).

Es mmportante el utilizar las bacterias va existentes en el medio (autoctonas),
va que estdn mejor adaptadas a las propiedades del suelo y pueden ser maés
ficiimente aclimatables a la contaminacion Ya que al introducir espectes extrafias,
¢éstas deben aclimatarse no sélo a fa contaminacion, sino también a las propiedades

del suelo Con estas ltimas no se han obtenido buenos resultados {Clabrese y Kostecks,
1992},

VI.2. Evaluacién ecotoxicolégica.
El  efecto que producen los niveles de contaminacion utilizados sobre la
germinacion y en los primeros estadios del ciclo de vida ofrecen informac:dn de io

que puede pasar en fa naturaleza. En condiciones favorables al hidratarse las semullas
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presentan cambios ¢ indcian su metaboiismo, fransporic de nutnmentos y  division
celular Durante este periodo, 1a semiila tiene una alla sensibilidad en su germinacidn
si se ve somenda al estrés ambiental {Wang, 1991}, como lo es ef causado por los
hidrocarburos ya que reducen {a capacidad de almacenar humedad del suelo v dan lugar a
una baja dispombilidad de oxigeno siendo estos factores tan importantes para iniciar el
proceso de la germinacién (Wise v Trantolo, [994).

La inhibicion de la genminacion de las semiflas debido a la contaminacidén con
hidrocarburos puede variar (Salanitro ef af, 1997), como es en el caso de 1. foenum
graecum que resultd més sensiblea la contaminacion que Z. mays, la germinacidn de
esta ultima no resuitd afectada.

Ya que la capacidad de germinacion se afecta por este tipe de  disturbio, €l
determinar qué tipo de especies en particular dominan una poblacion, es importante
porque éstas pueden estar menos fimitadas por su capacidad de resistencia a este tipo de
contanmnante v desarrollarse colonizando un hédbitat con unas condiciones ambientales
adversas. Esto determina su grade de adaptacion a las condiciones dada por una
eventual contaminacion (Wardle y Giller, 1996)

Por otra parte el efecto de la contaminacion en ¢l desarrollo de las plantulas, en el
tipo de suelo utiiizado, demuestra un mayor impacto en las raices tanto en su longitud como
en su bromasa Lo que le da pocas oportunidades de sobrevivir y desarrollarse de contimuar
en esas condiciones. Aungue la fitotoxicidad por hidrocarbures no ha sido estudiada a
profundidad ¢sta es dificil de predecrr v depende del tipo de suelo, concentracién de los
hidrocarburos contaminantes v las especies de plantas presentes en el sitio contaminado
(Salanitro et «f, 1997},

VI3, Toxicidad Aguda en Lombrices de tierra.

Et efecto global sobre el ecosistema de todas las interacciones entre lumbrnicidos,
suelo, plantas, microorganismos y ¢lima no son faciimente evaluables. El interés hacia
el papel de orgamsmos del suelo ante las perturbaciones, se ha intensificade por la
amplia influencia de éstas en la descomposictéon de materia organica v cicle de
nutnimentos {Clive v Bater, 1992).

El efeclo de ias concentraciones de diesel, que son las mismas a las utilizadas
con las plantas, tuvieron un efecto mucho mas drastico en los invertebrados, lo cual
nos da un panorama de o que sucederia con organismos similares en un suelo

contaminade con stmilares concentractones de hidrocarburos. En consecuencia, el suelo
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sufniria cambios como la acumulacién de materia organica ¥ ¢l descenso en
capacidad de fiitracion de agua (Moody er of , 1995).

La alia sensibil:dad y consecuente mortalidad de estos organismos en las
concentraciones de contanunacion utilizadas, dan lugar a utilizar concentraciones
menores para conocer un intervalo de contaminacion donde puedan sobrevivir éstas y
atn reproducirse, con el fin de delinutar la concentracton minima donde puedan
introducirse estos organismos en un lugar sujeto a biorremediacion.

Aungue son pocos fos estudios que se han enfocado en los invertebrados, estos deben
de tomarse en cuenta cn cstudios de restauracion por su sensibihdad y porque la
colonizacidn por invertebrados como un proceso gue tarda muchg tiempo puede poner en
peligro a aves que su alimentacién dependa de estos organismos (Web, 1996). Ademas por
su nfluenciz en ¢! suclo, fas lombrices se utihizan como una especie indicadora para
predectr el efecto de quimicos sobre ofros invertebrados del suelo (Black v Susser,
1992)

VL4. Fite-bierremediacion

Se debe de reevaluar a las plantas como entidades de absorcién o destruccion de
compuestos (Cunninghan y Berti, 1993). En este contexto, el uso de las raices para
mcrementar la degradacion de contaminantes, por el papel que juegan los exudados
para el establecimiento v mantenimiento de poblaciones bacterianas de la rizosfera
(Glandford er al.; 1993; Tate, 1993), resulta importante ¥y en el caso de hidrocarburos,
promete ser una altermativa wviable ya que el metabolismo microblano actla sobre un
amphio intervalo de sustratos, y realiza los pasos degradativos mas dificiles y consume ¢l
compuesto xenobidtico para transformarlo hasta una molécula simple (Cunningham vy
Berti, 1993},

En el caso de 4 ranuncufoides, resultd ser upa planta Gtil para estos fines va
que fue capaz de tolerar y sobrevivir en todas las concentraciones de contaminantes.

Yaque, alm en las concentraciones més eievadas de contaminante se presento
un descenso en la concentracion de diesel. Por otra parte los efectos tdxicos se
reflejaron en la menor longitud de las raices v nimero de hojas vivas, que se presentaron cn
la concentracidn de comtaminacion més alta Aunque por ofra parte, 1o presentaron
diferencias de longitud entre los diferentes niveles de contaminacion respecto del control.

A pesar de que utilizando plantas se puede obtener una degradacidn acelerada tanto
para plagutcidas como para hidrocarburos de petréleo, con algunos compuestos la cantidad
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de degradacién ha sido relativamente bajo (Cunnmingham v Ow, 1996}, sin cmbargo los
resultados  de este estudio comparindose al de la prueba de remediacion  sélo
controlando los parametros fisicoquimicos, 1a diferencia entre las concentraciones de
alcanos es menor en el suelo influenciado por las raices que en suelo sin la influencia
de estas

Otros aspectos a tomar en cuenta son las caracteristicas propias de la planta ya
que cada especie tiene su propia capacidad para tolerar la contaminacion, v esta varia
con la especie de planta (Todd er o/, 1993), también vana su capacidad para proporcionar
exudados suficientes para el manterimiento de iz flora bacteriana y su diversidad.
Ademds, se debe tomar en cuenta su nivel de resistencia a los hidrocarburos y su
capacidad de crecimiento

Sin embargo, para estudios posteriores es importante investigar la refacion raiz-
bactenia e investigar si en la degradacién de hidrocarburos ademds de iz importancia
los mucroorganismos asociados a la rizosfera, la influencia de posibles enzimas secretadas
por las raices de la planta {Cunningham y Bertt, 1993), ya que investigaciones realizadas
por Schnoor et @/, 1995 afirman que asi puede suceder, siempre y cvando la enzima se

encuentre fuera de la raiz.

VL3, Evaluacién general

La toxicidad de hidrocarburos como el diesel, puede tener un efecto negativo
en las comumdades, tanto vegetales como animales, lo cual conduce a buscar
métodos para sancar ¢l suclo de este contaminante y evaluar sus cfecios potenciales

Comparando el  experimento de remediacién semanal, con la  fito-
biorremediacion, estos resultados permiten observar que la influencia de las raices
tuvo unefecto positivo, en cuanto a la desapanicion del contaminante. Los resultados
obtenzdos ayudan 2 entender cémo las raices pueden tener un papel relevante en el
control de contaminantes comeo los hidrocarburos ya que proporcionan un ambiente
mucho mas propicio para el desarrollo microbano por los exudados que ésta
produce, el oxigeno que libera y el poder de intercambio 16nico que tiene para
modificar ¢l pH det medio que le rodea.

Y tomando en cuenta la joxicidad en la germinacidn de semillas, el uso de
plantas con crecumiento vegetative resulta importante a la vista de ios resultados
obtemdos ya que una planta creciendo en condiciones de  contaminacién  con
hidrocarburos, si no presenta crecimiento vegetativo tiene mas “problemas”, ya gue en
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¢l caso de soportar la contaminacion, sc requenria cvaluar su capacidad de producir
sermillas y a éstas su capacidad de germinar, que como se observa, esta capacidad
puede verse muy afectada. Por otra parte, [a fauna del suelo debe esmdiarse mas a
fondo, pues s1 bien las lombrices son una importante parte de esta fauna no es la
finica presente, otra también importante son los artrépodos, los cuales pueden habitar
el suelo permanentemente o pasar alguna fase de su ciclo de vida en éste.
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ViI. Conclusiones.
I~ La contaminacién en particular con productos derivados del petréleo, puede
ocasionar un fuerte impacto sobre los seres vivos por los cambios que sufre el

ambiente
2.- Los microorganismos presentes en el suelo son capaces de aclimatarse a los
cambios que sufre el suelo por Ia contaminacion por diesel, degradarlo y tomarlo

como fuente de energia

3.~ La germminacion de semillas de albolva se ve afectada por la contaminacion
con diesel.

4.- La longitud de tallos y raices tanto de maiz como de atholva se afecta por la
contaminacion, disminmuyendo en forma mas pronunciada en las raices respecto del

tailo.

5.-En las lombrices el diesel tiene un efecto muy téxico, ya que er ninguna de

las concentraciones de contamnante logran sobrevivir

6.- Hydrocotyle ranunculowdes resultd ser una planta prometedora para el
manejo de la contaminacion por diesel por

a) Diesarrolfarse en todas las concentraciones de contaminacidn.

b) Presentar crecinuento vegetativo en todas las concentraciones de contaminacion

y, desarroliar raices capaces de soportar los niveles de contamnacion utilizados

c) Provocar un decremento en la concentracion de hidrocarburos alifaticos en el

suelo, en todas las pruebas a que fue sometida.
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VIiL. Recomendaciones.

1.-Para manejar [a contaminacion es mds recomendable utifizar la fiora
microblana autoctona por estar meyor adaptada y ser mas facil de aclimatar que una
aloctona

2.-En caso de necesitarlo por una baja densidad en la poblacién bacteriana
hacer cultivos de estas mismas bacterias, e introducirfas al medio para con esto,
acelerar 1a degradacton del contaminante

3-Si es necesario, se pueden obtener condiciones més propicias suministrando

al suelo un medio mineral que contenga nitrogeno y fosforo.

4.-En las pruebas de toxicidad, para el caso de las semillas de una comunidad
vegetal contammmada de forma natural, es recomendable hacerlas con  semillas
también autdctonas.

5.-Ademas de [as pruebas de toxicidad, con lombrnices, se recomienda hacer
prucbas con otros orgamsmos como o son los artrdpodos temestres por su

importancia ecologica, para tener un panorama mds general del impacto ambiental

6.-Un estudio a futuro es el de la poblacidn bacteriana, su distribucion en las
raices y la implicacién de los exudados para la poblacion microbiana.

7.-0tro aspecio importante para su estudio es el tipo de especies con presencia
en el sueio, su distribucion, y averiguar si la desaparicion del contaminante se
debié ademas de la accidn de microorganismos, al posible efecto de enzimas de las
plantas.
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