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CUERPO DESNUDO 

La llovizna cae pertinaz del cielo gris, confundiendo el honzonte con el mar 
tranqUilo, la arena de la playa siente el caminar de unos pies desnudos, los 
cuales se hunden levemente a cada paso. Este atardecer cálido, el cuerpo 
desnudo de los pies descalzos SIenten el hormigueo de la lluvia sobre su 
epidermis, más allá, las olas se rompen sobre las filosas rocas, las anémonas se 
abren y cierran intermitentemente, los erizos aguijonean al mar cuando este se 
les abalanza. La brisa suavemente golpea el rostro de oJos cerrados del cuerpo 
desnudo, estos, perdidos en el abismo interior, muan un universo desconocIdo 

Un relámpago enciende el ciclo al tiempo de desplomarse ese cuerpo sobre ia 
arena, un cangrejo atravIesa sobre él en su paseo y le deja la marca de sus 
patas La llovizna se convierte en aguacero, encrespa al mar, lo enfurece Junto 
con un viento desordenado, entonces las olas llegan a golpear al cuerpo sobre la 
playa desierta; lo cubren lo descubren, lo dejan salado, lo inundan 

En su mente vuelan mIl ideas, colores, descubrimientos insospechados, locuras 
sin tiempo ni lugar, ríos de soledades vertidos sobre mares de diálogos con las 
estrellas, págmas en blanco para plasmar un dlbujo en blanco y negro 

La marea sube, la noche llega, el cuerpo queda sumergido en un mar 
descansando baJO el tlnal de la lluvia y un manto negro estrellado. Salen 
burbujas de su boca y nariz por algún tiempo, se lIberan de su intenor 
soliloquios lummosos hacia el esplendor nocturno tiñendo las estrellas de un 
color indefinido, algunas palomillas revolotean alrededor de la luna, tras beber 
de su néctar plateado se alejan perdIéndose entre los árboles. 

Al amanecer baja la marea, el sol Ilumina todo con un dorado toque de locura, 
los mños Juegan y buscan conchas de caracoles sobre la playa. El CIelo tiene un 
extraño toque azul sin que nadie sé de cuenta. Las gaviotas y los pelícanos 
vuelan al ras del mar sin percatarlo los peces; un mño grita a los otros, 
espantando a las aves cercanas, todos se arremolinan y en el centro queda un 
ser qwmérico que se arrastra len~ muy lentamente al mar, tiene la mIsma 
mirada tras sus oJos cerrados a la que tenia el cuerpo desnudo de la noche 
antenor. 

Los mños se miran entre sí con complicidad, y dejan al ser llegar y perderse en 
la mar. 

Dace! 2-3 Sept 97 
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RESUMEN 

La biorremedlaC¡Ón es un tratamiento que utiliza el metabolrsmo de microorgamsmos 

para degradar y transformar compuestos químIcos orgánicos en suelos contaminados. La 

restauración bIOlógica de suelos contaminados con hidrocarburos, utIlizando la 

blorremediac¡ón es una alternatIva para tratar este tipo de suelos. 

En el presente estudio se hizo una evaluación de la toxlcidad, biorremediación .Y la 

fitorremed¡ac¡ón de un suelo conta.rninado con d!esel, a través de parámetros fisico-

químicos y blOlógicos lo que incluyó la capacidad de retención de agua, textura del sueio, 

peso seco del suelo, tipo y concentración de contaminantes, respiracIón de microorganIsmos 

en el suelo, natural e inducida. Se hicieron estImaciones de la toxicidad en la genninación 

y pnmeros estadIOS de crecImiento en semillas de Zca mays y de Tngonella foenum 

graecum y de la toxIcidad en lombrices de tierra. Además se realIzó una prueba de 

biorremedJaclón en contenedores para obtener infonnación de su aplicación con 

condiciOnes simuladas Se realizaron también pruebas de fitorremediac¡ón utilizando la 

planta ¡Iydroco!y!e ranuncu!oides 

Los resultados del estudio toxicológico indican una inhibición en la gennmación de 

las semIllas de Tngonella foenum graecum, así corno un mayor efecto tóxico en el 

desarrollo de sus primeros estadios de crecimiento a los que presenta Zea mays. Por su parte 

las lombnces mostraron una alta senSIbilIdad a la contaminación, ya que no sobrevivIeron 

en ninguna de las concentracIOnes de diesel utilizadas. La biorremediac¡ón a escala, 

presentó la desaparición de las cadenas más cortas y una reduccIón en las demás cadenas. 

Los resultados de la fitorremediación mostraron en la concentración de contammaclón 

mas baja, la desaparición total del contaminante y una reduccIón en mayor proporción en 

las otras cadenas rnonitoreadas, comparadas con la prueba de blOrremediación La prueba 

de blOrremediación comparada con la fitorrernediación muestra que existe una mayor 

efectIvidad en la dtsipación del dlesel utilizando plantas Con esto se concluye que la 

fitorremed¡aClÓn es una alternativa vÍable para el tratamiento de suelos contaminados con 

hidrocarburos como el dlesel. 
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l. Introducción. 

E! suelo desempeña un papel de gran relevancia en los orgamsmos V]\,OS, ya que su 

composición físicoquírnlca detennina hábitats en el ecosistema terrestre Como el suelo 

es una mezcla de minerales, partículas orgánicas de diferentes tamaños y de 

composIcIón variada, puede influir de una manera detenninante en la di\ersidad de un 

ambIente dado Además, todo factor que tenga influencIa en las propiedades del suelo 

en mayor o menor grado tendrá también efecto en los organismos presentes en él, estos 

factores pueden ser propios del ambiente o producto de la intervención del hombre 

(Porta et al., 1994) 

Es lmportante conocer e! destino de los compuestos químIcos presentes sobre la 

superficie de la tierra a causa de su producción por el hombre, tal como lo es la 

explotaCIón de los hidrocarburos de petróleo. Debido al amplio número de lugares 

contammados por esta mdustria, se deben desarrollar estrategias de evaluación de daños 

y técnIcas de limpia y saneamIento para aplicar la más conveniente de acuerdo al npo 

de contamInación que se presente (Wise y Tr.ntolo, 1994) 

Para el caso de México es de gran relevancia conocer y desarrollar técmcas de 

limpia y evaluación de daños a causa de los hidrocarburos de petróleo, dado que uno de 

los soportes de la economía nacional es la produccIón y exportación de petróleo La 

constante extraccIón de hIdrocarburos incrementa las probabilidades de este tIpo de 

contaminacIón, lo que nos lleva a buscar vías para tratar sitIOS contaminados de 

forma mmediata después de un derrame y que implique el menor nesgo para el 

sitio. 

1.1. Contaminación 

La contaminación se define como el suministro de impurezas al ambiente y con esto 

la producción de un detenoro en la atmósfera, el agua y el suelo a través de dlversos 

químicos tóxicos y materiales de deshecho. El deterioro varía dependendlendo del tipo y 

de la concentracIón del contaminante (Shaheen, 1992). 

En este contexto, el depósito inapropiado y los derrames durante el transporte de 

los compuestos tóxicos orgániCOS e inorgánicos hacia el ambiente produce una amp]¡a 

contammaclón en el suelo, aguas subterráneas y el mar. Los efectos de estos 

materiales en los seres vivos pueden producirles daños y además de tener reperCUSIOnes 
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muy serias tanto ecológica como económicamente al modificar el ambiente (Bartha, 

1986) 

La atencIón hacia este tipo de contaminacIón se ha incrementado, y se ha 

imcIado el desarrollo e implementación de tecnologías de limpia y la evaluación de 

su Impacto sobre el ambIente 

Una de estas tecnologías es el tratamiento biológico de suelos contammados. Ésta 

se realiza mediante la transfonnac¡ón de compuestos químicos simples o complejos, 

haCIa otras fonuas no peligrosas (Melttng, 1992), por medio del metabolismo de 

poblaciones mlcrobranas. 

Esta transformación de contammantes va ligada al hecho de que se puede cambiar 

la fonua, fase o estado de óxido-redUCCIón de! contaminante (Mitchel, 1993), y puede 

ser compleja, temendo muchos cambios secuenciales para un determmado compuesto o 

una simple oxidaCIón, reducción o pérdida de un grupo funCIOnal de una molécula 

(Metting, 1992). 

1.2. Clasificación de contaminantes. 

1.2.1. Xenobióticos y biogénicos. 

Los compuestos xenobiótlcoS son por definición no naturales o hechos por el 

hombre, en tanto que los bJOgénicos son los que se presentan naturalmente en el ambIente. 

Los hidrocarburos caen dentro del primer térmmo dado que por el proceso de refinación y 

síntesis se altera su estructura o se produce uno de estructura que no existía antes. Además, 

son en los sitIOS donde se derraman, compuestos totalmente extraños, a diferencIa de los 

blOgénicos que están presentes independientemente de la acción del hombre (Metting, 

1992). 

Para tratar a este tipO de contaminantes, la biorremed¡ación está emergiendo como el 

tratamiento más efectIVO para suelos contammados con hidrocarburos, especIalmente 

cuando el contammante es un combustible medio desti lado como el diesel u otro como el 

combustible para aviones (Wise y Trantolo, 1994). 
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L3. Biodegradación. 

La biodegradaclón de moléculas complejas, Involucra por lo general los efectos 

mteractivos de una mezcla de poblaciones de microorganismos y descansa sobre la 

versatilidad metabólica de bacterias y hongos unicelulares. El término de biodegradaclón. 

se define como la transfonnaclón biológica de un químico orgámco a otra forma más 

sImple, sin tomar en cuenta qué tanto cambIO pudo sufrir la molécula en cuestIón Si la 

biodegradaclón de un compuesto orgámco tennina en moléculas inorgámcas se le llama 

mmeralización (Metting, 1992). 

lA, Biorremediacíón 

La biorrernedIaclón se define como un tratamIento que utiliza el metabolismo de 

microorganismos para degradar y transformar químicos orgánicos en suetos contaminados 

(Calabrese y Kostecki, 1992). El éxito en la sobrevivencia y proliferación de las bacterias 

en el suelo, como Ínóculo, es un factor Importante para promover el control bIológico de la 

contaminación, la solubilización de nutrimentos y así obtener la blOrremediación (Young 

el al., 1995) 

El manejo 

resultado de la 

de condiciOnes especificas para desarrollar la blOITernt:diación, es el 

explotaCIón del metabolismo mIcrobiano para catahzar reacciones 

químIcas. En general estos procesos no se presentan si el microorganismo no se beneficia 

de esto, lo cual Involucra la concentración final de los nIveles del contaminante que se 

pueden obtener del metabolismo y la acción benéfica de enzttnas no específicas. Ya que 

se puede llegar a un nivel del compuesto tan bajo. que ya no se tome como fuente de 

energía. Es decir, el mlcroorganismo aprovechará para su creClm¡ento al compuesto 

xenobIótÍcO, siempre y cuando éste se encuentre disponible en mayor cantidad a otros 

substratos ort,ránicos. Cuando el substrato orgánico natural es mayor al xenobiótico la 

degradación de este último no se realizará (Metlmg, \993). 

La blOrremediaclón es una elección apropiada para el tratamiento de muchos residuos 

peligrosos industriales y tóxicos, antes y después de su descarga al ambiente La 

blOrremediación es además, un proceso natural y final En este tratamiento, la tasa de 

blOdegradación natural debe ser acelerada y optimizada en un SItIO contammado con el fin 

de reducir la concentración del contaminante a un nivel tÓXICO menor o nulo, en un periodo 

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



tratamiento de biorremediac¡ón es llegar a la minerali7..aclón total del compuesto 

xenobiótico. La mmeralización en condicIOnes aeróbicas, resulta en la formación de 

biornasa adicIOnal para las bacterias, agua, bióxido de carbono y productos inorgánicos 

(Metting,1992) 

Algunos compuestos se reSisten a la biodegradaclón después de un penodo de tiempo 

dado, de acuerdo a la estructura de su molécula y de las condiciones ambientales, éstos 

reciben el nombre de persistentes. Los compuestos que a su vez resisten mherentemente a 

cualquier grado de blOdegradación se l1aman recalcitra..rltes. Pero actualmente, es impOSible 

probar que un componente dado sea verdaderamente recalcitrante bajo todas las 

condiciones del ambIente (W!se y Trantolo, 1994). 

En condIciones favorables los microorganismos catabolizan substratos complejos para 

proveerse de carbono y energía. El crecimiento microbIano está en función de la 

concentración del substrato y de su diversic.:,td Cuando el ambiente contiene mayores 

cantidades de compuestos no tóxicos de matenal fácilmente blOdegradable, se presenta 

una represión catabólica para los compuestos xenobióticos como los hidrocarburos, ya que 

la alta concentración de los primeros los hace más disponibles y no puede realizarse la 

degradación de xenobióticos. En clrcunstancias diferentes, donde todos los materiales 

fácIlmente blOdegradab!es se encuentran en menor dlsponibdidad, la represIón catabólica 

se supnme y sí se lleva a cabo la biodegradación de compuestos xenobióticos (Mettrng, 

1993). 

1.5. Hidrocarburos como xenobióticos. 

A través del tIempo, los hidrocarburos han entrado a la btOsfera sólo de fonna 

localizada, gradual, por filtros naturales y por la erosión El resultado de estas 

exposiciones esporádicas produjo la evolución de vías de biodegradación. Pero 

globalmente, los hidrocarburos en los últimos 20 SIglos han ejercido poca presión selectIva 

en toda la población microbiana por su escasa presenCia En los últimos años, las 

actiVIdades del hombre incrementaron radicalmente la eXpoS1CtÓn de hidrocarburos en 

la blOsfera, esto lo vuelve un problema toda vez que afectan al ambiente y no todos los 

microorganismos tlenen la capacldad de asim!larlos (Bartha, 1986). 

Con un control apropiado, los hidrocarburos son una fuente eficiente de energía, 

conveniente y muy útil Pero fuera de control, se produce la contaminación en el SItiO del 
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derrame, y esto forma en un inicIo capas de petróleo que se extienden rápidamente en 

cuestión de mmutos. Esta situación provoca que el crecllniento de la Industria dei petróleo 

por el país y todo el mundo, sea paralela a la creación de sistemas de segundad 

Incremententando precauciOnes y la vigilancia contra cualqUier pOSibIlidad de 

contamInación y daño al ambIente (Shaheen, 1992) 
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n. Antecedentes 

1I.1 Contaminación por hidrocarburos de petróleo 

Desde 1946, la contammaclón por petróleo y su blOdegradación ha estado sujeta 

a investigación cuando Zobell micié el trabajo concentrándose en el medio marino. 

Desde entonces, el campo se ha expandido hacia el ártiCO, aguas dulces y el medio 

terrestre (Wlse y Trantolo, 1994) 

Como contaminante, los hidrocarburos ocupan una posición mtermedia entre 

altamente biodegradables, biogémcos y altamente recalcitrantes. Tienen un origen 

biogénico, pero por procesos geoquímicos y después por refinamiento se alteran de una 

forma importante (Bartha, 1986). La fracción biodegradable se puede transformar por 

medio de mlcroorgamismos a una forma estabilizada. Mientras la fracción recalcItrante 

tiene una alta resistencia a la biodegradación, la fracción persistente puede baJo una serie 

de condiciones específicas de acuerdo al compuesto de que se trate, sufrir la 

biodegradación (Wise y Trantolo, 1994) 

Tanto en la tierra como en el mar, el mvel de descargas (afluentes, derrames 

urbanos, operacIOnes de lImpieza, etc.) representa probablemente más del 90% de la 

contaminaCión total de hidrocarburos antropogénicos (Bartha, 1986) Los suelos en 

particular, pueden recibir hidrocarburos como el petróleo crudo en Jugares adyacentes a 

pozos petroleros o bien por fugas en los conductos. En tales lugares contaminados los 

vegetales son afectados drásticamente y la agncultura puede llegar a ser imposible 

(Joergensen el al .. 1995) 

En el suelo los hidrocarburos están sujetos a una ráptda infiltración vertical y, a 

menos que esto se prevenga por un clIma frío o por saturaclón de agua, la evaporación y 

la fotodegradaclón de hidrocarburos en la tierra es muy baJO, sólo cantidades del 1-2% 

del derrame (Bartha, 1986). 

Aunque la fotodegradación de los hidrocarburos es muy baja y los combustlbles 

derivados del petróleo crudo son tóxicos para muchos organismos, éstos son aprovechables 

fácilmente como sustrato para algunos grupos de organismos. En particular, bactenas y 

hongos SI eXisten condiCIones favorables. Las poblaCIOnes mlcrobianas responden a la 

adiclón, en el suelo, ele parafina, petróleo, productos del petróleo y otros hidrocarburos 

alifáticos, provocando que estos substratos vertidos en el suelo desaparezcan Estas 

transformaciones tienen una gran importancia en el ciclo terrestre del carbono ya que las 
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ceras y otros constituyentes del tejido vegetal contienen hidrocarburos ahfáticos Se ha 

calculado que aproximadamente el O 02% de los tejidos vegetales pueden considerarse 

como hidrocarburos o compuestos semejantes a hIdrocarburos en su estructura (Alexander, 

1980). 

Los suelos se pueden utilizar para almacenar los deshechos de petróleo, siendo 

este método de depósito y aislamiento una fOnTIa efectiva para prevenir un daño 

mayor al ambiente Pero es más apropiado manipular el SItiO mismo, sin trasladar el 

suelo contammado a otro lugar y favorecer el crecimiento de cepas bacterianas 

específicas, facilitando la degradaCIón para obtener una disminución de la contaminación 

actual y potencial de los hldmcarhuros (Joergensen el al , 1995). 

Los combustibles del petróleo derramados en el suelo, pueden contener productos naturales 

no modIficados además de los sintetizados por el hombre. Así que su susceptibtlldad para 

la blOdegradación está, en particular, deterrnmada 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 metabo]¡smo microbiano. Además, es convenIente 

que la fuente de microorgamismos para la biodegradación del petróleo se localrce en el 

lugar de descarga o derrame. También lo es, detemunar SI las condiciones que eXIsten en 

el ambIente de un SitIO pueden modificarse, a fin de acelerar la biodegradación de 

productos del petróleo recalcitrantes o persistentes, por medio de cepas particulares 

(Wise y Trantolo, 1994). 

Muchas de las tecnologías de biorremedlación tienen sus bases en el conocimiento 

de la biodegradaclón de hidrocarburos aj¡fáticos. Esta transfonnación, involucra la 

actiVidad de monooxigenasas y la diVisión de las cadenas por beta-oxidación. Esto 

sigmfica que, la presenCIa de oxígeno es muy Importante para una biodegradaClón 

efectiva, aunque esto no qUIere deCir que no se lleve a cabo en ausenCia de oxigeno. La 

alternativa de bwremediación es utilizar la ventilación del suelo para promover la 

blOrremediación m SlfU, ésta es una alternativa prometedora (Wise y Trantolo, 1994) 

Al utilizar la ',:ent¡]aclón, para obtener una más rápida degradación del hidrocarburo, 

es necesario evaluar la actiVidad bacteriana. Esto se logra al determinando el nivel de 

destruCCIón del contammante efectuado por las poblaCIOnes microbianas, el cual es un 

cambio asociado a la "Jplicaclón" de blOrremed,ación In s¡tu (Hickey, 1995 [a]) y/o el 

monitorear la tasa de consumo de oxígeno o producción de bióxido de carbono 
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(Hickey, 1995 [b]) para, SI es necesano, aumentar la población de microorganismos por 

mediO de inóculos 

La medIción de la producción de bióxido de carbono de los mIcroorganismos 

(respiración del suelo), se ha utrlIzado durante muchos años como un indIcador de 

actIvIdad microbIana o para detenninar la blOdegradación y grado de mIneralización de 

un compuesto orgánico De hecho, la evolución de CO2 se utlliza como una técnica 

estándar para evaluar la biodegradación y grado de mineralIzación de compuestos 

orgánicos del suelo (Sharabi y Bartha, 1993). Ya que la bIomasa mIcrobIana del suelo y 

las proporciones de carbono orgánico-blOmasa de carbono, responden t1kilmente a 

efectos de perturbaCIOnes y estos son md!cadores efectivos sobre e! detenoro de la 

calidad del süelo (\Vardle y Gham, 1995). 

11.2.1 Estudios de eco toxicidad. 

Las plantas juegan dentro de las cadenas tróficas un papel fundamental Como 

productores pnmarios de biomasa, como hábitat para otras especies, etc Su valor desde 

el punto de VIsta humano, se incrementa apreciablemente como un medio de contrapeso a 

pwcesos de industrializacIón. Ya que, se les utiliza por ios efectos que sufren a causa de la 

generación de residuos para evaluar y controlar la contaminación. Estos procesos incluyen 

la quema de combustible fÓSIl, prodUCCIón de aguas c1oacales, sólidos inorgámcos, 

orgánicos y afluentes (Cunningham y Ow, 1996). 

11.2.2. Fitotoxicidad 

Las pruebas de fitotoxicidad uttlizan a las plantas como mdlcadorao; de los efectos 

del contammante en el ambiente y proveen puntos de referencia útiles para otras pruebas 

microbianas Es importante y práctico conocer el tiempo en que un tratamiento de 

biorremediación reduce la contarnmación, y una planta puede establecerse en el área que 

fue o está SIendo sujeta a biorremediación Ya que ésta estabiliza el área que cubre, evíta 

vientos, polvaredas, problemas de erosión y de pérdida y recuperación de agua, aSImismo 

es estéticamente agradable (Wise y Trantolo, 1994) 

Las plantas para establecerse desarrollan diferentes métodos de dIspersión para sus 

semillas, estas deben de tener condlciones adecuadas de humedad, temperatura y luz para 
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poder genninaí. La germmación de semillas se utiliza en blOensayos de toxIcidad para tener 

un criterio y estimar el Impacto de hIdrocarburos de petróleo en el suelo (Salamtro ef uf, 

1997) 

Existen dos ttpos de pruebas: la de toxicidad aguda y la de toxicidad crónica, 

Las pruebas de toxicidad aguda son el mejor medio para conducIr a una rápida 

evaluación prelImmar de dIstnbución y extensión de las condiciones tóxIcas en un SltlO 

Sin embargo, éstas no se consideran mdicadoras adecuadas del efecto potencia! del 

contammante en estadios de VIda críticos o de respuestas a exposiciones por un ampho 

periodo de tiempo al contaminante. Las pruebas de toxicidad crónica generalmente son más 

sensibles quc las de toxicidad aguda y pueden ser usadas para predecir el . no efecto' o 

niveles "seguros' de contaminación. Por otra parte, las pruebas crónicas proveen un mejor 

índice de campo en cuanto a la respuesta de una población o con una mayor aproximación 

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

En el caso de las plantas acuáticas representadas por las especies macrófitas, su 

relevancia es por la producción de oxígeno, su papel en el ciclo de nutnmentos, control 

de calIdad del agua y estabilización de sedimentos. Además, proveen hábitat y refugio 

para la vida acuática. Las plantas acuátlcas se han utilizado frecuentemente para la 

remoción de sólidos suspendidos, nutnmentos, metales pesados, tóxicos orgámcos y 

bacterias ácidas del drenaje. En contraste no han sido utilizadas comúnmente como 

espeCIes de prueba, en diseños de toxiCldad al evaluar la peligrOSIdad de un contammante 

potenCIaL A pesar de que los datos de fitotoxlcidad están considerados en el desarrollo de 

criterios para proteger la calidad del agua y para proteger la vida acuátIca (Le",s, 1995) 

11.2.3. Toxicidad por hidrocarburos 

Los hidrocarburos contaminantes en el suelo generalmente producen efectos 

negativos en las comumdades de plantas El modo en que los hidrocarburos actúan sobre 

las plantas es complejo. La toxiCIdad es por contacto directo y por efectos indirectos 

mediados por la mteracción de los hidrocarburos contaminantes con los componentes 

bióticos y ablóticos del suelo. 

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

por el consumo de éstos por microorganismos, lo que provoca una pnvación de oxígeno 
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para la raíz de la planta ya que se utillza para oxidar al hidrocarburo. Además, a causa de 

la degradación de petróleo por microorganismos, éstos también compiten con las 

plantas por [os nutnmentos minerales. 

La toxicidad por contacto directo se produce por el efecto solvente de los 

hidrocarburos de bajo punto de ebullición 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' 

monoaromátlcos>olefinas>naftalenos>parafinas 

Los hidrocarburos afectan también a la estructlrra físIca del süelo, dismmuyen su 

capacidad para almacenar hmnedad y aire. Los imennediarios metabólicos de la 

degradación de hidrocarburos en el suelo pueden incrementar temporalmente la 

toxicidad de estos contaminantes. Estos procuctos de su degradación incompleta, incluyen 

ácidos fáticos, fenólicos y materiales terpenoides, todos éstos tIenen propiedades 

fitotóxlCas. El efecto de este tipo de contaminantes sobre la planta depende mucho de su 

fonna (aromático, cíclIco o ahfático) lo que Implica la rapidez o la lentitud para degradarlo 

además, también influye la cantidad de hidrocarburos presentes, el tipo de suelo y el tIpO 

de plantas presentes en el sitio de la contaminación (Wise y Trantolo.1994). 

II.3, Rizósfera 

El ciclo de Vida de una planta tiene efectos profundos en los procesos químicos, 

físicos y bIOlógicos que se presentan en la vecmdad mmediata donde ésta se encuentra Las 

plantas alteran profundamente el suelo que tIenen alrededor, al adquirir agua, 

nutrímentos y al fenecer. Las raíces en particular, trenen un papel relevante en el área de 

suelo que ocupan (Cunningham y Ow,1996). 

Una gran van edad de organismos son capaces de existir por la influencia de las 

comunidades vegetales, en niveles intermedIOs de perturbación o estrés. Las raÍCes son 

un medio de absorción de los nutrimentos yagua presentes en el suelo, tienen la funCión 

de sostén para la planta; presentan. además, una gran influencia para modificar de forma 

muy importante el área donde están A esta área se le conoce corno la rizósfera. La rizósfera 

es el volumen de suelo mfluenclado por las raíces de las plantas y sus comunidades 
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microbianas asociadas (Metting, 1993). La nzósfera es un ejemplo de hábitat natura!, 

donde los exudados estimulan la produccIón microbiana (Cnstensen el al., 1995) 

En 1904 Hiltner estudló la pérdida de componentes de nItrógeno en los nódulos 

de leguminosas y fue el primero en mencionar el término de rizosfera La nzósfera 

puede dIvidirse en· la endorrizosfera, que son las capas celulares de la raíz misma; el 

nzoplano, que comprende la superficie del sistema de la raíz y la ectorrizosfera, que 

es el área alrededor de la raíz. Los mlcroorgamsmos interactúan con el componente 

fiSlCO del ambiente de las raíces, y el resultado altera la naturaleza fisica del suelo 

Además, tiene entrada y sahda de energia y biomasa (Lynch, 1990) 

la fonna como las raíces ejercen su influencia en el suelo y en los microorganismos 

se da por su forma de crecImiento Al crecer, el ápIce de la raíz surge de un grupo de 

células que forma parte del menstemo medio de la raíz o está separado de él El ápice 

de la raíz produce mucílago (Salisbury y Ross, 1992). 

El mucílago va quedando en la parte posterior de la parte aplca1 de la raíz y a su 

alrededor, conforme ésta crece En ese sitio, el mucílago desarrolla un papel central en' la 

adhesión de partículas del suelo, sobre los mIcroorganismos y actúa como una fuente 

nutritiva para estos últimos, Estos exudados, que sirven como substrato, tienen ia 

tendencia a estimular la biornasa mIcrobiana y fúng¡ca en sus raíces, con las que forma 

asocIaciones (Cnstensen et al., 1995), De esta forma las raíces afectan las propIedades 

de su propIO ambiente, alteran el pH, la composIción del suelo, aire y activldad 

microbiana dando como resultado un mIcroambiente muy diferente en la rizósfera, 

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

Las razones para utilizar el ambiente de la rizólsfera para la degradación de hidrocarburos 

son las SIguientes 

*Muchas plantas consumen 0 1 del suelo y liberan COz, sm embargo, las plantas 

con un aerénqulma bien desarrollado liberan O2 de su raíz dentro de la rizosfera y 

actúa como aceptor de electrones facilitando con su presencia la utilización de los 

hIdrocarburos como fuente de carbono por las bacterias 

"'La absorcIón de agua y nutrlmentos por la raíz crea gradientes de potencIal de 

agua y produce concentracIOnes de nutrimentos en la superficie de la raíz. Lo cual 

ayuda a sostener la población bacteriana 
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*Con el fin de mantener un balance de cargas dentro de la planta y el pH del 

ambIente, se intercambIa una proporción de catIOnes (e) y aniones (A) con mfluencIa de 

la raíz, para esto se excretan hacia la nzosfera protones, iones de calcio (Ca 2+) o IOnes 

nitrato (No-l¡. 

11 Si se produce una entrada de C>A, se excretan protones y el pH de la nzosfera 

decrece 

11 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 raíces de muchas espeCIes de plantas desarroIlan asociaciones con bacterias 

(nódulos) y/u hongos (micorrizas). Aunque los hongos no se abordan en el presente 

trabajo, algunas especies de estos pueden degradar tambIén compuestos orgámcos como los 

hidrocarburos. 

*Las sustancIas orgánicas liberadas de las raíces (exudados), además de estimular 

el crecimIento de microorganismos, también pueden afectar directamente la entrada por 

las raíces de nutrimentos entre otros, hierro y manganeso (Wild, 1993). 

Para la proliferación y sobrevlvencla de los microorganismos en la nzósfer~ la 

dispoOlbilidad de carbono ha llegado a ser una limltante (Cheng el al., 1996). Por 

esto, la contaminacIón con hidrocarburos se puede aprovechar para utilIzarlos como 

fuente importante de carbono en un momento determinado a causa de un derrame y 

reducIr o desaparecer la presencia de hIdrocarburos en el ambiente. 

Muchos de los efectos secundarios por la contaminación sobre las poblaciónes del 

suelo en general, se presentan también sobre los microorganismos de la fÍzósfera Estos 

son capaces de modlflcar los efectos que tlenen los de contaminantes xenobtóticos sobre 

las plantas. Los procesos de la rizósfera juegan un papel importante en la evolución de 

contaminantes ambientales. Además de su utilIdad en la transformación de 

compuestos orgámcos y bioacumulación de metales en las plantas, también tornan y 

transfonnan compuestos orgánicos, corno materiales halogenados e hidrocarburos 

polieielrcos aromáticos (HPA) (Lyneh, 1990) 

Otros factores que mfluyen en la concentración y disponibilidad del contaminante 

orgánico por parte de las raíces es el movImiento de éste en el suelo, lo cual depende de 
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la solubIlidad relativa del químico en el agua, la presión de vapor, el tamaño 

molecular, la carga y la presencIa de otros químicos orgánicos. Las propiedades del suelo 

para absorber y secuestrar compuestos orgánicos, se aSOCIan dIrectamente con la materia 

orgánica contenida en el suelo, el tipo y la cantIdad de arcilla presente, la estructura 

del suelo, el pH, así como la edad del derrame y el fl ujo de agua (Cunnmgham y 

Ow, 1996). 

En el área de la rizósfera, los microorgamsmos desempeñan un papel más útil en 

la descomposíclón de muchos contaminantes orgánicos. La investigación en remediación, 

aunque originalmente centrada sobre la activIdad microbiana, ha proVIsto una apreciación 

adicionai de la capacídad degradativa de las plantas. Ya que el aislamIento de enzImas en 

sedImentos que tienen potencial de degradación del tnnitrotolueno, condujo a descubrir 

que su origen estaba en la planta (Cunningham y Ow, 1996) 

HA. Toxicidad en lombrices. 

Otros organismos aparte de las plantas que se utilizan como indicadores para la 

contamInación, se encuentran en el Orden Oligochaeta. En este Orden se localiza la clase 

lumbricidae al cual pertenecen las lombrices de tierra. Las lombrices desempeñan una 

actividad esencIal en la aireación y estructuración de los suelos, contnbuyen de 

manera importante a la fertilidad de éstos al transformar restos orgánicos (hojas 

muertas, heces de animales, etc.) en compuestos completamente asimilables por la 

planta. El número de lombnces varía considerablemente según el dima, la fauna del 

suelo y/o el tipo de vegetación, Los lumbríc¡dos aceleran la descomposicIón de la 

materia orgámca por lo cual desempeñan un papel muy importante en la dinámica de 

la ecología del suelo facilitando el crecimIento vegetaL 

Aunque la porosidad del suelo no aumenta necesariamente con la acción de estos 

animales, especIalmente si ya es elevada desde un princlplo, la capacidad de 

infiltración y de retención de agua del suelo si aumentan considerablemente 

La destrucción de lumbrícidos provoca la acumulación de materia orgánIca 

escasamente descompuesta en la superfiCIe del suelo, un descenso rápido en la capaCidad de 

giltración del agua y una mengua de la calidad estructural de los suelos El estudio de la 

biología de los oligoquetos proporciona infonnación muy valiosa, ya que su presencia 

indica la fertilIdad del medio y permite deducir las características de! funcionamiento 
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ecológiCO de los suelos Se obtiene además, infonnaclón que se refiere al grado de 

contarnmación del medto terrestre por microcontaminantes orgánicos, como compuestos 

organoclorados y metales pesados (Moody el al., 1995) 

En ecosistemas tropicales las lombrices de tIerra ingieren una gran cantidad de 

suelo mineral, materia orgámca del suelo, residuos de la superficie y producen 

residuos que depositan baJo el suelo y sobre la superfiCIe. El desarrollo del perfil del 

suelo puede ser influenciado por las lombrices de tierra, así como de las capas 

superficiales del mIsmo La comparacIón entre el suelo que ha pasado a través del tracto 

digestIVo de la lombriz y el suelo que no lo hace, indica que el pasaJe a través del 

mtesttno de la lombriz da por resultado un incremento en el contenido de bacterias. Esto 

aumenta la respiración microbIana, la nitrificación y la denitrificación. También puede 

tener un mayor contenido en residuos orgámcos que el resto del suelo, lo que indica que 

la actividad microbiana es estimulada por su paso en el intestino (Damel y Anderson, 

1992) De esta manera las lombnces de tierra tienen influencIa sobre ¡os procesos 

blOgeoquimicos en el suelo (Bohlen el al, 1995). 

El efecto que tienen las lombrices sobre la calidad del suelo ha incrementado el 

interés para el desarrollo de blOindicadores fácllmente medibIes que sean sensitivos a 

perturbaCiOnes (Wardle el al., 1996) En la investigación sobre la contaminación del 

suelo, las lombnces se propusieron como "Grganismos monitores" para muchos 

contaminantes por su importancia en la función del suelo y por su alta biomasa (Black y 

Susser, 1992). Una de las pruebas uti!tzadas es la LC50 diseñada por la OrganizaCIón para 

la cooperación económica y el desarrollo (OECD por sus siglas en ingles), para evaluar la 

tOXIcidad de productos químicos 

Estas pruebas tienden a prodUCir un resultado más consistente y reproduclble que 

las pruebas de campo por el conOCllTIlento del número utilizado de lombrices de una 

sola especie y la concentración conocida del contaminante. Sin embargo, tales ensayos 

de laboratono se han aplicado a un amplio Intervalo de tipos de suelo con una gran 

diferencia de capacidad de adsorción para químicos. Así que la LCSO dIfiere 

considerablemente en los experimentos (Clive y Bater, 1992). A pesar de esto, las lombrices 

pueden usarse como un indicador para predeCIr el efecto de químicos sobre otros 

invertebrados en un suelo partIcular. 
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1I.5. Ventajas y desventajas de utilizar la biorremediación en el tratamiento de 

suelos contaminados 

Para el éxito de un tratamiento de blOrremediaclón, el peso de la degradación del 

contammante debe caer sobre la capacidad microbiológica propia del suelo Además, se 

debe favorecer un creclOuento apropiado de microorganismos en el· ambiente y, para 

esto, contar con un diseño apropiado que proporcione las condIciones óptimas de aireaCIón 

y nutrimentos principalmente. 

La mayor ventaja es que es un proceso natural La biorremed13óón es 

teóncamente útIl para la destruccrón completa de una amplía variedad de 

contammantes. En la práctica, al llegar el contaminante a un nivel más bajo que otros 

compuestos orgánICOS más fácilmente asnniJables como fuente de carbono, los 

microorganismos dejan de consumir a los hidrocarburos. 

Los métodos In si/u ofrecen el potencial para remediar suelo contaminado Sin 

excavar y pueden ser implantados en la profundidad de éste y a su alrededor, aún 

existiendo construcciones, tuberías y superficies pavimentadas, lo que facilita la hmpla 

de derrames en gasolineras y/o depósitos. Evitando así la migración de estos contaminantes 

Aunque la biorremediación trene una gran ImportanCJa y ventajas distintivas para 

el tratamiento de suelo contaminado, presenta desventajas substanciales. La principal, es 

que después de utilizar los microorganismos un hidrocarburo en particular, se vuelven muy 

específicos y no utilizan otro. 

Los casos en que la contaminación es reciente tal como se presenta 

mmediatamente después de un derrame, exíste la gran oportumdad para capacitar 

microorganismos que estarán ausentes o muy redUCIdos en su número, es decir, tomar a 

éstos y acoplarlos a hidrocarburos semejantes a los del derrame y prodUCir móculos para 

incorporarlos al suelo contaminado (Metting, 1992). 

En otros casoS se presentarán microorganismos con capacidad de degradación, pero 

en un bajo número para efectuar una limpia exitosa en un corto periodo de tiempo o 

simplemente las condiciones son desfavorables para su actividad y proliferación 
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Regularmente no todos los componentes xenob¡ótlcos son susceptibles a una 

biodegradaclón rápida y completa. Se requiere conjuntar diversos factores para Su éxito, 

incluyendo la presencia de poblacIOnes mIcrobianas metabólicamente capaces de 

degradar al contaminante, condicIOnes favorables en el ambiente para su crecimiento 

como la composición y las propiedades del suelo además de concentraciones favorables 

de substrato y nutrimentos (Metting, 1992). 

son: 

U,6, La química de la biodegradación 

II.6.1. Procesos de biodegradación para hidrocarburos aiifáticos y aromáticos 

Los criterios que deben presentarse para satisfacer una biodegradación efectiva 

1.- La presencia de microorganismos o consorCIOS microbIanos capaces de realizar 

la biodegradac1ón 

2 . Disponibi!tdad del contaminante de mterés para los mIcroorganismos 

3.- Proveer de un medio favorable para los mIcroorganismos 

Los atributos de los hIdrocarburos alifátlCos a tomar en cuenta para su degradacIón 

incluyen 

1 - Las cadenas largas de n-aleanos son transformadas más lento que las cortas. 

:2 - Debido a que son hidrocarburos saturados son más fácIlmente degradados que 

sus análogos no saturados. 

3.- El grado de ramificacIón está inversamente relacionado a la tasa de 

degradación. 

4· Los hIdrocarburos alifáticos recalcitrantes son comúnmente compuestos 

altamente metllados. 

5 - Los hídrocarburos cíclicos son degradados sIb'lliendo una oxidaCIón inicial del 

anillo degradándolo por la misma vía utihzada para los hidrocarburos allfáticos. 

n.6.2. Degradación de hidrocarburos alifáticos 

La oxidaCión es un proceso medIante el cual los microorganismos degradan los 

hIdrocarburos a través de una sene de etapas (Alexander, 1980) que como resultado 

producen alcohol, aldehído y tinalmente un ácido graso 
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REACCIÓN 1 

CH,(CH,)nCH,CH,CH, + O, -> CH,(CH,)nCH,CH,CH,OH 

-> CH,(CH,)nCH,CH,oH -> CH,(CH,)nCH,CH2COOH 

Esto se lleva. a cabo bajo la presencia de oxígeno. El áCido graso se 

descompone por beta-oxidaclón, donde se ehmman dos carbonos de la cadena 

tenninal y se transfonna en áCIdo acético 

REACCIóN 2 

CH,(CH,)n CH,CH,COOH --7 CH,(CH,)nCOCH,COOH-> 

CH3(CH,)n COOH + CH,COOH 

De este modo se degrada el áCIdo acético para producir carbono y energía, el 

ácido graso restante ahora con dos carbonos menos, sufre repetidas veces una etapa 

simIlar degradativa al de la reacción uno y es fragmentado para su uso en la célula 

Muy raramente tos productos intermedios de la degradacIón llegan a tener 

concentraciones altas, excepto en organismos que presentan cometabolisrno_ Éstos 

fragmentan las cadenas sin llegar a utilízarlas como fuente de carbono, dando lugar a 

cadenas más cortas, pero a una mayor concentración de metabolitos que pueden resultar 

tóxicos para las bactenas mismas (AIexander, 1994). 

U.6.3. Degradación de hidrocarburos aromáticos 

La ruptura de anillos aromáticos involucra monooxigenasas y dlOxigenasas Las 

bactenas relacIOnadas con la descomposíción de estos compuestos presentan una 

dlstnbución amplia y además utilizan una diversidad enorme de sustancias orgámcas 

Todos los hidrocarburos aromáticos presentes naturalmente en el ambiente y varios de 

los que se sintetizan en laboratorio pueden ser metabolizados por microorganismos 

La degradación de hidrocarburos aromáticos se puede clasificar con base en los 

compuestos intennedios comunes, los cuales se metabollzan SIgUiendo procesos 
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esencialmente semejantes. Los lntermedmnos más comunes son el catecoi, el ácido 

protocatéquico y en menor grado el áCido gentisínico. 

La primera fase es la modificación o elimmación de sus sustituyentes en el 

anillo bencénico y la mtroducc'ón de grupos hidroxilo (OH). 

Los grupos metilo son convertIdos a grupos carboxdo antes de la ruptura del 

anillo, esta reaCCIón se realiza gradualmente (aunque a veces el metilo no es elirnmado 

antes de que el amllo sea abierto J 

REACCION3 

RCH) --> RCH,oH --> RCHO --> RCOOH 

El carboxilo no siempre es elIminado antes de la ruptura del anillo 

El metoxilo es reemplazado por un hidroxilo (OH) y da lugar a fonmaldehido. 

REACCIÓN 4 

ROCH, + y, O, --> ROH + HCHO 

Las cadenas ahfátlcas largas son acortadas para prodUCIr un residuo con dos 

átomos de carbono menos, esto ocurre generalmente por beta-oxidación 

REACCIÓN 5 

R(CH,J 9COOH --> RCHOOH 

Los tres intennedianos centrales son degradados por cinco vías metabólicas muy 

semejantes. Los cinco productos de esta fase (ácido succínico, fumárico, pirúvico, 

acético y el acetaldehido), son fácilmente util1zados por la célula. 
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III. Objetivo. 

Ill.1 ObJetIvo general 

Analizar la toxicidad, biorremediaclón y fito-biorremedIación de un suelo 

contaminado manualmente con hidrocarburos (diese!) 

Objetivos partIculares 

a) Determinar el comportamiento del contammante en un suelo sm agregar 

mícroorgamsmos. 

b) Estlmar el efecto de la contaminación de! suelo por diese! en sobre la 

germinación y primeros estadios de crecimiento de maíz y alholva 

e) Describir el efecto del suelo contaminado sobre los organismos invertebrados 

(lombrices) 

d) Evaluar la sobrevivencia y crecnnÍento en suelo contaminado de H. 

ranunculoldes, así corno la influencia de las raíces de la mIsma en la concentración de 

diese! en el suelo. 
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IV. Materiales y métodos 

IV.1. Preparación del suelo y obtención de parámetros 

El suelo se colectó en marzo de 1997 de una profundidad de O a 15 cm, 

perteneciente a las Instalaciones del edificio "E" de la Facultad de Química Se secó a 

temperatura ambiente y se tamizó a un tamaño de grano de 2mm. Se colectaron 60 kg Y se 

guardaron en un recipiente de plástico (de un volumen aproximado de 80 kg) a 4'C 

de temperatura. Este suelo se utilizó para todos los experimentos 

La razón de utiltzar este suelo fue para observar el efecto de un contaminante 

conocido utilizando concentraCIOnes controladas Se aplicaron vanos mtervalos de 

contaminación (5 000 partes por millón [ppm], lO 000 ppm, 15000 ppm, 20 000 ppm 

además de un control de suelo sin contaminar) 

Se obtuvIeron los parámetros edáficos En pnmer lugar se determmó el tamaño de 

partículas del suelo Para el estudio de blorremed¡ación, se obtuvo semanalmente la pérdida 

de peso por humedad del suelo, la pérdIda por IgnICiÓn, el pH y la respiracIón bacteriana 

natural e inducida del suelo Además, de la cuantificación de hidrocarburos (utilizando el 

eqUipo soxhlet para extraerlos y cromatografía de gases para cuantificarlos), esto último 

se realizó también para el estudIo con la rizósfera 

IV.1.2. Parámetros físicos 

IV.L2.1. Determinación del tamaño de partículas 

En caso de que el suelo presentara un contemdo orgánico del 5% o menor, el 

método no requiere un tratamiento prelJm¡nar SI tuvIera de un 5% a 15% de matena 

orgánica se necesitara realIzar un trataITIlento previo con peróxido de hidrógeno para 

su oxidación. Este método no puede aphcarse a muestras con un contenido orgánico 

más ,b'Tande del 15% Este tratamiento se realIzó porque la materia orgánIca puede 

interferir en la dIsociación de las partículas, y ongInar errores en los resultados de 

la detennmación del tamaño de partículas 

Procedimiento: Se mezctaron lag de suelo seco con 25ml de una solución de 

Na4P20, x 10 H20 (O.lmoIIL) y se dejaron reposar por 8 h, después, se le 

adicionaron 200 mi de agua destilada y se agitó la solución por 6 h, procediendo a 

tamizar (tamiz de 63)...t) agregando agua destilada. No es necesario adicionar más de 
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200 mi de agua. Se obtuvo la cantidad de la fraccIón retenida utilizando la 

detenninaclón de masa seca La solución con partículas más pequeñas a 63~l de! 

análiSIS de sedimentación se tomó y se transfirio a una probeta de 1000 mi Después de 

homogeneizar la solución, se coloca a temperatura constante (20°C) A los intervalos de 

tiempo mostrados se removieron 20 mi de la suspenCión a una profundidad de 10 cm 

de la superficie Se utilizó la masa seca de estas muestras de 20 mI, para calcular el 

tamaño de las diferentes fracciones. 

El intervalo de tiempo a que se remueven es: 

63¡.t-20¡.t 

20¡.t 10" 

6¡.t-2 ¡.t 

<2¡.t 

29 seg 

4mm 

18mm 

51 mm 

lh 40 mm 

IV.1.2.3. Pérdida de peso por humedad higroscópica. 

Se colocaron 10 g de suelo en crisoles a peso constante. Esto se hizo colocando los 

crisoles en la estufa a 105° e por 24 h Y se dejaron enfnar en un desecador Posteriormente 

se les adicIono el suelo y se colocaron en la estufa a losee por 24 h Y se pesaron en una 

balanza analítica 

%PS~ cpse -pe)! 00 

PSH 

Donde. 

PS~Peso seco 

pse~Peso seco del crisoL 

PC=Peso del crisol iniciaL 

PSH~Peso húmedo del suelo 

IV.1.4. Pérdida de peso por ignición. 

Se pesaron 10 g de suelo en crisoles a peso constante y postenormente se 

colocaron en la mufla a 550° e por 8 h, el suelo adquiere un color rojizo. Después se 

colocaron en un desecador para enfnarse y se obtuvo su peso por medio de una 

balanza anal ítIca 

?' -, 



%MO~ (PSC -Pe) l 00 

PSH 

Donde. 

MO=Matena orgánica 

PSC~ Peso seco del cnsol 

PC= Peso del crIsol inicial 

PSH Peso húmedo del suelo. 

IV.1.5. pR. Rel.ción 1:25 

Se colocaron 10 g de suelo dentro de vasos de preCIpitado, se les adiclOnó 25 mI 

de una solución de CaCl2 a 0.01 M Y se les mezcló pOí dos hmas. Posteriormente se 

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

IV.1.6. Capacidad Máxima de Retención de Agua. 

Se colocó un embudo de porcelana de 17 cm de dIámetro dentro de un vaso de 

precipitado. En el embudo se colocó una hoja de papel de alumimo y entonces se llenó de 

arena, se saturó con agua y se colocó enCima una tela mojada. Entonces, sobre el 

embudo con arena se preparo un cilindro de 4 cm de diámetro, y se le cerró de un 

lado con tela de poliéster, se le introdujeron 400 g de suelo y se cerró con parafilm 

Después se colocó en un baño de agua que llegó hasta 1 cm por debajo del mvel 

de la superficie del suelo colocado dentro del cdindro y se esperó una hora. 

Posterionnente se colocó el cilindro sobre el embudo preparado anteriormente y se 

esperó. Finalmente, se peso el clhndro nuevamente. 

l OO-%PS~%CASS 

(PFSH-PC·PMS)IOO!PMS~%CAC 

(CASS+CAC)!PS~g H,O I g PS 

Donde· 

PS~ Peso seco. 

CASS~Contenido de agua del suelo seco. 

CAC~ontenido de agua de 

PFSH~Peso final del suelo húmedo 

PC~Peso del cilindro. 

PMS~Peso de la muestra del suelo. 
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Parámetros Químicos 

IV.1.7. Extracción de hidrocarburos por Soxhlet 

Se utilizaron 10g de suelo el cual se mezcló con la misma cantidad de Na2S04 

(para evitar la humedad) en un tubo de extracCIón de celulosa. El tubo se mtroduJo 

dentro de un extractor Soxhlet de 50 mi y se adicionaron 50 mi de CH,CI, El 

extractor Soxhlet se conectó a un refrigerante con una temperatura de 3°C El 

procedimiento de extraccIón finalIzó después de 24 h, Las sustancias polares fueron 

removidas del extracto, por adsorción utilizando Ah03 (8 g) El extracto se concentró 

con un rotavapor y fue aforado a 25 mI 

IV.l.8. Análisis de Hidrocarburos por Cromatografía de Gases 

Se obtuvo la concentración de hidrocarburos por medio de la alteracIón del 

espectro del contarnmante, debido a su degradación por la aCtlvIdad rmcroblana, la 

cual metabolizó los hidrocarburos. Se utilizó un cromatógrafo de gases con un 

detector de ionización de flama (GCIFID) para monitorear la degradacIón de diese/. 

Información sobre el cromatógrafo utilizado 

Cromatografo de Gases: Perkin Elmer 

Columna: HP-Ultra 1, Enlaces de goma de mettl sihcon, 25m * 0,32 mm * 0,52 ).le 

Detector: FlD 

Inyección manual 

Volumen de myección' 1 ¡..tI 

Gas Acarreador: Helio 

Programa de temperatura: rOimcial 40°C por 5 min. Postenormente un incremento de lOe 

por mm hasta 2400. T o del Inyector 2500. TO del detector 300"C 

Parámetros Biológicos del Suelo. 

IV.1.9. Producción de CO2 (respiración natural) 

Se pesaron 20 g de suelo dentro de pequeños receptáculos de poliéster (de 1 S 

cm diámetro) cada uno se colocó dentro de frascos de 250 mI con 20 mi de una 

solución de NaOH al 0.05 N Y se cerraron apropiadamente (sÍ es necesano con 

parafilm) Se incubaron a 25°C por 24 h Después se les adicionó 2 mI de una 

SolucIón de BaCI, (1M) y el CO, absorbido se precipltó (corno BaCO,). entonces el 

NaOH del !Tasco se tituló con una solución de HCI al O 05N 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-I MS*24h-1 ~ (HCI C-HCIE)(l 1)(100) 

(PSH)(MS) 

Donde: 

MS=Masa seca 

HCI C=rnl de HCI en e! control 

HCI E~ml de HCI expenmental. 

PSH=Peso del suelo húmedo. 

IV.l.! O.Producción de CO2 agregando glucosa (respiración inducida) 

Se realizó de forma sImilar a la natura! pero se le adicIOnó 0.4% de D(+) 

gtucosa al suelo. 

mg CO, g-I MS*24h- 1 ~ (HCIC-HCIE)(] 1 )(100) 

(PSH)(MS) 

IV. 2. Remediación en contenedores en condiciones de campo 

IV.2.1. Contaminación del suelo. 

La prueba de remediaclón se realizó de la SIguiente forma: 

El suelo se contammó con 20000 mg/kg de diesel disueltos en dietrl éter para 

obtener una dIstrIbUCIón homogénea del contammante y obtener la contaminación 

deseada en los 13 kg de suelo (por duplicado) 

El suelo contaminado a 20 000 ppm con dIesel para el experimento de 

remedlación se colocó en 2 contenedores. La aireación, temperatura y contenido de 

agua estuvieron baJO condiclOnes de campo. El contenido de agua se aj ustó 

aproximadamente a un 75-80% de la capacidad de campo, la aireacIón se llevó a 

cabo de forma manual y dIana (una vez al día) 

La remediación se controlo semanalmente midIendo la humedad, la pérdida de 

peso por ignición, pH, la producción de COl (respiracIón natural e inducida) e 

identificación y conce:-;.tración de hldrocarburos. Los resultados obtemdos son la media 

de muestras por duplicado 
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Para ¡as pruebas de toxIcidad y fítorremedlación se contaminaron 5 kg de suelo 

uH}¡zando 20g de dlesel mezclado en I lItro de dietil éter para obtener una 

distnbuclón homogénea del contaminante en el suelo. Después se añadió una parte 

de este suelo a suelo no contaminado para obtener las diferentes concentracIOnes 

utIlIzadas en los experimentos 

IV.3. Evaluación Ecotoxicológica. 

IV.3.1 Pruebas de inhibición de crecimiento en plantas 

El procedimiento de trabajo se realizó de acuerdo a la guia OECD 208 

Las semillas que se utilizaron fueron las siguientes. 

Maíz Zea mays. 

Alholva Trzgonella foenun graecum. 

Los experimentos se llevaron a cabo (con tres réplIcas) a concentraclOnCS de 

O.ppm (control), 5000 ppm, la 000 ppm, 15000 ppm, y 20 000 ppm respectivamente Las 

semillas de maíz y las de alholva (10 en cada repetición) fueron expuestas a las 

diferentes concentraciones de contaminación. Los experimentos de crecimiento se 

llevaron a cabo bajo las condiciones ambientales en el jardín y con una ¡rngación 

controlada de 25 mi de agua, dos veces al día Después de 4 semanas, las plantas se 

cosecharon y separando raíz de tallo. Se obtuvo el peso fresco y el peso seco de ambas 

partes de la plantas, también su midió la longitud y se contó su número de hOJas. 

Para establecer SI eXIste o no una diferencIa, entre las longitudes de tallo y 

raíz, en las diferentes concentracIOnes de contaminación, se realizó la prueba de 

análisis de varianza de Turky (utilizando el paquete estadístico Anova-Manova [p<O 05]) 

ITR= peso seco de la raíz en suelo contaminado 

peso seco de la raíz en suelo no contaminado 

iTT~ peso seco del tallo del suelo contaminado 

peso seco del tallo del suelo no contammado 

Donde: 

rIR ÍndIce de tolerancia de la raíz. 

[TT ~ ÍndIce de tolerancia del tallo. 

27 



IV.3.2. Pruebas de Toxicidad Aguda en Lombrices de Tierra 

El proced!mlento de trabajo se realizó de acuerdo a la guía OECD 207(1984). 

Donde Le 50 se refiere a la concentración media letal Es deCir, la concentración de la 

sustancia prueba que mata al 50% de los ammales utilIzados en la prueba 

Las lombrices utilizadas procedieron de un Jardín diferente al del suelo colectado 

y fueron achmatadas al suelo de la prueba por 5 días Se utilizaron la lombrices en 

cada prueba, en frascos de 1000 mI con 500 g de suelo contaminado y por tnplieado 

Los niveles de contaminación fueron de O ppm (control), 5000 ppm, la 000 ppm, 15 

000 ppm, y 20 000 ppm de diesel Durante la duración del expenmento (2 semanas) el 

suelo se mantuvo en iluminación constante para que las lombrices pennanec¡eran 

siempre en contacto con ei sueio A ios 7 y i 4 días se detenninó la mortalidad. 

IV.4. Fito-biorremediación 

Este expenmento se basó en la guía 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, la 000 ppm, 15 000 ppm, 20 000 ppm respectivamente y dos controles de 

suelo, uno contammado a las dIferentes concentraclOnes SIn plantas y otro sin 

contamInar con plantas. La planta Hydrocoty/e ranuncu!oldes fue expuesta a las 

dIferentes concentracIOnes El expenmento se llevó a cabo bajo condiciones 

ambientales y con una irrigación controlada de agua, para mantener una humedad 

constante (agregando de 20 a 30 mI de agua según el grado de evaporación). 

Después de 7 semanas se cosecharon las plantas y se obtuvo peso húmedo y seco 

(colocándolas en un horno por 48 h a 70° Cl, además, se midió la longitud de raíces y 

del tallo. Se estimó la concentracIón del contammante en el área de influencia de la 

rizósfera por medio de cromatógrafia de gases. 

y para establecer si eXIste o no una dIferencIa, entre las longitudes de tallo y 

raíz, en las diferentes concentracwnes de contaminacIón, se realizó la prueba de 

análisis de varianza de Turky. 
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v. Resultados. 

V.l. Caracterización del suelo. 

Los resultados de la caractenzaclón fisica, química y biológica del suelo sm 

contammar se muestran en las tablas No. 1 y No. 2. 

Tabla I Resultados del análIsis de partículas después de un tratamiento con H20 2 
-----> 

FraccIón Porcentaje de fracción Tamaño de 

partícula (~m) 

I 383 >63 

2 17.5 63·20 

3 10.9 20-10 

4 7.2 10- 6 

5 4.5 6-2 

6 21.5 <2 

De acuerdo al criterio de la Sociedad Internacional de la CienCIa del Suelo (ISSS por sus sIglas en 

ingles) para la clasificación de la textura de suelos, por el tamaño de sus partículas este es un suelo 

franco·arcilloso Como presenta aproximadamente un 40% de arena fina y Jo demás es bmo y arcilla a 

partes iguales, como el contenido de colOldes arcillosos es elevado, su textura provoca una relativamente 

buena dlstribución de agua para su uso por plantas. 

Tabla 2. Resultados de la caractenzac¡ón fisicoquírnica y biológica del suelo 

Pérdida de peso por humedad higroscopica 

Peso seco del suelo 

Carbono orgámco del suelo (cenizas) 

pH 

CapacIdad máXIma de retencIón de agua 

6.3% 

937% 

12.53% 

7.25 

0.422mgH,O/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 del 80%. El contemdo orgánico de 

carbono se presenta alto, lo que es favorable, y no afecta en la actividad de blOdegradación 

y el pH se encuentra en un nivel óptImo para la actIVIdad mIcrobIana. La capacIdad máxima de 

retención de agua es aceptable para su disponibilidacL ya que el rnmimo para una buena activIdad 

microbiana es del 50% de humedad, y esta capacidad de retención es moderada para su 

disponibilidad haCIa las plantas. Aunque siempre se mantuvo la humedad en un promedIO del 

80%. 
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V.2. Biorremediación. 

La actividad microbiana evaluada por su respiración; es uno de los parámetros para el 

seguimiento de (a biorremediación La actividad microbiana presenta variaciones en la 

prodUCCIón de COz en las pnmeras semanas, debido pnncipalmente a las variaciones de 

temperatura durante la incubación, ya que la temperatura estuvo a más de 25°C. No se observa 

una vanaClón global entre la respiración natural e inducida, siendo la segunda menor a 

pesar de la adición de glucosa (gráfica 1 l. Por otra parte, por la baJO solubilIdad de los alcanos 

en agua y ya que su tasa de degradación decremento con el aumento del peso molecular, las 

cadenas largas tardan más tiempo en desaparecer Esto puede observarse con los 

hidrocarburos de CIO a Cl6 (gráfica 2) que fueron los de menor concent¡ación. La baja 

reducción de e 18-C20 puede debeise a üna baja dlsponibliidad de éstos para los 

microorganismos por su baja solubilidad en agua y la adsorción de éstos en la matriz del 

suelo. Aunque tambIén puede deberse a la longitud de cadena que los mlcroorgamsmos 

degradan con más facilidad, ya que las cadenas más cortas son más fáciles de tomar como 

sustrato, Los hidrocarburos C22-C24, dIsminuyen notablemente, lo que se explica por la 

adsorción de estos compuestos en la matriz del suelo y como consecuenCIa, sólo una parte del 

contaminante puede extraerse, pues debería de presentar .. concentraciones más elevadas en 

la extraccIón y sucede lo contrano. 

RespiraCión bactenana en el suelo 
07 ___ o __ ~ ___ ._. __ ,. _____ - __________ , ________________ _ 

1 
03 -

: 

O .:...-- -----.-----~----!----- --.,------- ----------.--'------- "--
2 3 4 s 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

Tiempo (semanas) 

- . c- - Resp Natural _____ Resp IndUCida 

Gráfica 1. Comportamiento de la respíraclón natural [EE= O.1980±O.04 mgCO~}, e mduclda 

[l.14±O.009mgCOz] durante 14 semanas en contenedores de suelo 
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Gráfica 2. Reducción de ludrocarburos (alcanos de CIO a C22 y control C), al final del tiempo de 

experimentación 

V.3. Evaluación Ecotoxicológica 

V.3.1 Germinación 

La gennmación resultó afectada en las dos especies utilizadas El porcentaje de 

gennmación de Zea mays y de Tngonella foenum graecum disminuye a medida que aumenta la 

concentración de contaminación (gráficas 3 y 4) 

1ll. 

rot--------------- _. ---I~·~:=-~~=1~ ._.-
e: 6J~--,--.-----.------------.. -.--. ---~~..=f:_.--. ---.--_.'-"'-----. 

~ I A~<-
~ 4); ._._~- .----------------~--------_ ;,~'-~ -1.------ ----

~2)T- __ -_.:._-_::_~---.- -:. I'-' ------------------

oL __ u-.:..:....::...:...:.::.·_- :.:..-:--.:-:-::.:. - _. t --... -. ---.-- -- - ---.---------- ----------
• I 

Da3 Da6 Da9 D,rQ Da'fi 0a13 0a21 
.2)-----------... --.- .. -.-----. -------

Gráfica 3_ Porcentaje de gennmación en semillas de Z mays durante 21 días en suelo 

contaminado (EE~ día3~33±2.3, dia6=!9±3.21, dia9~56±3.52, dial2~1 10±L67. dia15~11O±6 41, 

diaI8~347±5.02, dia2J~367±4.29). 
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Gráfica 4. Porcentaje de germmación en semillas de T. foenwn graecum durante 21 días en suelo 

contammado (EE~ día3~85±7.35, dia6~ I09±6.7I, dia9~126±6.38> dia12~ 153±6.85, 

diaI5~185±6.20, diaI8~226±8.27, dia21 ~266±12.13) 

La gennÍnación en Z. mais no se afecta por la contammac¡ón con dIesel, pero sucede lo contrario 

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

Tabla 3. Resultados del análisis de vananza. 
-----------

Fuente de 

variación 

ContaJ.mnante 

Error 

Total 
--_._---~. 

Fuente de 

variación 

ContamInante 

Error 

Total 

z.. mays 

Suma de gJ Cuadrado F p 
cuadrados mediO 

4 0.093 1.076 OA 17n s 

10 0.866 

14 0.959 

Tabla 4 Resultados del análisis de vananza. 

T. joenum graecum 

Suma de g.l Cuadrado 

cuadrados 

4 

10 

14 

32 

medio 

12.233 

1.266 

13.499 

F p 

9.657 0001** 



La germinación en las concentracIOnes de 15 000 Y 20 000 ppm en 7 !oellllnl gral!cum 

presentan diferencias significativas, en tanto que las concentraClQnes de 5 000 Y 10 000 ppm no presentan 

diferencias entre sí (Tabla 5). 

15000 a 

20000 a 

5000 a 

:.1 10 000 a 

Control 

Tabla 5. Prueba de Turky para la germmaclón en T. foenum graecum Letras dIferentes 

indican dIferenCIas significatIvas (p<O.05) entre tratamientos. 

V.4.1. Índices de tolerancia en raíz y tallo. 

Los efectos del daño tóxico se determinaron con la blOmasa y la longitud de tallos y 

raíces de las plantas. En la raíz la reducción de longitud y biornasa fue sImIlar, no así en el 

tallo Las plantas reaccIOnaron de fonna diferente al estrés provocados por el suelo 

contamInado 

La produccIón de biornasa con relación a las diferentes concentracIOnes de diese! se 

evaluó utilizando los índIces !TR y !TT (Tabla 6). Para 7: foenum gracclIIn la blOmasa 

declma en un 68 1 % en el tallo y 83.1% en raÍCes en presencia de diesel, a comparación 

de Z. mays que fue de un lOA % en tallo y un 10 4 % en la raíz a la concentracIón más 

elevada de diesel (20,000 ppm) [Gráfica 5]. 

Tabla 6. Índices de tolerancia de raíces y tallo en suelo contaminado con dlesel 
----

Maíz Alholva 

Concentración diesel ITT lTR lTI lTR 

Control I 

5.000 104 104 0.401 0427 

10000 0.998 1001 0.272 0231 

15.000 0.905 0.905 O lII O 183 

20.000 0.896 0.896 0.319 0169 
------
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De acuerdo a la producción de biomasa las plántulas de Z. may\ tienen menor sensibilidad 

a la contaminacIón del sueio con diesel. Otros síntomas fueron la presencia de clorosIs y la 

dificultad para desenvolver sus hojas en las concentraciones más altas de contammación. De 

acuerdo al análISIS estadístico la longitud de tallo nO presenta dIferencias entre las plantas del 

control y las que creCieron en las diferentes concentraciones de diese! (tabla 7) 

En T. foenum graecum hubo una reducción SIgnificatIva de acuerdo al análisis estadístico, 

en la longitud del tallo y de la raíz (tablas 12,13 y 14), una falta de nódulos en sus raices en las 

tres más elevadas concentraciOnes de diesel. Además, en todas las concentraciones de diesel sus 

hojas presentaron clOroSIS y rugosidades en sus orillas. 
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Gráfica 5 Efectos tóxicos del suelo contaminado con dlesel sobre el Z mays y T. foenum graecum 

longitud en raíces y tallo (cm). 

El maiz no presentó diferencias significativas en la longitud de su tallo. pero en la longitud de sus 

raíces SI tiene diferencias significativas (Tablas 7, 8 Y 9). 

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

Z mays 

Fuente de 

variación 

Contaminante 

Error 

Total 

Swna de 

cuadrados 

g.l Cuadrado 

4 

10 

14 

34 

medio 

9.454 

4842 

14296 

F p 

1.9523 0,178n,s, 



Tabla 8. Resultados del amilisis de vananza (longitud de la raíz) 

Z mays 

Fuente de Suma de g.L Cuadrado F p 
variación cuadrados medio 

Contammante 4 31.026 185586 0.00012*** 

Error 10 1671 

Total 14 32.697 
-------------"-------_.-

La longltud de raíces en las concentraciones de 10 000,15000 Y 20000 ppm en Z. mays 

presentan dIferencias significativas; en tanto que las concentracIOnes de 5 000 Y lO 000 ppm no presentan 

diferencias entre sÍ, mientras que la concentración de 5 000 ppm no presenta diferencias con el control 

(Tabla 5) 

15000 

J 20000 

10000 

:I] 5000 

Control 

Tabla 9. Prueba de Turky para la longItud de las raíces de Z mays Letras diferentes indican 

dIferenCIas significativas (p <O 05) entre tratamientos. 

Alholva no presentó dIferencias slgmficatlvas en su longitud de su tallo, pero sí en la 

longitud de sus raíces, donde la diferencia es muy grande (Tablas 10, 11 Y 12) 

Tabla lO. Resultados del análisis de vananza (longitud del tallo) 

T joenum graecum 

Fuente de Suma de gl Cuadrado F p 
vanación cuadrados medIo 

Contaminante 4 5.398 3.219 O.060rr.s 

Error 10 1.676 

Total 14 7074 ._--------
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Tabla 11. Resultados del anáilsis de varianza (longitud de la raíz) 

T jóenum graecwn 

Fuente de Suma de gL Cuadrado F p 
variación cuadrados medio 

Contanuoante 4 88.906 156502 0.00026 

Error lO 5.680 

Total 14 94586 

La longItud de raíces en las concentraciones de 5 000, 10000,15000 Y 20 000 ppm en T 

foenurn graecum presentan diferencias significativas con el control en tanto que todas las concentracIOnes 

entre sí, no tienen diferencIas (Tabla 12). 

15000 a_ 

20000 a 

lO 000 a 

5000 a 

Control 

Tabla 12. Prueba de Turky para la longitud de las raíces de Z. mays. Letras dIferentes indIcan 

diferenCIas significativas (p<O.05) entre tratamientos 

V.5. Toxicidad Aguda en Lombrices de tierra. 

Este experimento mostró que en suelo contaminado con dlese} hasta en la CQnCentraC1Qn 

de 5 000 ppm, la mortalidad es caS! del 100% a las dos semanas. 

El porcentaje de mortalidad en lombrices en la primera y segunda semana es muy 

alto, fluctúa entre el 6.6 y el 100% lo que es un claro mdicador de la alta senslb,hdad de estos 

organismos al diese! (Gráfica 6). 
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G-ráfica 6 Comportamiento del número de lombrices a lo largo del tiempo, con respecto a las 

diferentes concentraciones de diesel 

V.5. Fito-biorremadiación 

En H. ranunculO/des el peso fue menor en las concentraciones más altas de 

contaminacIón. la longItud del tallo no tuvo diferencias significativas [tabla 18] pero la raíz sí 

[tabla 19] el número de estolones decreclO a las concentracIOnes más altas así como la longitud de 

estolones y el número de nodos (tabla 13). 

Tabla 13. Vanables de respuesta de H ranunculOldes, al finalizar los 76 días de 

experimentación en las diferentes concentraciones de contrunmac¡ón 

Concentración de dlesel (ppm) 

Control 5000 10000 15000 20000 

Peso húmedo (g) 2329 1806 1109 16.83 10.58 

Peso seco (g) 2.9 2.19 1 39 175 1.25 

Tallo (cm) 3.71 4.26 3.63 403 3.97 

Raíz (cm) 5 8 4.42 3.54 4.07 4.07 

Número de estolones 8 8 9 7.3 7.3 

Longitud estolones (cm) 18 I 15.90 1165 1177 9.76 

Número de nodos 66.66 64 63.66 696 49 
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El número de hojas va en aumento en los primeros 5 días, en todas las 

concentracIones de contaminantes Después, este aumento sólo prosigue en el control 

en menor proporcIón que en los pnmeros días durante el tIempo que dura el experimento 

En el suelo contaminado el número de hojas aunque con dIferencias en cantidad, siendo 

relativamente menor en las concentraclOnes más elevadas de contaminación, se mantiene 

constante (gráfica 7). 
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Gráfica 7. Hojas vivas adultas (acwnuladas) de H. ranunuculOides durante el tiempo de 

expenmentación (76 días), (EE= Control=758±1 02, 5 OOOppm=563±0 53, 10 OOOppm=448±0.37, 

15 OOOppm ~413±O 33, 20 OOO~330±0.26). 

El comportamIento de la mortalidad de hojas en todas las concentraciones y 

en el control es similar a lo largo del tIempo, presenta poca variación entre las 

diferentes concentraclOnes de contammantes La menor mortalidad se observa en el 

control (gráfica 8). 
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Gráfica 8. Hojas muertas (acumuladas) de H. ranunculoldes durante el tiempo de 

experimentación (76 dias) (EE= Control=298±2.50, 5 OOOppm=508±2~65, 10 000ppm=448±2~65, 

15 OOOppm =491±3~ 18, 20 000=537±2~63)~ 

La emergencia de hojas fue similar y continua en todas las concentraciones. El control 

se separó hacia el día 48, donde comIenza a presentar un mayor incremento en el 

número de hojas emergentes que con respecto a todos los tratamientos(gráfica 9). 
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Gráfica 9 HOjas emergentes (acumuladas) de H. ranunculOldes durante el tiempo de 

experimentación (76 días) (EE= Contro¡=765±3.12, S OOOppm=566±1.95, 10 OOOppm=500±1.56, 

15 OOOppm =486±1 52, 20 000=559±L78)~ 

En cuanto a la dismmución en la concentración de hidrocarburos alifátlcoS debido a la 

presencia de plantas, se observa un alto porcentaje de su disipación en el área de 

mnuencla de la rizósfera comparado con el área fuera de la influencia de la nzósfera. El 
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100%, representa la cantidad de hIdrocarburos presentes en el suelo Sin presencia de 

plantas al final del expenmento). También se observa la comparación entre los 

hidrocarburos presentes en el área de la rizósfera y del suelo superficial [s. s J (ya 

que hubo tendencia de los hidrocarburos alrfáticos a subIr a la superficie debido a la 

irrigacIón del suelo, por ser mmlscibles en el agua y por tener menor densidad que 

ésta (Gráfica 10) 

Fito-biorremediación 
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Gráfica iO Concentración de hIdrocarburos alifáticos en el suelo en el último día, al final 

del e'xpenmento (76 días). Donde s.s.=suelo superficial, Riz=nzósfera, 5 =5 000, 10 =10 000, 15 

= 1 S 000 Y 20 =20 OOOI~nn. 

La longitud de tallos de H. ranuncuJOIdes no presenta diferencias significativas, sin 

embargo en la longitud de raices si las presenta (Tablas 14, 15 Y 16) 

Tabla 14 Resultados del anáhsis de varianza (longitud del tallo). 

H. ranUl1culOldes 

Fuente de Suma de g.L Cuadrado F p 
variación cuadrados medIO 

Contaminante 4 0.5155 0.6251 0.655211s 

Error 10 0.8245 

Total 14 1.3400 
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Tabla l5. Resultados del análisIs de vananza para la longItud final de raíces de H. 

rammculOldes 

H. ranunculolde5 

Fuente de Suma de gl Cuadrado F p 
variación cuadrados medio 

Contaminante 4 0.8243 4.3936 0.0262* 

Error JO 01876 

Total 14 1.0119 

La longitud de raíces en las concentraciones de 10 000, 15 000 Y 20 000 ppm de H. 

ranunculOldes presentan diferencias significativas. En tanto que la concentraCIón de 5 000 

ppm no presenta una diferencia con las demás concentracIOnes de suelo contaminado, 

aunque no tiene una diferencia significativa con el control (Tabla 5) 

10 000 a 

15000 a 

20000 a 

5000 

:1 COnlTol 

Tabla 9. Prueba de Turky para la longitud de las raices de H ranunC11fouie5 de Letras 

diferentes mdlcaIl dIferencias sig!l1ficanvas (p<O.05) entre tratamientos. 
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VI. Discusión 

VI.!. Remediación. 

Para obtener ex Ito en la biorremediación In SlfU, se requiere lograr una correlación 

entre el decremento en la concentración del contaminante con la actividad microbiana 

Una forma de evaluar el desempeño de los microorganismos en la toma de 

hidrocarburos como fuente de carbono es el momtoreo de consumo de CO2• lo cual es 

Importante para observar y saber cómo se desarrolla la mmeralización (Hess, Schmldt y 

Coloks, 1996), ya que su producción es proporcional a la cantidad de sustrato ut,lizado 

(Sharabi y Bartha, 1993 J. 
La producción de CO2 a pesar de mantenerse constante, denotando la presencia y 

actIvIdad de microorganismos a un nivel bajo comparado al reportado por Santer (1997) en 

un estuciJo sim'¡ar. implica una degradación lenta del dieseL Esto puede deberse tambIén a 

que la disponibilIdad del contammante para su degradación puede limitarse por la presencia 

elevada de arcIlla en la matriz del suelo (Huesmann, 1995) no obstante, se obtuvo un 

medÍo para la degradación de hidrocarburos rnonitoreando y. controlando parámetros 

fislcoquímicos y bIOlógICOS del suelo, como se observó con las cadenas de bajo peso 

molecular, es decir las más cor1a~ (Colombo, Cabello y Aramba-rri, }996} El alto- conten1do 

de cadenas largas respecto de las cadenas cortas, de hldrocarburos allfáticos, puede deberse 

a una baja disponibilidad de éstos para los mIcroorganismos o puede deberse a que no 

fueron metabolizados por los microorganismos que degradan la fracción ligera de 

hIdrocarburos (H,ckey, 1995 [a]). 

Es importante el utIlizar las bactenas ya existentes en el medio (autóctonas), 

ya que están mejor adaptadas a las propledades del suelo y pueden ser más 

fácilmente achmatables a la contaminaCIón Ya que al introducIr espeCIes extrañas, 

éstas deben aclimatarse no sólo a la contaminación, sino también a las propiedades 

del suelo Con estas últimas no se han obtenido buenos resultados (Clabrese y Kosteckl, 

1992) 

VI.2. Evaluación ecotoxicológica. 

El efecto que producen los niveles de contarnmac¡ón utilIzados sobre la 

germinación y en los pnmeros estadios de! ciclo de vida ofrecen infonnaclón de lo 

que puede pasar en la naturaleza. En condiciones favorables al hidratarse las semIllas 
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presentan cambios e ¡niclan su metaboilsrno, transporte de nutnmcntos y d¡VISIÓn 

celular Durante este periodo, la semilla tiene una alta sensIbilidad en su germmaclón 

si se ve sometIda al estrés ambiental (Wang. 1991). como lo es el causado por los 

hIdrocarburos ya que reducen la capacidad de almacenar humedad del suelo y dan lugar a 

una baja disponibilidad de oxígeno siendo estos factores tan importantes para iniciar el 

proceso de la genninación (Wise y Trantolo, 1994). 

La inhIbIcIón de la genninación de las sCIlllllas debido a la contaminación con 

hIdrocarburos puede variar (Salanitro et al.~ 1997), como es en el caso de 7: foenum 

graecum que resultó más sensible a la contarnmación que Z mays, la germmacIón de 

esta última no resultó afectada. 

Ya que la capacIdad de genninacIón se afecta por este tipo de disturbIo, el 

determinar qué tipo de especies en particular dominan una población, es importante 

porque éstas pueden estar menos limitadas por su capacidad de resistencIa a este tipo de 

contammante y desarrollarse colOnIzando un hábItat con unas condicIOnes ambientales 

adversas. Esto determina su grado de adaptación a las condiciones dada por una 

eventual contarnmación (Wardle y GIller, 1996) 

Por otra parte el efecto de la contammacIón en el desarrollo de las plantulas, en el 

tIpO de suelo utilizado, demuestra un mayor impacto en las raíces tanto en su longItud como 

en su blOmasa Lo que le da pocas oportunidades de sobrevivir y desarrollarse de contmuar 

en esas condicIOnes. Aunque la fitotoxTcidad por hidrocarburos no ha sido estudiada a 

profundIdad ésta es dificil de predecIr y depende del tipo de suelo, concentración de los 

hIdrocarburos contaminantes y las espeCIes de plantas presentes en el sitIO contammado 

(Salanitro el al, 1997). 

V1.3. Toxicidad Aguda en Lombrices de tierra. 

El efecto global sobre el ecosistema de todas las Interacciones entre lumbncídos, 

suelo, plantas, mlcroorgamsrnos y clima no son fáCilmente evaluables. El interés hacia 

el papel de orgaOlsmos del suelo ante las perturbaciones, se ha intensificado por la 

amplia influencia de éstas en la descomposlclón de materia orgánica y ciclo de 

nutnmentos (C1ive y Bater, 1992). 

El efecto de las concentracione~ de dIesel, que son las mismas a las utilizadas 

con las plantas, tuvieron un efecto mucho más drástico en los invertebrados, lo eua! 

nos da un panorama de lo que sucedería con organismos similares en un suelo 

contammado con slmIlares concentracIOnes de hidrocarburos. En consecuencia, el suelo 
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sufriría cambIOs como la acumulación de materia orgámca y el descenso en su 

capacidad de fiitraclón de agua (Moody el al, 1995). 

La alta sensibilidad y consecuente mortalidad de estos organismos en las 

concentraciones de contaminaCión util izadas, dan lugar a utilizar concentraciOnes 

menores para conocer un Intervalo de contaminacIón donde puedan sobrevivir éstas y 

aún reproducirse, con el fin de delimJtar la concentraCIón mínima donde puedan 

introducirse estos organismos en un lugar sujeto a biorremediacÍón. 

Aunque son pocos los estudios que se han enfocado en los mvertebrados, estos deben 

de tomarse en cuenta en estudios de restauracIón por su sensibilIdad y porque la 

colonización por invertebrados como un proceso que tarda mucho tiempo puede poner en 

peligro a aves que 5U alimentacIón dependa de estos organismos (Web. 1996). Ademas por 

su Influencia en el suelo. las lombrices se utihzan como una especie indicadora para 

predeCir el efecto de químiCOS sobre otros mvertebrados del suelo (Black y Susser, 

1992) 

VL4. Fito-biorremediación 

Se debe de reevaluar a las plantas como entIdades de absorcIón o destrucción de 

compuestos (Cunninghan y Berti, 1993). En este contexto, el uso de las raíces para 

Incrementar la degradación de contaminantes, por el papel que juegan los exudados 

para el establecimiento y manten1l111ento de poblaciones bacterianas de la rizósfera 

(Glandford el al.; 1993; Tate, 1995), resulta Importante y en el caso de hidrocarburos, 

promete ser una alternatIva VIable ya que el metabolismo microbiano actúa sobre un 

ampho intervalo de sustratos, y realiza los pasos degradativos más diflciles y consume el 

compuesto xenobiótlco para transformarlo hasta una molécula simple (Cunningham y 

Bertl, 1993). 

En el caso de H ranunculOides, resultó ser una planta útil para estos fines ya 

que fue capaz de tolerar y sobrevivir en todas las concentraciones de contaminantes. 

Ya que, aún en las concentraciones más elevadas de contaminante se presentó 

un descenso en la concentracIón de dieseL Por otra parte los efectos tóxicos se 

reflejaron en la mcnor longitud de las ralces y número de hojas VIvas, que se presentaron en 

la concentración de contaminaCión más alta Aunque por otra parte, no presentaron 

diferencias de longItud entre los diferentes niveles de contammación respecto del controL 

A pesar de que util1zando plantas se puede obtener una degradación acelerada tanto 

para plagUlcidas como para hldrocarburos de petróleo, con algunos compuestos la cantidad 

44 



de degradación ha sido relativamente baJo (Cunmngham y Ow, 1996), Sin embargo los 

resultados Je este estudio comparándose al de la prueba de remedJac¡ón sólo 

controlando los parametros fisicoquírnicos, la dI ferencia entre las concentracIones de 

aleanos es menor en el suelo mfluenciado por las raÍCes que en suelo Sin la mfluencia 

de éstas 

Otros aspectos a tornar en cuenta son las características propias de la planta ya 

que cada especie tIene su propia capacidad para tolerar la contaminación, y esta varía 

con la especie de planta (Todd el al, 1993), también vana su capacidad para proporcionar 

exudados sutlclcntes para el mantemmIento de la flora bactenana y su drversldad. 

Además, 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 relación raíz~ 

bactena e investigar si en la degradación de hidrocarburos además de la importancia 

los mICroorganismos asociados a la rizósfera, la influenCia de posibles enzimas secretadas 

por las raíces de la planta (Cunningham y Bertl, 1993), ya que investigaciones realizadas 

por Schnoor el al, 1995 afirman que así puede suceder, siempre y cuando la enzÍrna se 

encuentre fuera de la raíz. 

VI.5. Evaluación general. 

La toxicidad de hidrocarburos como el dtesel, puede tener un efecto negatlvo 

en las comuntdades, tanto vegetales como animales, lo cual conduce a buscar 

métodos para sanear el suelo de este contammantc y evaluar sus efectos potenCIales 

Comparando el experimento de remediaclón semanal, con la [¡to~ 

blOrrernediación, estos resultados permIten observar que la mfluencia de las raíces 

tuvo un efecto pOSItivo, en cuanto a la desaparIcIón del contaminante. Los resultados 

obtemdos ayudan a entender cómo las raíces pueden tener un papel relevante en el 

control de contaminantes corno los hidrocarburos ya que proporcIOnan un ambiente 

mucho más propicio para el desarrollo microbIano por los exudados que ésta 

produce, el oxígeno que libera y el poder de mtereambio Jónico que tiene para 

moditlcar el pH del mediO que le rodca. 

y tomando en cuenta la toxicIdad en la germmaclón de semillas, el uso de 

plantas con crecimiento vegetativo resutta importante a la vista de [os resultados 

obtemdos ya que una planta creciendo en condiCiones de contaminación con 

hIdrocarburos, si no presenta crecimtento vegetativo tiene más "problemas", ya que en 

45 



el caso de soportar la contammaClón, se requcnría evaluar su capacidad de producir 

semIllas y a éstas su capacidad de germinar, que como se observa, esta capacIdad 

puede verse muy afectada. Por otra parte, ia fauna del suelo debe estudIarse mas a 

fondo, pues SI bIEn las lombnces son una importante parte de esta fauna no es la 

única presente, otra también Importante son los artrópodos, los cuales pueden habitar 

el suelo permanentemente o pasar alguna fase de su ciclo de vida en éste. 
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VII. Conclusiones. 

1.- La contaminacIón en particular con productos derivados del petróleo, puede 

ocaSIOnar un fuerte Impacto sobre los seres vivos por los cambIos que sufre el 

ambiente 

2.- Los mIcroorgamsmos presentes en el suelo son capaces de ac\¡matarse a los 

cambios que sufre el suelo por la contaminación por dIesel, degradarlo y tomarlo 

corno fuente de energía 

3.~ La germinacIón de semiiias de alholva se ve afectada por la contarnmacÍón 

con dlesel. 

4.- La longitud de tallos y raices tanto de maíz como de alholva se afecta por la 

contaminación, dismmuyendo en fanna más pronunciada en las raíces respecto del 

tallo. 

5.- En las lombnces el diesel tiene un efecto muy tóxico, ya que en ninguna de 

las concentraciones de contammante logran sobrevivir 

6.- Hydrocotyle ranunculOldes resultó ser una planta prometedora para el 

manejo de la contaminación por diesel por' 

a) Desarrollarse en todas las concentraciOnes de contaminación. 

b) Presentar creClmlento vegetatIvo en todas las concentracIOnes de contaminacIón 

y, desarrollar raíces capaces de soportar los niveles de contammación utIlIzados 

c) Provocar un decremento en la concentracIón de hrdrocarburos aJ¡fátlcos en el 

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

l.-Para manejar la contaminación es más recomendable utilizar la flora 

microbiana autóctona por estar mejor adaptada y ser más fácil de aclimatar que una 

alóctona 

2.-En caso de necesitarlo por una baja densidad en la población bacteriana 

hacer cultivos de estas mismas bacterIas, e Introducirlas al medIO para con esto, 

acelerar la degradación del contaminante 

3.-Si es necesario, se pueden obtener condiciones. más propICiaS summistrando 

al suelo un medio mineral que contenga nitrógeno y fósforo. 

4.-En las pruebas de toxICidad, para el caso de las semillas de una comunidad 

vegetal contammada de forma natural, es recomendable hacerlas con semillas 

también autóctonas. 

S.-Además de las pruebas de toxicidad, con lombnces, se recomienda hacer 

pruebas con otros orgamsmos como lo son los artrópodos terrestres por su 

unportancIa ecológica, para tener un panorama más general del Impacto ambIental 

6.-Un estudio a futuro es el de la población bacteriana, su distnbuclón en las 

raíces y la implicación de los exudados para la poblaCIón microbiana. 

7.-0tro aspecto importante para su estudIO es el tipo de especies con presencia 

en el suelo, su distnbuclón, y averiguar SI la desapanción del contamInante se 

debió además de la acción de mlcroorganismos, al posIble efecto de enZImas de las 

plantas. 
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