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RESUMEN

Entre las sustancias toxicas que se llegan a producir en millones de toneladas por afio, se
encuentra ¢l petrdleo crudo y los productos derivados del mismo; estos productos son una fuente
importante de toxicidad en el ambiente debido a su persistencia y uso comin en fa sociedad
industrializada. La aplicacién de pruebas bioldgicas y microbioldgicas para evaluar la
biedisponibilidad de éslas sustancias toxicas en el ambiente y, en paricular en muestras de
sblidos {sedimentos, suelos, lodos), se ha incrementado significativamente durante la Ultima
década, En el presente trabajo se llevd a cabo la evaluacion de la toxicidad de un suelo
contaminado con producfos de la refinacion dei petréleo y cuya confaminracion no ohstante ser
aieja, continua recibiendo aportaciones periddicas. Para cumplir con éste cometido se inicid con
la caracterizacion fisica y quimica del suelo, obleniendo pardmefros como pH, textura,
tapacidad de intercambio catibnico, densidad, capacidad de campo, % de humedad, fosforo,
nitrégeno, % de materia organica y carbono organico total. Se realizé también caracterizacion del
tipo de contaminantes presentes en el suelo, determinandose hidrocarburos alifaticos (C14-C34)
y aromaticos {compuestos de 4 y § anillos principalmente), mediante el uso de cromatografia de
gases con defector de ionizacion de flama. Se detectaron metales pesados (Va, Ni, Cr, Fe, Cu,
Mn y Zn) en bajas concentraciones, mediante ! uso de la espectrofotometria de absorcion
atémica. La evalvacion toxicoldgica, se hizo mediante una bateria de pruebas de toxicidad aguda
que comprenden el uso de Bacillus cereus {baclerias), Eisonia foetida {lombriz de tierra) y Zea
mays, Trilicum aestivum y Phaseolus wulgaris {plantas). El ensayo de toxicidad aguda con B.
cereus se basa en el porcentaje de inhibicion de la deshidrogenasa. En el caso de E. foefida , la
toxicidad se evaluo por el porcentaje de sobrevivencia. Para Z. mays, T. aesfium y P. vufyaris
se estimd la toxicidad en la germinacién y primeros estadios de crecimiento.

Como resultado de éstas pruebas, se obtuvo que a una concentracion de 92 % de suelo
contaminado hay un 50% de inhibicion en la actividad deshidrogenasa en B. cereus {ICs ).
Para £, foefida el porcentaje de montalidad fue def 100 % en las concentraciones probadas det
12, 25y 50 %, a los 14 dias que durd la prueba. En cuanto a la evaluacién con plantas, se
observo que el efecto inhibitorio en la germinacion y en los primeros estadios de cregimiento fue
mayor en P. Vulgaris; mientras que Z. mays y T. aestivum resultaron ser menos sensibles a la
contaminacién det suelo.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se concluyd que el suelo evaluado resulta ser mas
toxico para E. foefida que para B. cereus, P. wulgaris, T. aestivum, y Z. mays. Lo cual fiene
mucho que ver con la rufa de exposicién al toxico, la edad de la contaminacién, y fa
disponibilidad de los contaminantes. En general se puede decir segin Dombroski et al. (1991),
que el suelo es ligeramente toxico para B cereus, moderadamente toxico para P. Vigaris, T.
gestivum, y Z. mays; y toxico para E. foetida.
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1. INTRODUCCION

Aunque por mucho tiempo, el hombre ha arojado a la biosfera los desechos provenientes de sus
diversas actividades, ia contaminacion amblental sblo se produce, en sentido estricto, cuando la
introduccion de sustancias alteran el medio receptor -aire, agua y Suelo-, criginando un
desequilibrio en los ecosislemas afectando negativamente fa salud y la calidad de vida del
hombre, y modificando en ocasiones las condiciones climaticas locales 0 globales (Restrepo,
1995). Fue a pastir de la Revolucion industrial cuando se produjo un cambio cualitativo al recibir
el ambiente los desechos de los procesos productivos a una velocidad mucho mayor de lo que
#ste podria absorberlos para autopurificarse, o bien, por ef caracter no biodegradable de muchos
de esos desechos [Restrepo, 1995).

En México, debido al acelerado crecimiento de la poblacion y al aumento de fas actividades
agricolas e industriales, se ha causado un notable deterioro en la calidad ambiental, asi como
una acelerada generacion de residuos de todo tipo. Se estma que en México se generan
450,000 tonetadas de residuos al dia, de los cuales 14 000 toneladas aproximadamente,
comesponden a residuos peligrosos (INE 1996). Esto ha hecho gue México cuente con gran
cantidad de sitios contaminados por diversas actvidades y que en la mayoria de los casos se
desconozcan los niveles de afectacion debido a la falta de monitoreo (iturbe ef al., 1999).

Por ofra parte, cada vez se conoce con mayor precision la naturaleza y la gravedad de los
efectos ocasionados por diversas tareas productivas realizadas en areas naturales y se sabe que
fa presencia de pefrdleo y sus derivados en los ecosistemas, no sdlo se debe a las actividades
normales de extraccién, sino también al transporte, los desechos industriales urbanos, las
actividades econdmicas y recreativas; las fillraciones naturales y los fendmenos climaticos
{Restrepo, 1995).

En respuesta a lo anterior, han surgido diferentes tecnologias de remediacion para limpiar sifios
contaminados, cuyo objetivo es el de reducir la concentracion asi como efiminar sustancialmente
os efeclos toxicos en el ambiente. Los criterios para la remediacion de suelos se han basado
practicamente en el analisis quimico de los niveles de contaminacién. Sin embargo, los cambios
fecientes en las polificas ambientales fienden a una consideracion mas funcional de la
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: INTRODUCCION
remediacidn, basada en el use de suelo, lo que incrementa Ja demanda de informacion del sitio
especifico en cuanto a los efectos locales de los contaminantes presentes. Los niveles de
contaminantes son indicativos de un riesgo potencial, pero los ensayos bioldgicos dan una
evidencia mas directa de los efectos féxicos de los contaminantes en el suelo. Por eflo fa
determinacién de la loxicidad es uno de los aspectos imporfantes en la evaluacion de las
posibles allernativas de remediacion. Esta, junto ¢on olras caracteristicas del sitio, consideradas
en un andlisis de riesgo, pueden determinar el tipo y nivel de tratamiento que se debe aplicar en
un siio contaminado {iturbe ef af, 1399).

Finalmente, puede decirse que a pesar de los numerosos estudios realizados sobre la
contaminacion por hidrocarburoes (Botelio, 1978; Botello y Paez, 1987; Botello y Villanueva, 1987:
Cervantes, 1999; Diaz-Gonzélez ef al. 195; Elias-Murguia y Martinez, 1991; Gallegos, 1996;
Gonzdlez, 1990; Ramirez ef af, 1391; Santer, 1997; Trujilo ef af, 1990; Zavala, 1993) no existe
todavia un conocimiento suficiente en relacion con los siguientes puntos (Restrepo, 1995);

1. Tasa de degradacién del petrdleo en los diferentes componentes del ecosisiema, en
parficular en &eas consideradas viiales

Toxicidad especifica de emisiones y descargas

Vias de difusién del petroteo y sus productos en los ecosistemas

Mecanismos de incorporacidn del petréleo en las cadenas alimenticias

;os e N

Eficiencia real y efectos de los métodos de control

En este sentido, el presente trabajo se plantea en el marco del segundo punto, buscando
contribuir al conocimiento de la toxicidad temporal de un suelo que ha sido impactado a causa
del petrdleo como resultado de las actividades de explotacién, fraslado, refinacién y
almacenamienfo def mismo.

Por o anterior, se considera que la aplicacion de bioensayos de toxicidad permite valorar de
manera integral el nivel de contaminacion presente fanto en sitios remediados, como en aquellos
contaminados recientemente; coadywvando asi a un mejor diagndstico de la problemética
existente en un determinado sifio en parficutar,
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2. MARCO TEORICO

2.1 EL SUELO

El suelo tiene muttiples definiciones, segin Alexander (1980), es el material exterior, poco
compacto de la superficie terrestre, un estrato caracteristicamente diferente del lecho rocoso
subyacente. Fs 1a region en la que se sustenta la vida vegetal y de la cual las plantas obtienen
soporte mecanico y muchos de sus nutrimentos. Quimicamente, ¢l suelo contiene una gran
cantidad de sustancias organicas que no se encuentran en los substratos mas profundos. Ei
ambiente edafico es uno de los sitios mas dinamicos en interacciones biclogicas en la
naturaleza, en ei cual se realizan la mayor parte de fas reacciones bioquimicas involucradas en
ta descomposicion de materia organica, 1a intemperizacion de fas rocas y a nulricion de cultivos

agticolas.

2.1.1 Caracteristicas edaficas

El suelo esta formado por cinco componentes principales: materia mineral, agua, aire, materia
organica y organismos vivos. La cantidad de estos constituyentes no es 1a misma en todos los
suelos sino que varia con la localidad. La cantidad de materia organica y mineral, que forman
parte de la porcion inanimada, es refativamente estable en un determinado lugar; sin embargo la
proporcion de aire y agua varia. El aire y el agua juntos representan aproximadamente 1a mitad
def velumen en {a mayoria de los suelos, al cual se le llama espacio poroso; mientras que la
fraccion mineral, que en muchos casos contribuye con poco menos de la mitad del volumen, se
origina de fa desintegracion y descomposicion de las rocas, transforméandose con el transcurso
del iempo (Foth, 1990).

Por lo general, la materia organica constituye de >1 al 15 % del total, y se relaciona con la
vegetacion nativa, pero si Ja vegetacion es constante, la acumulacién es regulada por las
condicionas climaticas; entendiendose por materia organica, todo el material de origen organico gue
se encuentra en diferentes estados de descomposicion en el suelo. Consecuentemente, quedan
incluidos bajo este témino, residuos de animales y vegetales que aun presentan suficiente
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diferenciacion para permitir la identificacion de su origen, asi como aquellos productos organicos muy
degradados, que han llegado a un virtual equiibio con el medio (Aguilera y Marrtinez, 1996). Estos
{itimos forman un material amorfo, refativamente estable, cuyo color puede variar desde pardo hasta
negro y es el principal responsable de varias propiedades importantes del suelo; & que se le conoce
como humus {Aguilera y Marttinez, 1996; Aguilar ef al. 1987). La porcion viviente, en la mayoria de
los suelos, constituye menos del 1% del volumen fotal; ain asi, esta fraccion s indudablemente

esencial para la produccion de cultivos y fa fertilidad de! suelo.

La parte inorganica de! suelo tiene un notable efecto sobre los habitantes edaficos (Edafén),
debido a su influencia sobre la disponibilidad de nutrimentos, aireacion y retencion de agua. En
la fraccion mineral se encuentran particulas de una gran variedad de tamafios, fas cuales se
clasifican con base en sus dimensiones. En el extremo superior se encuentran piedras y grava,
materiales cuyos diametros sobrepasan los 2 mm. Las particulas de arena son un poco mas
pequeiias teniendo un diametro de 0.05 a 2 mm. Las esfructuras cuyo diametro se encuentra
entre 0.002 y 0.05 mm son denominadas fimos, mientras que las de diametro menor de 0.002
mm (2 um) se conocen como arcilla {Alexander, 1990). Es importante mencionar que las
particulas de menor tamafio, exponen una mayor drea superficial por unidad de masa que las
particulas més grandes. Debido a que las particulas de arcilla presentan un area superficial
grande y usualmente una carga negativa, son un potente adsorbente para los cationes tanto
organicos como inorganicos y posibilitan el desplazamiento del intercambio catidnico en el suelo
(Larson y Weber, 1994). Los minerales arcillosos contienen silice, oxigeno y aluminio, aunque
también pueden encontrarse hierro, magnesio, potasio, calcio, sodio y algunos otros elementos
en cantidades variables (Alexander, 1990).

En comparacion con la arcilla, el limo ejerce una influencia menor en las propiedades fisicas,
quimicas y biologicas del suelo. Por su parte, la particula de arena, unidad comparativamente
grande, expone una pequeiia area superficial, teniendo todavia mencr trascendencia. Sin
embargo, ésta afecta el movimiento de agua y del aire (Foth, 1990).

En términos generales, los suelos se dividen en suelos de textura fina y gruesa. En los primeros,

predomina fa arcilla; lo que les permite tener una mayor capacidad de absorcion de nutrimentos
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y usualmente son mas fértiles. Los {ltimos son suelos arenosos, los cuales tienen poros grandes
y permiten una mas rapida infilracion del agua. Sin embargo, los suelos arcillosos tienen una
mayor capacidad de retencion de agua debido a su mayor area superficial y presentan un
volumen de vacio total mayor que los suelos arenosos (Aguilera y Martinez, 1996).

2.1.3 Fiujo de contaminantes en el suelo

La industrializacion de la sociedad ha venido a incrementar fa produccion y emision de
sustancias quimicas naturales y xenobibticas, muchas de fas cuales tienen su punto final en el
suelo; debido a que sus componentes tienen una gran capacidad para retener compuestos
quimicos, sobre todo aqueilas moléculas polares o fones divalentes o trivalentes cargados
positivamente. En consecuencia, el suelo es un receptor nato para toda clase de sustancias
quimicas, encontrandose con frecuencia en concenfraciones considerablemente mayores que
en ofros compartimentos ambientales. Esta situacidn podria inducir un mayor 0 menror impacto
en las funciones del suelo como ecosistema, entre las que se necuentran la descomposicion de
la materia organica, ta mineralizacion de nutrimentos y la sintesis de sustancias himicas
(Verhoef y van Gestel, 1995).

£l suglo juega un pape! importante en el transporte y remocion de los contaminantes ya que: (2)
provee una superficie de absorcitn; (b) actlia como un amortiguador en el sistema y (c) sirve
como filtro para los contaminantes. Los procesos de transporte dominantes, relacionados con el
suelo, son la adsorcion y lalixiviagion (eluviacion-iluviacién) (Conell y Miller, 1984).

£l proceso de adsorcion esté influenciado por varios factores, entre los que destacan: (1) la
estuctura caraclerisica del quimico {peso molecular, ~ grupos funcionales, solubllidad vy
coeficiente de particién) (Means, ef al.; 1980; Dzombak y Luthy, 1984; Maxin y Kbgel-Knabner,
1995), (2) el contenido de materia organica en el suelo (Means, ef al; 1980; Dzombak y Luthy,
1984; Ragle, et al, 1997); {3) el pH del medio {Verhoef y van Gestel, 1995); {4) el tamaiio de las
particulas (textura) {Alexander, 4995), {5} fa capacidad de intercambio idnico (Alexander, 1985} ¥
{6) 1a temperatura (Verhoef y van Gestel, 1995).
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La adsorcion de fos compuestos quimicos organicos por materiales arcitosos o materia orgnica
ocuire por una o mas de las siguientes interacciones: fuerzas dg Van der Waals, enlaces de
hidrogeno, interacciones dipolo-dipolo, intercambio ibnico, enlaces covalentes, protonacién,
intercambio de ligandos, yfo particion hidrofébica (Pierzynski ef al, 1994; Pignateflo, y Xing.
1996; Dec y Bollag, 1997).

Los estudios de la cinética de la adsorcién y desorcin proveen ofra perspectiva en el
comportamiento de los txicos que es relevante en Ia evaluacion de riesgos (Alexander, 1995).
Para los compuestos hidrofobicos, asi como para algunas ofras sustancias, el alcanzar el
aparente equilibrio en la adsorcion podria requerir semanas, meses y algunas veces,
posiblemente varios afios. La fase inicial de adsorcion es rapida, y frecuentemente cerca de la
mitad del compuesto quimico en solucion acuosa es removido del suelo en unos pocos minutos
u horas. Esta primera fase es seguida por una considerable baja en la adsorcion, 1a cual puede
ser de una prolongada duracion {Alexander, 1995).

El movimiento de los contaminantes a través del suelo incluye al agua como acameador y el
desplazamiento resulta de una fuerza externamente aplicada, tal como la gravedad (Fig. 1). EI
movimiento significativo origina lixiviados los cuales pueden reducir fa concentracion de los
contaminantes en &} suelo pero causan problemas ds contaminacién en los mantos acuiferos
{Conell y Miller, 1984). En general las especies polares son mas moviles en el suelo, que las
especies no polares, incrementando su movilidad de fa siguiente forma: hidrocarburos >éteres
>aminas terciarias >nitro compuestos >esteres >cetonas >aldehidos >amidas >acidos {Conell y
Mitler, 1984).

En resumen, el movimiento de un contaminante organico en ef suelo depende de caracteristicas
quimicas tales como su solubilidad relativa en agua; su presion de vapor; sutamafio molecular;
Su carga y presencia de ofros compuestos organicos. La capacidad de! suelo para adsorber y
secuestrar compuestos organicos, estd directamente asociada con ef contenido de materia
orgdnica, ef tipo y porcentaje de arcillas (tanto cristalinas como amorfas) presentes; estructura
del suelo; pH, asi como con la frecuencia, intensidad y duracion de la contaminacion y con el
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fljo de agua a través del perfil del suelo (Conell y Miller, 1984; Hatzinger y Alexander, 1995,
Cammichael ef al,1997).

C (Dela!asegaseosadelsueb)
Superficie del suelo. +|

Malerial adsochido

Figura 1. La fase minesal {sdlida) def suelo se encuentra usuaiments en agregados y &f agua fluye & lravés de
canales entra los agregados. Un contaminante disuelto en el agua (C) puede ser removido de la solucion por
biodegradacion, (células), volatilizacion a fa fase gaseosa y por adsorcion en la materia organica y la superficia
mineral de las agragados. La adsorcion puede oouir en la supesficie de Jos agregados o dentro de las grietas de
los agregados. Los contaminantes adsorbidos y atrapados dentro de los agregados no son facilments transportados
por o flujo de agua. La adsorcion y volatilizacion reduce la concentracion da contaminantes en I fase acuosa, To
cual baja la tasa de blodegradacion al disminuir la biodisponibilidad del sustrato (Botwer y Zehnder, 1993).

2.1.3 Procesos de transformacién de los contaminantes en el suelo

Las reacciones abioticas y bidticas, por separado o en combinacion, son [as responsables de las
transformaciones de los contaminantes en el suelo. Se asume frecuentemente que la
degradacion de los compuestos quimicos orgnicos es mediante procesos bidticos; sin
embargo, pueden ocurrir simultaneamente reacciones abibticas (Pierzynski, ef al, 1994).

En el suelo, las transformaciones abiéticas ienen lugar en Ia fase liquida (solucion del suelo) y
en la interfase solido-liquido. En 1a solucitn, las reacciones de hidrélisis y redox, son las
transformaciones abidticas mas comunes. Las arcillas, fa materia organica, y los Oxidos
metalicos son capaces de catalizar las reacciones abioticas que ocurren en el suelo. Los
cationes intercambiables, también pueden influenciar las transformaciones de los compuestos

quimicos en el suelo (Bouwer y Zehnder, 1993}.
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Las transformaciones microbianas de los compuestos quimicos organicos son clasificadas de la
siguiente manera: (1) biodegradacitn (¢! contaminante es usado como sustrato para el
crecimiento), {2) comensalismo (el contaminante es transformado por reacciones metabblicas
sin ser usado como fuente de energia); (3) acumulacion (el contaminante es incorporado dentro
del microorganismo}; (4) polimerizacién o conjugacién (el contaminante es ligado con otro
compuesto organico); y (5) efectos secundarios de la actividad microbiana (e) contaminate es
transformado debido a un efecto microbiano indirecto, i.e., modificaciones de pH) (Bollag y Liu,
1990). Aunque estas transformaciones se consideran mediadas por microorganismos, también
se inchiyen transformaciones abidticas, especialmente en las transformaciones relacionadas con
las categorias 4 y 5 (Pierzynski ef af, 1994).

La biodegradacién es considerado &l principal proceso en el que los compuestos organicos son
rransformados a productos inorganicos como CO,, H:0, y sales minerales. En ecosistemas
naturales, la biodegradacién de los compuestos organicos, es debida principalmente a bacteriag
heteroirofas y actinomicetes, algunas bacterias autétrofas, hongos incluyendo basidiomicetes y
levaduras, y protozoarios especificos {Pierzynski, ef al, 1994),

2.2 HIDROCARBUROS DEL PETROLEQ

Los hidrocarburos se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente ocesnico, atmosférico
y terrestre, pero pueden o no haberse onginado de! petréleo; por o que es dificil determinar el
origen de los hidrocarburos en una muestra ambiental basada en su composicion. Tal dificultad
refleja Jas muy variadas fuentes y flujos de hidrocarburos, lo cual determina la magnitud y el
rango de entrada de estas substancias a un sector particular del ambiente (Botello, 1996). Las
descargas y pérdidas de pefrdfeo crudo o refinado forman parte de este fujo de material a fravés
de la interaccién de los procesos naturales e inducidos, Consecuentemente una evaluacion
ecotoxicolégica del impacio de los hidrocarburos def petrdleo en un sistema ambiental global,
depende del conocimiento del balance de material y flujo de Ias operaciones pefroleras y de las
tasas de produccion; ya que las operaciones petroleras incluyen una secuencia de pérdidas de
material y conversiones quimicas, con consecuentes descargas a diferentes compariimentos de
la ecosfera (Connell y Miller, 1984).
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2.2.1 Caracteristicas y composicién

Tanto ¢! petrdleo crudo como el refinado varian ampliamente en sus propiedades fisicas y
composicidn quimica, dependiendo de su origen y en el caso de los productos refinados, de la
naturaleza del proceso de refinacion. Estos factores también producen diferencias importantes
en las propiedades ambientales tales como la sojubilizacitn, volatiiizacion, oxidacion fotoquimica
y microbiclbgica y toxicidad bioldgica (Connell y Miller, 1984).

El nimero de los componentes individuales en los diferentes fipos de pefrdleos es muy grande
{mas de 100 compuestos diferentes)(Cole, 1994) y el difema de interpretacion se agrava, debido
a fa alteracidn del pefréleo, ya sea por mecanismos fisicoquimicos { Le., folo-oxidacion,
evaporacion, dilucién) o bien por efecto de los microorganismos que estan presentes en el suglo.
Asi la composicion quimica de los petréleos de las diferentes regiones productoras, y adn los
provenientes de una misma regidn varian ampliamente, ya que contienen miles de diferentes
compuestos quimicos originados y ensamblados de manera distinta durante su diagénesis o

formacioén geoguimica (Botello, 1996).

Los principales elementos que componen e! petréleo son el Carbono (80-87 %) y el Hidrogeno
{10-15%), aungue otros como el Azufre (0-10 %), Nitrdgeno (0-1%) y el Oxigeno (0-5%) estan
presentes en cantidades menores ya sea en su forma elemental o bien como constituyentes
heterociclicos y grupos funcionales. También se reportan algunos metales fraza como Vanadio,
Niquel, Hiero, Aluminio y Cobre cuya concentracidn varia dependiendo del fipo de pefrélec
crudo y de la regién donde se formd (Botello, 1996). En la tabla 1 se presenta la composicion
*promedio™ de un petrdieo crudo segin Koons {1973).

Los petréleos crudos son clasificados de acuerdo a sus propiedades fisicas o su composicién
quimica. La gravedad especifica determina si son clasificados como ligeros, medianos o
pesados. Los petrdleos crudos también pueden ser separados en fracciones quimicas de
acuerdo con su punto de ebullicion, La cantidad refativa de compuestos de las diferentes
categorias son algunas veces usados para clasificar el petréleo (p. ¢j. , parafinico, nafténico, alto
o bajo en azufre) (Botelio, 1996).
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Tabla 1. Compostclén tipica de un petréleo crudo (Koons, 1973}

Componenta Porcentaje
Por tamafio melecular

Gasolinas (Cs-Cro) 0%
Kerosenas {C10-C12) 10%
Destilados ligeros {C12-Cx) 15%
Deslilados pesados {Ca-Cu) 25%
Residuos pesados 20%
Por composicién

Hidrocarburos saturados 30%
(Alcanos lineales y ramificados}

Hidrocatburos nafténicos 50%
(Cicloalcanos)

Hidrocarburos aromalicos 15%
Compusstos polares 5%

(Nitrégeno, azufre, oxigeno}

Los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPs) son moléculas organicas no polares
constituidas por dos o mas anillos bencénicos inimamente ligados o conectados en su
estructura molecular, éstos pueden presentarse como no substituidos o bien presentar una
substtucién en un &omo de hidrogeno por grupos metilo. En la tabla 2 se dan algunas
caracteristicas de 31 HAP’s de interés ambiental. Los compuestos van del naftaleno (CroHs, dos
aniflos) hasta el coroneno (CaHrz, siete anillos); compuestos con nitrdgeno, azufre y oxigeno
son frecuentemente incluidos en la clasificacion de los HAPs. Algunos miembros de estos
compuestos han sido identificados por exhibir propiedades toxicas/pefigrosas (tabla 2); razdn por
la cual, la Environmental Protection Agency (EPA) ha incluido 16 HAP's en su lista de
contaminantes prioritarios para ser monitoreados en efluentes industriales (Dzomback y Luthy,
1984). El petrdleo crudo contiene de 0.2 a 7% de HAPs; el cual se incrementa con la gravedad
especifica del petroleo. En general los HAPs tienen baja solubilidad en agua, aftos puntos de
fusion y ebullicidn y baja presion de vapor. La solubilidad decrece, los puntos de ebullicion y
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fusion se incrementan y la presidn de vapor decrece con el incremento en el peso molecular
(Kaif, et al,, 1997)

Tabla 2. Garacterisrticas estructurales, fisicoquimicas y bioldgicas de 31 HAPS* de interes ambiental.

Compuesto Peso Formula Nimaro  Potencial Solubilidad Enlistado

Molecular  Molecular  deanillos Carcine- en agua como
génico® HglL contaminante®

Naftaleno 128 CuHs 2 31700 E

Acenaftleno 152 CuHs 3 E

Acenaflene 154 CuHue 3 3930 E

Fluoreno 166 CuHu 3 - 1980 E

Anfraceno 178 CuHwe 3 - 73 E

Fenantenp 178 Citie 3 - 1290 E

Fluorantenos 202 CisHewo 4 - 260 E.W

Fireno 202 CuHio 4 - 135 E

Benzo (a) 216 CriHiz 4 _ 45

fluoreno

Benzo (b} 216 CuHs2 4 _ 2

fluoreno

Benzo (c) 216 CrHiz 4 _

fluoreno

Benzo (a) 228 CigHiz 4 + 14 E

antraceno

Benzo (¢} 228 CreHez 4 —+

fenantreno

Criseno 28 CuHnz 4 + 2 E

Trifenfleno 228 CuHiz 4 43

Benzo (ghi) 226 CisHo 5 - _

fluoranteno

Benzo (b) 252 CaHn 5 ++ E

fluoranteno

Benzo ) 262 CaHn 5 + w

fluoranteno

Benzo {k} 252 Caotliz 5 _ EW

fluoranteno

Benzo (a} 252 CxHiz 5 +++ 38 EW

pireno

*Hidrocarburos Arométicos Policiclicos
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Compuesto Peso Formula Numero  Potenclal Solubilidad Enlistado

Molecular  Molecular  deanillos Carcinogé-  enagua como
-nico? Byl contaminants®

Benza {8} 252 CaHiz 5 _ 55

pirenc

Perileno 252 CxHiz 5 _ 04

Dibenz (ac) 278 CaHu 5 +

anfraceno

Dibenz [ah) 278 CzHu 5 A+ 249 E

antraceno

Anlantreno 276 CxHp 6 -

Benzo (g,hj) 276 CuHi 6 0.26 Ew

perileno

Indenc 218 CaHiz 6 * EW

{1,2,3-cd)

pyreno

Dibenzo (ah) 302 CaHu 6 e+

pireno

Dobenzo (3} 302 CauHu [ +H

pireno

Dibenzo {al) 302 CauHu +

pireno

Coroneno 300 CaHs2 7 - 0.14

*Nabional Acaderny of Science (1992). ~ no carcinogénico; 1 incierlo; + carcinogbnico; ++ y +++ fuertemente carcinogénico
HLista de contaminantes en Environmental Protection Agency (E) y Workd Healt Organization (W).

2.2.2 Los hidrocarburos del petréleo como contaminantes y su degradacién

Como contaminantes, los hidrocarburos otupan una posicién intermedia entre altaments
bicdegradables, biogénicos y altamente recalcitrantes; ya que tienen un origen biclégico, pero
por procesos geoquimicos ¥ después por refinamiento se aiteran de una forma importante
(Bartha, 1386). La fraccibn biodegradable puede ser fransformada por microorganismos a una
forma més estable. Mientras que fa fraccién recalcitrante tiene una alta resistencia a la
biodegradacion; sin embargo, !a fraccion persistente puede bajo condiciones especificas, de
acuerdo al compuesto que se trate, sufrir una biodegradacion (Wise y Trantolo, 1994).

13
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Tanto en la fierra como en el mar, el nivel de descargas {afluentes, derrames, operaciones de
limpieza, efc.) representa probablemente més del 90% de la contaminacion total de
hidrocarburos antropogénicos (Bartha, 1986). Los suelos en particular pueden recibir
hidrocarburos como el petrdleo crudo en lugares adyacentes a pozos de extraccion o bien por
fugas en los oleoductos; en tales lugares, 'os vegetales son afectados drasticamente y la

agricultura puede liegar a ser imposible (Joergensen et al, 1995).

En el suelo los hidrocarburos estan sujetos a una rapida infiliracion vertical y a menos que esto
se prevenga por un clima frio o por saturacién de agua, la evaporacion y ia fotodegradacion de
hidrocarburos en el suelo es muy bajo, sélo cantidades del 1-2% del derrame (Bartha, 1986).

Antes de que ocurra un derrame de petroleo, aire y agua estan distribuidos en los espacios
intersticiales de tas diferentes zonas del suelo en una relacion directamente proporcional & la
profundidad (la saturacion se incrementa conforme aumenta la profundidad); sin embargo,
después de que ocurre un derrame, los hidrocarburos de! petréleo compiten con €l agua y el aire
por los espacios porosos. El vapor de los hidrocarburos puede rapidamente desplazar al aire,
mientras que el volumen de los hidrocarburos fiquidos compite con e! agua por los espacios
intersticiales disponibles (Cole, 1994).

Los hidrocarburos derramados, se mueven hacia abajo dehido a la fuerza de gravedad; aunque
puede ocurir una migracion horizontal debido a la fuerza de capitaridad entre el Hquido
dewamado y las particulas del suelo (Fig. 2) {Cole, 1994).

L.a fotodegradacion de los hidrocarburos es muy baja y los combustibles derivados del petréleo
crudo son muy toxicos para muchos organismos; sin embargo, para ofros son aprovechables
como sustrato, en parficular en el caso de bacterias y hongos (i. e., Staphylococcus,
Acinetobacter, Serratia, Clostridium, Baciflus, Pseudomonas, Penicilium, Aspergillus, Rhizopus)
(Wise y Trantolo, 1994). Las poblaciones bacterianas responden favorablemente ala adicion,
en el suelo, de parafinas, y ofros hidrocarburos alifaticos derivados del petrbleo, provocando
que éstos sustratos verlidos en el suelo fleguen a desaparecer {Alexander, 1990).

14
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Los contaminantes orgénicos, al ser alterados quimicamente pierden con frecuencia su
capacidad thxica o la modifican. El petrbleo crudo y sus productos de refinacion empiezan a
sufrir cambios en su composicion al ser expuestos al aire, agua o a la luz solar (Fig. 3). Los
componentes de bajo peso molecular se evaporan rapidamente, el porcentaje de evaporacion
varia de cerca del 10% en los derrames de pefréleo de crudos pesados y productos refinados
{Diesel No. 6) hasta més de 75% para crudos ligeros y productos refinados (Diesel No. 2,
gasolina). Menos de! 5% del petréleo crudo y productos refinados (principalmente aroméaticos de
bajo peso molecular) se disuelven en agua. Los hidrocarburos expuestos a la luz solar, al aire o
al agua pueden ser transformados a compuestos polares oxidados (foto-oxidacion) (Albers,
1995).

Ao
< 5=
L5 7 2N
Oxidacion T
Quimica Evaporacion
Foto-oxidacitn
Pongiracion 2l suelo
Desting Bioldgico

1. Degradacion por los micreorganisimas del suelo
2. Metabolismo de las plantas
3. Metabolismo de los inverlebrados del suglo

Figura 3. Diferentes destinos que pueden seguir jos contaminantes ofgénicos, como
los hidrocarburos, derramados en la superficie del suelo (Albers, 1995).
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Dado que el petrdleo es una mezcla compleja de hidrocarburos aromaticos, alifaticos y varios
compuestos heterociclicos, incluyendo compuestos que tienen ef oxigeno, nitrbgeno, y azufre en
su estructura quimica, la mezcla puede ser fraccionada en una fraceion saturada de aliféticos,
una fraccion de aromaticos y una fraccion asfaltica o polar (Cole, 1994),

Dentro de los hidrocarburos de la fraccidn saturada se incluyen los n-alcanos, ramificaciones de
acanos y cicloalcanes (nafienos). En el proceso de degradacion, el atague iniciaf es sobre los
aleanos de cadena corta , el cual se lleva a cabo por medio de tres mecanismos: (1) La cadena
es atacada por una monooxigenasa, la cual introduce un &tomo de oxigeno en el grupo metil
terminal que da como resultado un alcohol primario, el cual es después oxidado a un aldehido y
a un &cido graso {éste es uno de los mecanismos mas frecuentes); (2) hay una
deshidrogenacion, lo que da como resultado un alqueno, que es melabolizade a alcoho!
primario, después a un aldehido y finalmente a un &cido graso no involucrado en el paso de la
oxidacion; (3} por dhimo la formacién de un hidroperéxido alquilo, el cual es convertido
directamente a 4cido graso, desviandose el paso de alcoho! primario y aldehido. Cuando se ha
formado el Acido graso, éste es metabolizado para dar lugar a la beta oxidacion y llegar a fa
AcefilCoA. Los alcanos de cadena larga al ser degradados forman un alcohol secundario que
surge de la oxidacion y es metabolizado a cetona, por tltimo ésta origina un éster (éster acetil).
El éster produce un alcohot primario mas un 4cido graso (4cido acético). El alcohol primario es
oxidado en forma directa a un aldehido y éste a su vez a un &cido graso analogo y del alcohol
primasio como el aldehido se produce la beta oxidacion (Bouwer y Zehnder, 1993).

La degradacion de cicloalcanos sustituidos ocurre mas répidamente que la degradacién de las
formas insustituibles, pariculamente si hay un n-alcano sosteniendo adecuadamente una
cadena larga. En tales casos ¢ ataque microbiano normalmente ocurve primero en 1a porcion
sustituible, iniciando un producto intermediario de un &cido carboxilico ciclohexano o un
compuesto relacionado. Estos hidrocarburos no presentan grupos mefil terminales y son
biodegradados por un mecanismo a la oxidacion terminal. El grupo hidroxit es oxidado a un
aldehido y un grupo carboxilico. El resultado es un &cido dicarboxilico que después es
metabolizado por la beta-oxidacion (Bouwer y Zehnder, 1993).
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La degradacion de compuestos aromaticos por bacterias normalmente implica la formacion de
un diol seguido por una divisidn y formacidn de un discido tal como el cis-cis cido mucdnice; €l
cual es metabolizado hasta llegar a Acetil-CoA y la ofra via por fa que ¢l anillo del catecol puede
ser abierto es el “meta desdoblamiento” del cual resulta un grupo hidrdxilo en e compuesto 2-
cis-cishidroxi-semialdehido mucdnico, el cual es metabolizado a acido piriivico mas acetaldehido
(Bouwer y Zehnder, 1993).

2.2.3 Anélisis de Hidrocarburos en el suelo

La eskructura heterogénea de la matriz del suelo complica la determinacién analitica de los
contaminantes en el mismo. La exfraccidn de los contaminantes depende de varios factores,
tales como las propiedades fisicas y quimicas de las sustancias, las caracteristicas del suelo y la
interaccion enfre ambos. Raramente el confaminante se encuentra uniformemente distribuido en
el suelo. Dado que los hidrocarburos normalmente consisten de una mezcla de diferentes
compuestos y el suele también esta constituide por diversos compuestos minerales y organicos,
se pueden observar una variedad de efectos de absorcion, solubiidad y polaridad. Dependiendo
de fa muestra a analizar, se han probado varias técnicas de extraccion (Yeung ef al, 1994)
siendo las méas empleadas la extraccién con equipo Soxhlet, el cudl es un método eficaz para la
extraccidn de hidrocarburos de muestras de suelo o matrices similares y la sonicacion. Entre los
mélodos tadicionales para la cuantificacion de los hidrocarburos totales ded petréleo, se
encuentra el método EPA 4181 (EPA, 1983). Para [a obfencidn y separacion de fos
hidrocarburos del crudo, se han reportado ef uso de extracciones liquido-liquido, y cromatografia
de fluidos superciticos, con excelentes recuperaciones, sin embargo, por razones de costo y de
eficiencia, se prefiere el uso de cromatografia en columna empleando adsorbentes como la silica
gel, alimina 0 mezclas de ambas. Las fracciones obtenidas son cuantificadas en cromatografia
de gases con detector de jonizacién de flama, Cromatografia de gases/masas u ofras técnicas
alternas como Cromatografia de gases/extraccion térmica (Grimmer, 1984; Pollard et af, 1992;
Dwijen y Murray, 1897).
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2.3 PRUEBAS ECOTOXICOLOGICAS

Desde su inicio, la Toxicologla se interest casi exclusivamente por el efecto de Jas sustancias
quirnicas sobre el hombre y muy secundariamente, sobre algunos animales; es decir, ha sido
una toxicologia humana (Albert, 1990).

Muy recientemente, y solo a causa de ese interés antropocéntrico, nos empezamos a preocupar
por los efectos sobre el medio; naciendo asi la toxicologla ambiental, y posteriormente, en 1969
Truhaut introdujo el termino "ecotoxicologfa® en el que el objetivo a preservar no es el género
humano ni ninguna otra especie en forma aistada, sino el conjunto de elementos biologicos y no

biokdgicos que integran un ecosistema (Duffus, 1983).

Segin el belga Guido Persoone, experto en toxicologia acuatica, probablemente 1a mayor
diferencia entre 1a toxicologia humana y la ecotoxicologia, al menos desde el punto de vista de
aceplabilidad del riesgo, es que, para la ecofoxicologia, la desaparicion de unos pocos
individuos en una poblacion de plantas o animales no se considera generalmente de crucial
importancia, en fanto que se mantengan las funclones propias de fa poblacion y la comunidad
biologica en el ecosistema (Albert, 1980},

La ecotoxicologla de fos contaminantes es considerada como una secuencia de interacciones y
efectos controlados por sus propiedades fisicas y quimicas. Un contaminante descargado al
ambiente esta sujeto a dispersion fisica en la atmbsfera, agua o suelo, al mismo tiempo que
puede ser quimicamente modificado o degradado por procesos abitticos o con mayor frecuencia
por organismos presentes en el ambiente; frecuentemente, los productos de la degradacion
pueden, por si mismos, tener un impacto perjudicial mayor que el contaminante original. En
agunos casos &) ambiente puede ser modificado por los procesos de degradacion mas que por
el contaminante en si {Connell y Miller 1984).

Los organismos de diferentes niveles trdficos exhiben una variedad de reacciones ante 1as
substancias toxicas introducidas en el ambiente. Tales reacciones, van desde fas poco
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significativas hasta efectos subletales, tales como fa reduccién en el crecimiento, en la tasa de
reproduccion, efectos en el comportamiento o finaimente efectos letales (Salanitro ef al, 1997).

£1 concepto de toxicidad se refiere a la propiedad de una substancia de producir un efecto
daflino sobre un organismo. Si la toxicidad es aguda, en el témino esta implicita la muerte del
organismo a causa del deterioro producido por la substancia toxica. Si fa toxicidad es cronica,
podra sobrevivir hasta que se rebase el limite de su capacidad homeostatica (Duffus, 1983).
Para que el toxico produzca tales efectos debe ser incorporado al organismo; ya que los grados
de toxicidad estan en funcion de los niveles que alcance en los tejidos del organismo; estos
niveles se relacionan con la concentracion del compuesto en el medio, lo cual depende tanto del
tipo de contaminante como def organismo y del tiempo de exposicion (Duffus, 1983).

El estudio de las caracteristicas ecotdxicas de un producio, se viene haciendo medianie la
exposicion al toxico, durante diferentes periodos de tiempo, de determinadas especies que se
consideran indicadores por su escasa o gran sensibilidad; de las cuales, las més ulilizadas en el
medio terrestre son lombrices de tierra (Eisenia spp y Lumbricus spp), plantas (Oryza sativa,
Avena saliva, Triticum aestivum, Phaseolus spp Y Lactuca sativa, efg.) y colémbolos (Folsomia
candida y Heteromurus nitidus). Se han propuestos numerosos ensayos in vivo o in vitro, incluso
con el empleo simultaneo de varias especies {ensayos multiespecies), que solo consideran dos
variables: concentracion del toxico y iempo de exposicion {Beyer y Greg, 1985).

La evaluacién mas comin de la toxicidad es |a medida de la letalidad a corto plazo. Para una
sustancia dada, esta medida implica la determinacion de la concentracion media que es letal
para una proporcion fia, de ordinario el 50% de una poblacién de organismos de prueba
después de la exposicion continua durante un tiempo fijo (Clso). Ademas de la Clso, pueden
usarse ofros parametros en los estudios de la letalidad a corto plazo. Por ejemplo, la dosis letal
minima {DLM), que es la dosis que mata como minimo un organismo de fa poblacion de prueba
a lo largo del periodo de prueba. Esta puede denominarse DL1. También puede determinarse,
¢omo Pham-Huu-Chanh ha sugerido, la dosis maxima nunca fatal en 24h (DMNF) y la dosis
minima siempre fatal en 24h (DMSF), que es la dosis minima que causa el 100% de mortalidad
en este iempo (Duffus, 1983).
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La medida de 13 letalidad a corto plazo es un aspecte de la evalvacion de la toxicidad aguda, Ja
cual es definida como “los efectos adversos totales producidos por una sustancia tbxica cuando
se administra en forma de dosis Unica® (Duffus, 1983).

2.3.1 Uso de microorganismos en prughas de toxicidad

Los microorganismos juegan un papel importante en el flujo de nulrimentos en los ecosistemas y
son ubicuos en la naturaleza;, ademds de ser utilizados en proceses de tratamiento de
deshechos muricipales e industriales y en biorremediacion. Por lo anterior, es esencial evaluar
el impaclo de los quimicos en estos organismos para un mejor entendimiento y disefio de los
diferentes procesos de fratamiento {(Regno et al., 1998).

L.as pruebas de toxicidad microbfana tienen fa ventaja de ser rapidas y faciles en comparacion
de ofras pruebas con organismos superiores debido principalmente al ciclo de vida tan corlo de
Jos microorganismos y a la posibiidad de observar efectos tbxicos sobre varias generaciones en
un marco de tiempo limitado y las altas concentraciones de toxicos que pueden ser empleadas
(Bitton y Koopman, 1986). Las pruebas microbioldgicas han experimentado suficientes
evaluaciones y refinamientos, slendo ahora ampliamente usadas en pruebas de toxicidad.
También, son reproducibles y consideradas como confiables (Liu, 1985).

Considerables investigaciones se han llevado a cabo para evaluar los efectos toxicos de los
quimicos en organismos del suelo (Hatzinger y Alexander, 1985; Joergensen et al, 1995; Kwan
y Dutka, 1992; Liu y Strachan, 1981, Mahendru y Dubey, 1987; Nichols et al, 1997,
Nimnatakhandan et al, 1994; Regno et al, 1998; Ronnpage) ef al, 1995; Zemanek et al, 1997).

Los diferentes métodos incluyen la evaluacion de los efectos de los compuestes quimicos en el
nigmero de organismos por conteo directo; fa diversidad o composicidn de organismos;

produccion de biomasa y actividad microbiana (Bartha, 1982).

La medicion de la actividad microbiana, es un método directo, ya que un incremento o
decremento en la actividad microblana del suelo puede ser comelacionado con factores
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ecologicos externos; lo que a hace una metodologia valiosa en la evaluacion de la toxicidad del
sueto (Regno et al., 1998).

La achvidad enzimitca es un indicador directo de la actividad microbiana, ya que muestra el
potencial de los microorganismos de! suelo para degradar compuestos organicos asl como
xenobibticos, y puede indicar el efecto dafiino de los toxicos en las poblaciones micrabianas del
suelo (Zemanek et al.,, 1997). El estudio de la actividad enzimatica en los suelos, se uso en un
principio como un “indice de fertiidad® de los suelos. Sin embargo, estudios subsecuentes
mostraron que no habia relacion entre la actividad enzimética del suelo y €l rendimiento de las
cosechas (Bitton y Koopman, 1986). Las contradicciones en algunas de las investigaciones
llevadas a cabo, podrian ser debidas a la localizacion de las enzimas en €l suelo. Algunas de las
enzimas son asociadas con las células vivas; mientras que ofras se encuentran asociadas con
arcillas y coloides himicos, las cuales pueden persistir por largos periodos en el suelo después

" dela muerte celular. Las enzimas intracelulares, como las deshidrogenasas, son fos mejores
indicadores de la actividad bioldgica en suelos y agua; consecuentemente, pueden ser
excelentes indicadores det efecto inhibitorio de las substancias tdicas. (Bitton y Koopman,
1986).

Mahendru y Dubey (1987), para determinar la actividad bacteriana en el suelo, usaron la
respiracion, el conteo bacterial viable y la actividad deshidrogenasa. Encontrando una
comelacion positiva entre [a respiracién del suelo y ef niimero de colonias de bacterias y entre fa
respiracion del suelo y ia actividad deshidrogenasa. Si bien la detemminacion de la actividad
enzimatica en suelos es una efectiva, rapida y barata forma de medir 1a toxicidad, los autores
recomiendan que la actividad deshidrogenasa se use en conjunto con mediciones
respirométricas del suelo y enumeracion de células microbiales (Regno et al., 1998).

Por su parte, Liu y Strachan (1981) desarrollarén una prueba de toxicidad rapida, basadaen la
reduccion de la rezasurina por la deshidrogenasa bacteriana usando una mezcla de bacterias
como organismos de prueba. Liu (1989), propuso el uso de Bacllius cereus para pruebas de
toxicidad en suelo, por ser un organismo tipico del suelo y tener una alta afinidad para adherirse
a las particulas de) mismo. Rénnpage! ef al., (1995) refomaron la técnica propuesta por Liu y
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Strachan {1981) y modificada por Liu (1989) y compararon la sensibilidad de la prueba tanto si
las bacterias entraban en contacto directo con la muestra o con un extracto acuoso de la misma;
asi como los bioensayos utlizando B. cereus, con bioensayos de Microtox en fase solida y con
extractos acuosos de la muestra; resultando fa prueba de contacto con B. cereus la mds

sensible a los compuestos quimicos utilizados.

2.3.4.1 Efecto de fos contaminantes en los microorganismos

Se han propuesto numerosos mecanismos por los cuales los toxicos inhiben y eventualmente
matan a las bacterias. Entre los mas importantes se ienen los que pueden causar dafio al
material genético o provocar la desnaturalizacion de las proteinas, como por ejemplo, los
compuestos halogenados. Ofros compuestos pueden causar el rompimiento de las membranas
celulares bacterianas (1. e. el fenol y los compuestos cuatemarios de amonio), resuitando en la
pérdida de proteinas, ADN, ARN, y otros materiales organicos (Bitton y Koopman, 1986).

Una accion subletal de los contaminantes es su habilidad para bloquear quimiomreceptores
bacterianos, lo cual puede Hevar a la inhibicion de procesos de descomposicion organica y de
autopurificacion. Uno de los efectos més importantes de los toxicos sobre las bacterias, es la
inhibicibn de la actividad enzimética {Bitton y Kcopman, 1986).

2.3.2 Uso de plantas en pruebas de toxicidad

Las pruebas de fitotoxicidad son usadas como parte de una bateria de prueba para la evaluacion
de sitios contaminados. Cuando se realizan trabajos de remediacién o recu;;eracibn de suelos
contaminados, las pruebas pueden ser usadas para asegurar la limpieza del sitio (Wang, 1991).
Las pruebas ecotoxicoldgicas han sido desarrolladas para obtener una evaluacién exfensiva
sobre la compatibilidad de sitios evaluados o remediados, con a flora y fauna. Los efeclos
fitoloxicos observados en suelos remediados podrian mostrar metabolitos toxicos que no serian
evidenciados por un andlisis fisicoquimico (Vorhef y Van Gestet, 1995).
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La Organizacion para la Cooperacién Econbmica y el Desarrolio (OCDE) ha desarrollado guias
de prueba para determinar los posibles efectos de sustancias quimicas solidas o liquidas
incorporadas a suelo en la germinacion de semillas y estadios tempranos de desamollo en una
variedad de plantas terestres después de una Unica aplicacion. En este punto existe un amplio
rango de especies de plantas recomendadas por diferentes organizaciones. Especies tales
como aroz, frijol de soya, fenugreco, cebolla, rabano, lechuga son mencionados en ta guia de
pruebas de fa OECD para pruebas de crecimiento de plantas ferrestres. Las especies de planias
mas usuales recomendadas por la Environmental Protection Agency (EPA, 1982}, la Food and
Drug Adninistration (FDA, 1987) y la Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD, 1984) para las pruebas de germinacion de semilias y elongacitn de raiz son: calabaza,
lechuga, rabano. Ofras especies de plantas que han sido sugeridas por la EPA y laFDA sonla
avena, maiz, zanahoria, frijo! de soya, frijol y frigo (Tabla 2}.

Tabla 2. Especies vegetales recomendadas por diferentes agentias para prusbas

de fitotoxicidad.
EPA FDA? QECD®
- frijol b Frijo! {mungo) 3
Col Col D Col (china} 2
Zanahotia Zanahoria ¥ -
Cebolla - -
Maiz Maiz M-
- - Berro 3
Calabaza Calabaza D -
- - Fenugreco 3
Lechuga Lechuga D Lechuga 3
- - Mostaza 2
Avena Avena M Avena 1
- - Nabo gallego 2
- - Rabano 2
- - Clavo rojo 3
- - Arroz 1
Cenleno Centeno M Centeno 1
- - Sorgo 1
Soya Soya o -
Tomate Tomate D -
- - Nabo 2
- - Arveja 3
- Trigo M Trige 1

315 FDA divide ks espeties en mono y dicotiedoneas, que se muestran como My D enfa tabla,
b2 OECD enlista tas especies en calegorias 1, 2y 3y recomienda usa? una de cada calegona.
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Los prolocolos de prueba mejor desarrollados para plantas terrestres son las pruebas de
laboratorio para la germinacion de semillas, emergencia, elongacion de ralz y crecimiento
vegetativo (Vorhef y Van Gestel, 1995). Las pruebas de fitotoxicidad deben ser incluidas como
parte de la bateria de prueba en orden de'un dasarrollo comprensivo del perfil de toxicidad de un

quimico especifico, pesticidas, efiuentes o sitios contaminados {Wang,1991),

2.3.2.1 Efecto de los hidrocarburos sobre el desarmrollo de las plantas

Los hidrocarburos que se encuentran contaminando el suelo, generalmente tienen un efecto
negativo en las comunidades vegetales. EI modo en que los hidrocarburos actizan sobre las
piantas es compigjo e incluye el contacto toxico directo y efectos deleteros indirectos mediados
por las interacciones de los hidrocarburos con los componentes abidticos y microbianos del
suelo (Bossert y Bartha, 1984). Ef contacto toxico ocurre primeramente por ef efecto solvente de
tos hidrocarburos de bajo punto de ebullicién, sobre la estructura de las membranas lipidicas de
las células. La toxicidad de los hidrocarburos disminuye en el siguiente orden: monoaromaticos
> olefinas > naftalenos > parafinas. Dentro de cada clase, la toxicidad es posiblemente
correlacionada con el incremento del peso molecular e inversamente comelacionada con el
incremento de la polaridad. El efecto indirecto de los hidrocarburos en el suelo, incluye una
disminucion en la cantidad de oxigeno disponible para las raices de las plantas, dshido al
exhaustivo uso de! oxigeno del suelo por fos microorganismos para fa degradacion de los
hidrocarburos. Tales condiciones anéxicas favorecen la produccion microbiana de compuestos
fitotoxicos como e H.S. Los microorganismos degradadores de hidrocarburos, también compiten
con las plantas por los nutimentos minerales. Ademas de que el petrdlee también afecta la
estructura fisica det suelo, disminuyendo su capacidad para almacenar agua y aire {Dedong,
1984).

Por otra parte, los intermediarios metabdlicos de la degradacion microbiana de los
hidrocarburos podria temporalmente incrementar la toxicidad de los mismos; ya que muchos de
fos productos de la degradacion incompleta poseen caracteristicas fitotoxicas, entre los que se
incluyen &cidos grasos, fendlicos y terpenoides (Stevenson, 1966 en Wang y Bartha, 1994).
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Las plantas que crecen en suelos contaminados por hidrocarburos pueden presentar sintomas
similares al efecto de la sequia, debido a que alrededor de la raiz se forma una pelicula grasosa
que impide la entrada de agua; ésto no sucede con todas las especies de plantas, se sabe que
las gramineas pueden adaptarse mejor a las condiciones mencionadas anteriormente y crecer
sin muchos problemas (Anderson ef al, 1993}, El agua representa un papel esencial en los
procesos metabdlicos y fisiologicos de las plantas, asi como el ransporte de sustancias y en el
mantenimiento de la turgencia; una deficiencia de este elemento limita el crecimiento y desarrallo
dea planta llegando al grado de aniquilarla en condiciones muy drasticas (Arnon, 1972).

El estrés hidrico afecta diversos procesos anatomicos, morfoldgicos, fisioldgicos y bioguimicos,
en algunas etapas de crecimiento de las plantas. Los efectos pueden ser una disminucion en el
crecimiento de Jas hojas, en el rendimiento det grano, en el rendimiento de la materia seca, en
la fotosintesis, en la transpiracion, cierre estomatice, decremento de fa concentracion interna de
CO; , reduccion de} drea foliar, reduccion de sintesis de ATP (Hsiao, 1973; Kramer, 1983}, El
estrés hidrico también es usualmente acompafiade por una disminucion de citocininas en los
exudados de la raiz lo que aparentemente se manifiesta en una interferencia en la sintesis de
proteinas y ARN. La translocacion de los carbohidratos a través del floema disminuye también
como respuesta a la sequia (Kramer, 1983).

Hsiao et al. {1976} propusieron que el crecimiento celular es probablemente el proceso mas
sensible debido al déficit hidrico causado por la disminucidn de turgencia, la cual es
indispensable para el alargamiento celular. El efecto anterior se refigja en la reduccion del area
foliar, La disminucion en la humedad del suelo produce un cambio estomatico y de
transpiracion, un efecto en la conductancia estomética de la hoja y en el aparato fotosintético.

La actividad fotosintética disminuye cuando el potencial de agua es limitante debido en parte 2l
cierre estomatico y en algunos casos al efecto directo en fos cloroplastos. El contenido de
clorofila en las plantas también disminuye a causa def estrés hidrico presentado en las plantas.
Hsiao ef al. (1976) afirmaron que Ja reduccion en el potencial de agua redujo la acumulacion de
clorofila en hojas etiofadas debido a la inhibicion en la formacidn de protoclorofila.
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La raiz de las plantas absorbe los contaminantes orgénicos, l0s cuales pueden ser confinados
en los tejidos de la planta en formas biologicamente menos disponibles. Otro proceso que se ha
observado en la extraccién de un contaminante organico del suelo por plantas, es la
acumulacion en fa raiz, 1a translocacion al xilema y la subsecuente volatilizacion de )a superficie
de las hojas. Un contaminante organico presente en el suelo, puede ser degradado ¢
mineralizado por las plantas o por los microorganismos asociados a ellas; pues aunque las
plantas tienen una significativa actividad metabdlica tanto en la raiz como en el tallo, lainherente
habilidad de las plantas puede ser aumentada por la actividad de tas comunidades microbianas
que se encuentran alrededor de la raiz, en los tejidos de la raiz, en el torrente del xilema, en el
tejido de hojas y tallo y en la superficie de tas hojas (Anderson ef al,, 1993).

2.3.3 Uso de lombrices de tierra en pruebas de toxicidad

Las lombrices de fiera (Annefida: Oligochaeta), posesn cualidades necesarias para
biomonitorear ecosistemas terrestres contaminados. Enfre las mas importantes se encuentran:
tamafo corporal grande, tamafio poblacional alto, faciles de colectar e identificar, su relativa
inmovilidad en el suelo, su estrecho contacto y alto consumo del sustrato proveen las
propiedades dptimas para un bicindicador { Heimbach, 1992 ).

Elsenia foelida es 1a especie més usada en los ensdyos para la evaluacion ecotoxicoldgica de
suelos. Tiene un amptic rango de tolerancia de pH, temperatura y humedad. Fue descublerta en
California en 1954, presenta una distribucién cosmopolita, es de un color rosa intenso, iene una
longevidad aproximada de 16 aflos, y una fecundidad de 1 500 lombrices/afio.

Las normas de Ya Organizacion para la Cooperacién Econémica y el Desarrollo (OECD, 1984) y
la European Economic Community (EEC, 1985), recomiendan a Eisenfa foefida y E. andrei
como organismos de prueba, debido a que ambas especies son cominmenle encontradas en
compostas y puede ser faciimente culivadas en el laboratorio en un sustrato de estiércol de
caballo o vaca (OECD, 1984 ). Son tres las pruebas de foxicidad aguda que se emplean con
mayor frecuencia, Una es la prueba de contacto con papel fitro (OECD, 1984 ), en la que las
lombrices de tierra adultas de las especies Eisenia spp. son expuesias a un papel fitro
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empapado con una solucién de la sustancia de prueba. La mortalidad es evaluada, y se obtiene
la CLso a las 48 horas cuyo valor es expresado como pg por cm? Este método ha demostrado
ser rapido, facil y reproducible (Edwards, 1983). Sin embargo, autores como Heimbach (1984)
demostrd que esta prueba no permite obtener valores predictivos de los efectos de los toxicos

sobre las lombrices en el suelo.

La segunda prueba emplea un suelo consttuido artificialmente (OECD, 1984 a), en la cual los
adultos de Fisenia spp. son expuestos al quimico de prusba mezclado con un susirato de suelo
artificial durante 14 dias. La mortalidad es el Onico pardmetro, y el valor de la CLso e5 expresado
como mg por Kg de suelo seco. Van Gestel y Ma (1990) demostraron que los resultados
obtenidos en el suelo arfificial, pueden ser faciimente trasladados al suelo natural; por esta razon
el uso de suelo arificial es aceptable, ademas de que se obtienen valores predicives con
respecto a los efectos que ocurren en el campo (Heimbach, 1992; Van Gestel, 1992).

La tercera prueba es ia propuesta por Ferriére ef al. {1981), cuya inica diferencia con la anterior
es que las lombrices adultas de la especie Eisenia spp son expuestas al quimico de prueba
mez¢lado con un sustrato amorfo de silica gel llamado Artisol. La prueba dura catorce dias y la
sobrevivencia es el Gnico parametro de prueba, expresado en féminos de la Cleo.

2.3.3.1 Efectos de los contaminantes organicos sobre la fombriz de fierra

Las pruebas de toxicidad aguda con lombrices de tierra, solo proveen informacién concemiente
ala mortalidad, fa cual usualmente ocurre después de dos semanas; en contraste, las pruebas
de toxicidad cronica han sido capaces de detectar desordenes fisiologicos a diferentes
concentraciones de contaminantes durante un tiempo prolongado. Entre los efectos observados,
se encuentrala disminucion en la produccin de huevos y en la eclosion de los mismos, pérdida
de la tonicidad de! cuerpo y desordenes en el comportamiento {Abdul Rida y Boughé, 1997).
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Autores como Neuhauser y Callahan. (1990), observaron una reduccion en el peso final y en [a
produccién de huevos, asi como efectos neurotdxicos en E. Foetida, debido a la exposicion de
los organismos a diferentes concentraciones de contaminantes organicos. Bauer y Rombke
{1997), observaron ademas una pérdida en la coordinacion de movimientos y paralisis.

Entre las caracteristicas que afectan el impacto de los contaminantes sobre las lombrices se
incluyen: la ruta de exposicitn, la solubilidad en agua, la volatilidad, el coeficiente de paricion
octanoliagua y 1a capacidad de adsorcion del suelo. Un suela con bajo contenido de humedad
puede disminuir 1a foxicidad de algunos quimicos, debido a la adsorcion competitiva de los
coloides de la arcilla 0 de Ja materia organica (Santer, 1997). '
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3. OBJETIVOS Y ESTRATEGIA DE TRABAJO

3.1 OBJETIVOS GENERALES

¢ Determinar la concentracion de hidrocarburos totales, alifaticos y aromaticos contenidos en
una muestra de suelo obtenida en una zona con influencia pebrolera y relacionarlo con las
caracteristicas edafologicas de [a misma.

o FEvaluar 1a toxicidad de una muestra de suelo contaminada con hidrocarburos, mediante
bioensayos de toxicidad aguda, utilizando diferentes especies de organismos.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

« Montaje y aplicacion de técnicas para caracterizacion y andlisis fisicoquimico de suelos
contaminados con hidrocarburos.

« Montaje y aplicacion de técnicas cromatograficas para la determinacidn de hidrocarburos
presentes en suelo.

« Montaje y aplicacitn de bioensayos con bacterias (Bacilus cereus), para la evaluacion del
nivel de toxicidad prevaleciente en suelos contaminados con hidrocarburos

* Montaje y aplicacion de bioensayos con plantas terrestres (Phaseolus wulgaris, Zea mays ¥
Triticum aestivum), de acuerdo con la guia de la OECD (1984), para la evaluacion del nivel
de toxicidad prevaleciente en suelos confaminados con hidrocarburos

« Montaje y aplicacion de ensayos de toxicidad con lombrices de fierra (Eisenia foelida), de

acuerdo con fa guia de la OECD (1984), para la evaluacion del nivel de toxicidad
prevaleciente en suelos contaminados con hidrocarburos.
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3.3. ESTRATEGIA DE TRABAJO

f T OBTENCIONDE |
| LA MUESTRA DE

EVALUACION DE
| LOS NIVELES DE
 CONTAMINACION

CARACTERIZACION
EDAFICA DEL SUELO
CONTAMINADO

CONFORMACION DE _M HC I ES

UN SUELO ARTIFICIAL torates | Hd Aauraticos Y| [l PESapos

L] POR IR i d HAPs PORCG 1 PORAA
i p——

' D!LUC!C)N DEL SUELO
CONTAMINADO
_ :

EVALUACION
ECOTOXICOLOGICA DEL

F’RUEBA DE
TOXICIDAD CON
PLANTAS NORMA
OECD 208

PRUEBA DE
TOXICIDAD CON
! BACTERIAS
1 TU Hamburg-Harburg

PRUEBA DE
TOXICIDAD CON
LOMBRICES

NORMA OECD 207 §

; EFECTOS EN EL
d DESARROLLO DE RAIZ Y
i TALLO

DE‘I'ERMINACION !
, DE LA LCs i
| ————————

Figura 4. Diagrama que muestra la estrategia de trabajo empleada, para cumplir con los objstivos
planteados
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 OBTENCION DE LA MUESTRA DE SUELO

£l suelo fue colectado enferrenos de larefineria *Lazaro Cardenas” en Minafitidn, Veracruz, en
la zona conocida como pantano de Santa Alejandrina. Ef muestreo fue realizado seqin la USDA-
SCS (1986), eligiendo varios puntos al azar y conformando una muesfra compuesta; dicho
muestreo fue realizado por el Instituto Mexicano del Petrdleo y la Universidad Auténoma
Metropolitana, Unidad iztapalapa. Una vez que la muestra estuvo en el laboratorio, se procedi6 a
su homogeneizacion y se mantuvo en refrigeracitn a 4 °C (cero bioldgico). Para [a determinacion
de parametros fisico y quimicos se secaron 2 Kg de suelo a temperatura ambiente; mientras que
para Ia evaluacion toxicolégica el suelo se ufilizd himedo, haciendo las correctiones pertinentes
con el valor de peso seco obtenido.

42 CARACTERIZACION EDAFICA DEL SUELO CONTAMINADO

Es muy importante conocer las propiedades y caracteristicas fisicas y quimicas del suelo {tabla
4), tales como pH, tamaiio de particulas, textura, porcentaje de humedad, capacidad maxima de
retencién de agua, densidad, contenido de materia organica, nutrimentos: N (NHa, NO3 ) P, K y
determinacion de metales pesados, ya que de todo ello depende ¢ fiujo de los contaminantes en
el suelo, asi como la disponibilidad que éstos tengan para los organismos que habitan
normaimente el misma.

Determinacién de pH en el suelo (Reyes Jaramilio, 1996)

Parala determinacion del pH, se colocaron 10g de suelo dentro de un vaso de precipitado, al
que se adiciond 25 ml de una solucién de CaClz 0.01M y se homogenizd por dos horas.
Posteriormente se obtuvo la medida ufilizando un eleclrodo sensifive a los iones H*

{potenciometro WTW).
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Tabla 4. Paametos y mélodos empleados para su determninacion en la
caracterizacion edafologica del suelo.

Tipo de analisls Método empleads

pH Potenciométrics (Reyes Jaramitio, 1956)

Color Tablas da Munsel (1930)

Densidad real Pienométrico (Reyes Jaramilo, 1996)

Espacio pofoso A partir de densidad real y aparente

Nitrogeno Kjekdahi {teckson, 1976)

Fosforo Bray (1945) (Reyes Jaramilio, 1996)

Textura Hidrometro do Bouyoucos {1962}

Materia ofganica Walkiay y Black {1934} (Reyes Jaramillo, 1996)

Determinacién del color del suelo (Tablas de Munsell,1990)

£l color del suelo se obtiene por comparacion de las tablas de color Munsell, las cuales permiten
unificar Ja denominacion del color. Las tablas de color Munsell consisten en diferentes cuadros
coloreados {243), distribuidos en tarjetas desmontables; ¢l ameglo que presentan esta hecho con
base en fas fres variables gue se combinan para dar cualquier color: matiz, brilio e intensidad.

Determinacion del tamato de las particulas y textura (Método de Bouyoucos, 1963)

£l método del hidrémetro fue calibrado en 1926 por Bouyoucos, quien determind que, en
condiciones normales, después de 40 segundos todas las particulas maycres de 0.5 mm de
diametro se sedimentaran, de tal manera que no tendran ninguna influencia sobre el hidrdmetro.
Las lecturas que se hacen una hora después de iniciada la sedimentacion corresponden a
particulas mayores que 5 micras, y luego de dos horas se sedimentan las particulas mayores
que dos micras y solo quedan en suspension las arcillas y particutas con un diametro inferior a
dos micras.

Et procedimiento se lleva a cabo pesando 55 g de suelo previamente secado al alre y tamizado,
el cual se puso en un vaso de Berzelius 2l que se agregd inicialmente 20 m! de una solucion de
peroxido de hidrégeno at 30 % y se colocd a bafio Maria sin exceder los 60 °C y se siguio
agregando perdxido de hidrogeno durante los siguientes 20 dias, hastala completa destruccibn
de la materia organica, indicada por la desaparicion de las burbujas. Se dejo secar el sueloy se
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pesaron 50 g que se colocaron en un batidor eléctico al que se agregaron 10 mi de
hexametafosfato de sodio y 10 ml de oxalato de sodio, se adiciond agua destilada y se agitd
durante 15 minutos para posteriormente pasario a una probeta de 1000 ml y se aforé con agua
destilada. Se agité un minuto con el agitador manual para homogenizarla. Se dejd reposar
durante 40 segundos y se tomd la primera lectura con el hidrémetro. Se dejo reposar dos horas y
se hizo la segunda lectura. Cada vez que se hizo una lectura, se tomé nofa de fa temperatura.

El porcentaje de parficulas se calcula siguiendo las siguientes formulas:

% delimos + % de arcillas = 1"lectura (40" X 100
g de suelo
% de arena = 100- (% de limos + % de arcillas)

% de arcillas = 2’ lectura (120') X 100

gde suslo
% de fimos = (% de limos + % de aicillas) - % do arcillas

Calculo del % de humedad (Reyes Jaramilio, 1996)

Se colocaron 10 g de suelo en crisoles a peso constante. Esto se hizo colocando los crisoles enla
estufa a 105 °C por 24 h y se dejaron enfiiar en un desecador. Posteriormente se les adiciono el
suelo y se colocaron en la estufa a 105 °C por 24 b, se dejaron enfriar en of desecador para
pesarse nuevamente en una balanza analitica.

La perdida de peso por la humedad del suelo se delermina matematicamente de la siguiente
manera;

% da Humedad = [Wi - Wi}/ Wi* 100

Wi = Peso inicial de fa muestra del suelo
Wi = Paso find del suslo

Determinacitn de 1a densidad rea! {Reyes Jaramillo, 1596)

Para llevar a cabo esta determinacion, se lavaron y secaron los picndmetros a 105 °Crth, Se
dejaren enfriar en un desecador y se pesaron, anotando fracciones de diezmilésima de gramo.
Posteriormente se pesaron 5 g de suelo seco y tamizado por malla de 2 mm de abertura. Se ileno
con agua destilada hervida y fria un tercio del volumen del picnémetro , desalojando el aire que se
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pudiera formar de la suspension agua-suglo. Se dejb reposar 30 minutos y se procedid a llenar con
agua a su fotalidad incluyendo el capilar del tapén teniéndose especial cuidado de no demamar
nada A confinuacidn, se peso nuevamente el picndmetro, con Jo cual s obttvo et peso del agua
més e peso del suelo; contando con éstos dalos, se deshecho el contenido del picndmetro y se
enjuagd para llenarlo con agua hasta que subio por el capilar y se pesd nuevamente.

La densidad de las particulas se calcul6 con la siguiente formula:

DR = S
S+A-(S+a)

En donde: S = peso del suelo
A=pesp del agua
S+a = paso del suelo + peso del agua

Determinacion del espacio poroso del suelo (Reyes Jaramillo, 1986}

Para obtener el porcentaje de porosidad se determinaron primero los valores de la densidad
aparente (DA} y de la densidad real o de las particulas {DP) de! suelo, sustituyendo los valores
de la siguiente relacion:

Espacio poroso (%EP) = 100 [_D_A_] X 100
pP

Determinacién del contenido de materia organica (Walkley y Black 1934}

La determinacion de matesia organica se hizo de manera indirecta a partir de a determinacién de
carbono orgénico fotat siguiendo la metodclogia propuesta por Walkley y Black, la cual comprendio
la combustion de la materia orgénica de una muestra de 0.1 g de suelo (seco y tamizado a 0.5 mm)
con una solucidn de dicromato de potasio y &cido sulfiirico concentrado, los cuales 2l entrar en
contacto producen una temperatura de 125 °C. Se dejé reposar por espacio de 30 minutos, & cabo
de los cuales se agregaron 250 mil de agua y 10 ml de &cido fosférico. £} dicromato que queda
después de la oxidacidn se il con sulfato ferroso y en lugar de usar un indicador (Difenilamina)
como o proponen Walkiey y Black, se hicieron mediciones potenciométricas. El punto de equilibrio
se caleuld por el método del paralelogramo.
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Et contenido de carbono orgénico del suelo se obluvo de la siguiente manera:

%C=Mx VI-V2 x0.39
s

En donde
M = Molaridad del sulfalo ferroso
V1 = ml de sulfalo ferroso requeridos para ol blanco
V2 = ml de sulfalo ferroso requeridos para la muestra
S =pesode [amuestra en gramos

La conversion de % de carbono a % de materia orgénica se hizo empleando la siguiente formula;

% de materia organica = 1.9 x % de carbono

Detemminacién de Fésforo disponible (Bray-1,1945)

Para esta determinacibn, se siguié e método de Bray P-1, &l cual ha sido ampliamente usado como
un indice de fosforo disponible en los suelos. La mezcla de HCl y NHy F tisne como finalidad
remover las formas de fésforo faciimente solubles en medio &cido, en gran parte de los fosfatos de
calcio y una proporcion de los fosfatos de aluminio y de hierro. B NHiF disuelve los fosfatos de
auminio y de hiemro al formar un ibn complejo con estos iones metalicos en solucién &cida. En
general, este método ha sido méas exitoso en los suelos acidos.

Se peso 1.0 g de suelo secado al aire y cernido con un tamiz de 2mm y se colocaron en una botella
de extraccitn, en donde se afiadieson 20 ml de una solucion extractora {mezcla de HCH 0.025 N y
NH{F 0.03N) y se agitd vigorosamente por 5 minutos. Después de agitar, se il ufilizando papel
firo Whatman No. 2. Se transfirieron 2 ml def extracto a un fubo a que se afiadieron 8 mi de una
solucidn de sulfuro-molibdato v acido ascisbico-L, mezclando perfectamente. Después de 10
minutos, se midid la intensidad def color (%T) a 862 nm,

Se prepard una clrva estandar incluyendo 2 mi de la solucitn extractora en unrango de 0.1 a 1 pg
de P por mi. Los céleulos se hicieron de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Ppm de P an suelo = ppm de P en solucidn x 35,
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Deterrninacidn de Nitnégeno total (Jackson, 1976)

£l procedimiento Kjeldahl es el més usado enla determinacion de nirégeno en suelos. Existen de &l
Versiones macro, semi-micro y micro adaptados a varias circunstancias y condiciones, pero todas
efias constan de dos pasos bien definidos: la digestion de fa muesta y 1a evaluacidn det amonio. La
relacin generalizada del procedimiento Kjeldahl se representa enla siguiente ecuacion:

N organico cH;irOA. €0, + Ha + NHHSOs

cataizador

Parallevar a cabo esta determinacion, se pesd 1 gramo de suelo previaments tamizado a través de
malla 60 y se colocd en un frasco micro-Kjeldahl seco, al que se adicionaron 1.1 g de mezcla de
calalizadores K;S04 3 mi de H.SO. para después colocarse en la unidad digestora a ftemperafura
media alta hasta que el digestado se tomo claro; a parfir de este momento se dejé ebullir la muestra
por una hora. Una vez que se completd esta elapa, se agregaron 20 mt de agua al frasco, para
poner en suspension el digestado. Se dejaron decantar las paticulas de silice. El contenido liquido
se ransfirid ala camara de destilacin del aparato de destilacion por aastre de vapor. Se colocaron
10 mi de NaOH 10 N en el fondo de la cimara de destilacion. Se destlo hasta colectar 75 ml de
destitado.

Se delermind el nitrégeno amoniacal presente en el destiado fitutando con HS0. 00T NY
realizando los siguientes célculos:

%N=_(Vn—Ve) x N x 14
P x 10

Donde:
Vi = Volumen de H; SO« empleado en fitutar la musstra
V; =Violumen de Hz 804 empleado en tfular ef blanco
N = Nomaidad exacta de acido sulfiico
14 =Peso equivalenta del nilrégeno
P = Peso de la muestra expresado on gramos
100 = Factor para convertir a porcentaje

Conformacién de un suelo artificial

Para evaluar 1a toxicidad de la muestra de suelo contaminado, fue necesario conformar un suglo
arfificial, con el propbsito de dilulr la muestra de suelo contaminado. Se requirieron los datos del
tamafio de particulas de! suelo contaminado para a partir de ésfos, conformar el suglo artificial. Una

17




MATERIALES Y METODOS

vez que se obluvieron los porcentsjes de arena, limo y arcilla de la muestra, se mezelaron arena
cen arcilla del fipo caolinita y imo de cuarzo; los dos primercs fueron obtenidos comercialmente y el
tercero fiie proporcicnado por el departamento de Flsica de suelos del Instituto de Geologia de la
UNAM.

De fa manera aniba descrita, se obfuvo 1a fraccion mineral del suelo, la cual fue enriquecida con el
mismo porcentaje de materia orgénica que ef determinado para el suelo contaminado. La materia
organica (14 %), se adiciond en forma de humus activo obtenido comercialmente.

4.3 ANALISIS DE CONTAMINANTES EN EL SUELO

4.3.1 Determinacién de Hidrocarburos Totales del Petréleo (Método 418.1 de la EPA)
Se pesaron 10 g de muestra en un malraz erlenmeyer de 125 mf, al que se adicionaron
aproximadamente 1 g de sulfato de sodio anhidro granular y se homogeneizé.

Se adicionaron aproximadamente 3 g de silica gel y se homogensizé; posteriormente se
adicionaron 50 ml de fetracloruro de carbono y se dejo reposar por 30 minufos. Transcurridos
éstos, se agitd con agitador magnético durante 5 minutos. Después, se procedio a filtrar en un
matraz volumétrico de 50 ml y se aforé con tetracloruro de carbono.

Se calibré el instrumento utilizando los estandares de trabajo preparados con anterioridad. Se
determind la absorbancia directamente de cada sofucion a 2950 cm!. Ef sigulente paso, fue la
preparacién de una curva de calibracion de absorbancia vs. mg de hidrocarburos del petréleo por
1000 ml de solucitn,

Despuss de que la silica gel se ha asentado en la muestra extraida, se procedio a llenar la celda
con la solucién para determinar la absorbancia de la extraccién. La concentracion de los
hidrocarburos del petrdieo en el extraclo, se determind comparando la respuesta conbra la gréfica
de calibracion.
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Los hidrocarburos de pefroleo en lamuestra se caleulan usando la siguiente formula:

HTPs (mg/ml) = {Abs-b)im*f1*f2
donde:
Abs.= absorbancia de la muestra
f=factor de ditucion de! extracto
f2= factor de correccitn = 50 g de la muestra

m= pendiente
b= ordenada al origen

Determinacién de hidrocarburos alifaticos y aroméaticos (Cromatografia de gases)
Para la caracterizacion de los hidrocarburos fanto alifaticos como arométicos se siguid la técnica
recomendada por la United Nations Environment Programme/IOCAAEA (1992).

£i suelo himedo, se secH a temperatura de 40-50°C, se macerd en un mortero de porcelana y se
famizd a ravés de una malla de 250 um. Se tomd una submuestra del suelo tamizado de 5 g

con base peso seco para realizar la extraccion.

Extraccén Soxhlet

Se realizd de acuerdo a Jo establecido por ef método 3540 de fa U.S. EPA (métodos para la
evaluacibn de residuos sélidos). Es un procedimiento para extraer compuestos orgénicos
volatiles y semivolatiles de sélidos tales como suelos. La extraccion soxhlet, maximiza el
contacto entre la matriz de la muestra y el solvente extractante.

Este método es aplicable para aislar y concentrar compuestos orgénicos insolubles y poco
solubles en agua para analizarlos en los distintos procedimientos cromatograficos. Los 6 g de!
suelo contaminado se colocaron en un tubo de celulosa para extraccion. El tubo se introdujo en
un extractor soxhlet, que es conectado a un matraz de bola con 250 ml de una mezcla
hexano:diclorometano (50:50) y a un refrigerante. Una vez montado ef extractor, se colocé enun
calentador. La extraccion se termin después de 8 horas. Se colectd el extracto proveniente de
la etapa anterior y se llevd a un rotoevaporador hasta obtener un volumen de 5-10 ml.

39



: MATERIALES Y METODOS
Separacidn en columnas
Se uilizaron columnas de vidrio de 2 em de dismetro interno por 30 cm de longitud. Se
empacaron en el orden siguiente: + 30 ml de hexano + fibra de vidrio + 4 g de sflica + 4 g de
alimina + sulfato de sodio anhidro. Se afiadi la muestra, se agregaron 20 mi de hexano para
obtener la fraccion 1 (HC alifiticos). La fraccion 2 (HC aromaticos policiclicos) se obtuvo
eluyendo con 30 ml de una mezcla hexano:diclorometano (9:1) + 20ml de una mezcla
hexano:diclorometane (50:50). Las dos fracciones por separado se evaporaron hasta un volumen
de 2-5 ml. Fueron frasvasadas a viales y se llevaron a sequedad, para su posterior reconstitucion
y analisis por cromatografia de gases de afta resolucion.

Para el andlisis cromatogréfico, se utilizb un cromatdgrafo de gases con defector de ionizacion
de flama con las siguientes especificaciones:

Columna capilar de silica fundida 5% fenil meti! silicona de 30 m de longitud, 0.25 mm de
diametro interno y 0.25 pum de espesor de capa. Para la determinacién de hidrocarburos
alifaticos, el inyector y el detector se calentaron a una temperatura de 300 °C. El horno se
programo con una rampa de temperatura que inicid en 70 °C en la que se mantuvo por medio
minuto con un rango de 11 °C por minuto hasta 180 *C con un rango de 10 °C por minuto hasta
245 *C con un rango de 9 *C por minuto hasta 320 °C durante 14 minutos

Parala determinacibn de hidrocarburos arométicos, el inyector y el detector se calentaron a una
temperatura de 320 *C. El horno se programé con una rampa de temperatura que inicio en 90
*C, temperatura en la que se mantuvo por medio minuto con un rango de 8 *C por minuto hasta
180 °C continuando con un rango de 5 °C por minuto hasta 245 °C subiendo con un rango de
2*C por minuto hasta 300 *C en donde se mantuvo por 6 minutos.

4.3.3 Determinacién de metales pesados {(Absorcion atémica)
Se realizb la cuantificacion de metales pesados para eliminar o considerar la posible
interferencia de  concentraciones significativas de metales pesados en la evaluacion de la
toxicidad del suelo por contaminacién de hidrocarburos del petrdleo.
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M
Para flevar a cabo la determinacion de metales pesados, se hizo una digestion acida de la
muestra; pesando 2.0007 g de suelo himedo colocados en un matraz de balon al que se
agregaron 30 mJ de &cido clorhidrico y 10 ml de 4cido nitrico para ser colocado en un nido de
calefaccion a 140 *C durante dos horas.

Terminada la digeston, se procedid a filtrar el extracto ai vaclo y se aforb a 100 ml con agua
desionizada; para posteriormente, realizar la lectura en un equipo de Absorcién  Atémica
Shimadzu AA-630-12.

4.4 PRUEBAS ECOTOXICOLOGICAS EMPLEADAS

Las pruebas de toxicidad proveen una medida directa de la biodisponibilidad de toxicos,
permitiendo la observacion de efectos en diferentes niveles y cuando se combina con el analisis
quimico, puede ayudar a establecer relaciones entre los sifios contaminados y los efectos
ecolbgicos adversos.

Una vez caracterizado e! suelo y el ipo de contaminante existente en el mismo, se procedié con
la evaluacion toxicologica del suelo; para lo cual se emplearon ia prueba de toxicidad con
Bacilus cereus segin TU-Hamburg-Harburg, modificado y las pruebas de foxicidad aguda en
lombrices y plantas terrestres (fiijol, rigo y malz), siguiendo fos lineamientos establecidos por la
QECD 207 y 208 respectivamente.

4.4.1 Prueha de ecotoxicidad con Bacillus cereus

Esta prueba permite la evaluacion ecotoxicolgica directa de un stlido contaminado
determinando 12 actividad enzimatica del organismo de prueba gue se incuba junto con el solido
contaminado. E! criterio de fa prueba es (a inhibicion de la actividad de fa deshidrogenasa
determinada por la conversion de resazurina en comparacion a un conrol (no contaminado}. La
resazurina es un indicador de oxido reduccion. La reduccion de la resazurina (azul} fiene lugar en
dos estados. En el primero se lleva acabo una conversion imeversible a resorufina (rosa).
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Subsecuentemente, se da un cambio reversible de resorufina a dihydroresorufina, compuesto
incoloro. Ya que la reduccién de 1a resazurina a resorufina es imeversible, en los sistemas
fisiolégicos, la resazurina parece ser ia eleccion ideal para la medicion cuantitativa de la
actividad deshidrogenasa, de acuerdo con la siguiente reaccidn:

e YO0

RESAZURINA (azul} RESORUFIN A {rosa)

Procedimiento

Para la realizacion de esta prueba se requirid de un cultivo madre de bacterias (8. cereus); el
cual se obtuvo inoculando 1 mi de bacterias congeladas en 50 ml de medio Liu fresco e
incubando a 25 °C y 120 rpm de agitacion, en ausencia de luz durante 16 a 18 horas. Del cultivo
madre, se utlizaron 2 ml para inocular 50 m! de medio Liu fresco. Se incubé en la obscuridad
durante tres horas a 25 °C'y 120 rpm de agitacion. Se ajustd la densidad opfica del cultivo a 0.4
+0.005, a una longitud de onda de 600 nm con el medio como blanco. Este cultivo fue e} que se
utilizb en la prueba. Para esta determinacion se utiiizd un espectrofotémetro UV-Visible. La cepa
de B. cereus congelada, fue obtenida del cepario de la Facultad de Quimica de la UNAM.

La muestra de suelo contaminado se difuy6 ufilizando un suelo conformado arfificialmente. Las
diluciones porcentuales utifizadas, fueron las siguientes: 1.5, 3, 6, 12, 25, 50 y 100 %. Cada
ditucidn asi como el control y e blanco se hicieron por triplicado.

Para cada diiucién y sus réplicas, se pesaron 2 g de suefo himedo en tubos pyrex con tapén de
fosca y se suspendieron en 4 m) de agua. Para ef control, se utilizaron 2 g de suelo artificial,
suspendidos en 4 ml de agua. A cada muestra se adicionaron 2 ml del cultivo de bacterias, def
que antes se ajusto la densidad dplica, y a los blancos se agregaron 2 mi del medio. Esfos tubos
se incubaron a 25 *C por 2 h en el agitador orbital a 120 rpm. Después de agitar, se adicionaron
4 m! de una solucién de resazurina y se incubaron durante 15 minutos mas en las mismas
condiciones. Una vez transcurrido este tiempo, se cenfrifugaron los tubos durante 5 minutos a
2000 rpm. La reaccion se pard enfriando los tubos con hielo. Posteriormente, se filtrd el
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sobrenadante con una membrana de 0.2 mm de abertura, para separar las bacterias y evitar
interferencias en las lecturas. Se midio la absorbancia del firado a 600 nm en el
espectrofotdmetro UV-visible.

Calculos
De las absorbancias determinadas se calculd la conversion de la resazurina por los
microorganismos, para evaluar la actividad de la deshidrogenasa. Para este fin se emplean la
siguiente formula:

% de Conversion = Aclividad bacteriana

Actividad bacteriana = Asumdeiblanco - Acendo la muestra * 100
Agonmdel blanco

inhibleién = 100 - actividad bacteriana

El resultado final es la inhibicitn de la muestra con respecto al control. A partir de estos datos, se
procedio al calculo de la concentracion inhibitoria al 50 % (Clso), mediante dos metodos. Uno es
el mélodo gréfico, en el cual se construye una gréfica de los logaritmos de las diluciones contra
los porcentaje de inhibicién. Se intercepta la grafica en el 50% de inhibicion y se lee el logaritmo
de la dilucidn a que esta ocurre, ef antilog es el resuitado.

El sequndo método es el andlisis PROBIT, ! cual es un procedimiento de estadistica
paramétrica para la estimacién de la CLso, asociado con un intervalo de confianza del 95 %. El
anafisis cansiste de la transformacion de los porcentajes de mortalidad (inhibicibn) observados a
Unidaddes Probit (tablas)y de la concentracién de contaminacion a logaritmos en base 10. De
esta manera, |a relacion entre las varables transformadas es aproximadamente linear,
procediendo a obtener los parametros de la regresion para el caiculo de la CLso,

4.4.3 Prueba de toxicidad con plantas terrestres OECD 208

Esta prueba es empleada para deferminar los posibles efectos toxicos de sustancias quimicas
sblidas o liquidas incorporadas al suelo, en la germinacion de semilas y en estadios tempranos
del desarollo de algunas plantas temestres como son: tigo (Tificum aestivum) vaiedad
romouga; maiz {Zea mays) y frijol (Phaseolus vuigaris) variedad bayomex; todas elfas cosecha
1997. Las semillas de tigo y de malz fueron obtenidas del Centro Internacional para el
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Mejoramiento del Malz y ef Trigo (CIMMyT). Las semifias de frijol fueron obtenidas del
departamento de produccion de semillas de fa Universidad Autonoma de Chapingo.

Antes de flevar a cabo 1a prueba de toxicidad en si, se realizd una prueba de viabilidad para
asegurar que fas semillas tuvieran un minimo de 80% de capacidad germinativa.

Para esta prueba, se hicieron las mismas diluciones de suelo contaminado que en la prueba de
lombrices, empleando en este caso 1, 000 g de suelo en peso seco para cada maceta. En total
se utifizaron 27 Kg de suelo contaminado y 44 Kg de suelo conformado artificialmente. Cada
dilucién se hizo por triplicado; en cada maceta se sembraron 10 semillas haciendo un fotal de
240 semiflas sembradas por especie. Las macetas se mantuvieron en un cuarto a temperatura
ambiente (25°C — 35°C), con periodos de luzfobscuridad de 1112 hrs, fa humedad del suelo se
ajustd a la capacidad de campo del suelo artificial (0.2 mlfg). La prueba se dio por terminada
después de 21 dias.

Para determinar e} efecto del fratamiento y de 1a carga genética del individuo sobre Ia longitud de
tallo y ralz, ast como en el nimero de hojas de las tres especies de plantas utilizadas, se
realizaron anlisis de varianza {Andeva) sobre los datos corregidos come X = Log (X + 1), por
existir muchos valores de cero (Zar, 1984).

Por Oitimo, para conocer las diferencias entre celdas se apticaron pruebas de Tukey (Zar, 1984).

4.4.2 Prucba de foxicidad aguda con lombrices de tierra OECD-207

Para esta prueba se utilizd la lombriz roja californiana (Eisenia foefida} en estado adulto con la
formacion de clitelo de aproximadamente 5 meses de edad; las cuales fueron obtenidas del
Departamento de Fertilidad del Suelo de la UACH.

Las lombrices fueron somefidas a una aclimatacidn de 24 horas en el suelo ariificial (suelo
ufizado como confrol). Después de este tiempo se prepararon recipientes con suelo
contaminado “diuido™ con suelo artificial, en los mismos porcentajes utilizados para bacterias;
completando un total de 750 g en peso seco para cada frasco. De cada concentracion se
realizaron fres réplicas. La humedad def suelo se ajustd al 60% de la capacidad de retencion dei
suelo artificial. En cada reciplente con suelp, se colocaron 10 lombrices de un peso aproximado
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de 0.5 g cada una. La prueba durd catorce dias a lo fargo de los cuales, se hizo un conteg diario
del nimero de organismos vivos en cada frasco. La prueba se realizd bajo luz continua y a una

temperatura de 20° £ 5° C.

Con los resultados obtenidos, se procedid a elaborar una curva de sobrevivencia y a calcular la
concentracién letal af cincuenta por ciento (CLso) mediante el analisis PROBIT.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACION EDAFICA

Bl suefo analizado presentd un color obscuro {café-negro), debido a fa adicion de compuestos
organicos. Este mismo hecho repercutié en e! valor de! pH, el cual fue &cido (4.2). A este pH, la
mayoria de fas plantas presenta serias deficiencias de nufrimentos ( pH districos). En cuanto al
analisis del tamaffo de particulas, resultd predominante la fraccibn arenosa (81.84%), seguida
por la arcilla {15.16%} y limo (3%), valores que de acuerdo a fa Sociedad Intemacional de la
Ciencia del Suefo, comesponden a un tipo textural Areno-francose. Los resultados de la
caracterizacion edafologica del suelo contaminado, se muestranenla tabia 5.

En cuanto &l contenido de carbono organico fotal, este resultd ser atto {Foth, 1990), mienfras
que & nitrdgeno y el fbsforo se encuentran dentro de! rango clasificado como bajos (Aguitar, et
al. 1987).

Tabla 5. Relacion de paramefros fisicos y quimicos de ung musstra de
suelo conlaminado con hidrocarburos del petroleo, provenitnle de
larefineria Lazaro Cardenas,

PARAMETRO SUELO CONTAMINADO
Color seco J275YR caféascuro
Color himedo negro
Vador de pH 42
Densidad aparents (g/ml) 0.76
Densidad real {g/ml) 106
Espacio poroso (%) 62.92
Solidos (%) 3r.08

Arena (%) 81.84
Arcilla (%) 15.16

Lirmo (%) 300
Materia organica (%) 14.33
Nitrégeno (%) 0.060
Cabéno (%) 906
Fésforo (mgl) 0.48
Humedad relativa (%) 36.77
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5.2 ANALISIS DE CONTAMINANTES EN EL SUELO

Determinacién de Hidrocarburos Totales del Petréleo (TPHs, por sus siglas en ingles)
La determinacion de TPHs en suelos es un parametro normalmente empleando con a finalidad
de cuantificar el grado general de contaminacion que se presenta antes y después de remediar

una zona contaminada,

£ resultado obtenido para la muestra de suelo contaminado fue de 30 809.15 ppm, por lo que
fue evidente ¢! contenido de hidrocarburos de origen petrogénico en €l area de estudio.

Determinacién de hidrocarburos alifaticos y policicticos aromaticos

€1 anlisis cromatogrifico det suelo permitid detéctar hidrocarburos alifaticos a partir del C14
hasta el C34, por comparacidn del cromatograma de la muestra con un estandar. Las
concentraciones de hidrocarburos alifiticos detectadas en la muestra analizada, varian de 453a
474,82 polg de peso seco. De los hidrocarburos registrados, el C23, C24 y C25 son los que
sobresalen por su alta concentracion, con 281.01, 373.09 y 474.82 palg respectivamente,
mientras que la menor cencentacion se registrd para el C14 y C15 con 4.65 y 453 pgfg
respectivamente (Tabla B). Todos los valores anteriores corresponden a fa muestra de suelo sin
diluir, es decir, a 100 % {Figura 3}.

En cuanto al comportamiento de las concentraciones de hidrocarburos aliféticos en las diferentes
diluciones, se observaron valores fotales que van de 11.66 pg/g, en la dilucion del 3% de suelo
contaminado hasta 674.53 uglg, en la muestra de suelo diluida al 50 %; valores que representan
¢l 0.64 y 36.9 % respectivamente, de la concentracion total registrada en la muestra sin diluir
(1827.95 ug/g). En fas muestras con [a menor concentracibn de suelo conataminado, se detectd
el 56% ({9) de los compuestos que se detectaron en la muestra sin dituir (16}.

En lo que respecta a los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPs) detectados en la muestra
de suelo al 100%, se observd que predominan los compuestos de alto peso molecular (4 ¥y 5
anillos), mientras que fos compuestos mas ligeros {2 anillos) no se detectaron, ya que deben
encontrarse en niveles por debajo del limite de deteccidn del equipo (0.01 pgfg) (Tabla 7, figura
4). Et Indeno {1,2,3 cd) pireno fue el compuesto que regisiro la mayor concentracion con 104.88
pglg, valor que representa el 32% de 1a concentracién total de HAPs, y 40 % de los compuestos
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con 5 anillos. La menor concentracion registrada coresponde al antraceno (4.4 pg/g), uno de los
dos compuestos de 3 anillos detectados en la muestra anafizada.

Los HAPs, se registrardn en un rango que fue de 2.05 pg/g en fa concentracion més baja de
suelo contaminado, hasta 159.54 yg/g en la dilucién al 50 % de la muestra de suelo
contaminando. Dichos valores representan el 0.62 y 48.8 %, respectivamente, de la
concentracion total obtenida parala muestra sin diluir (327.14 pglg). En las difuciones con menor
concentracién de suelo contaminado, se detectd el 36.4 5 de los compuestos detectados en la
muestra sin diluir (11).

Tabla 6. Niveles de hidrocarburos alifaicos determinados en las diferentes diluciones de tina
muestra de suslo, mediante cromatografia de gasss. Los valores se encueniran en uglg de

suelo en peso seco (ppm)
DILUCIONES (%)

COMPUESTOS 0 3 ] 12 25 50 S.D
C10 ND N.D N.D. N.D. ND N.D N.D
C11 N.D. ND ND. N.D. ND N.D ND
C12 N.D. ND N.D. N.D. ND N.D N.D
C13 ND N.D N.D, N.D. N.D N.D N.D
Cl14 ND N.D N.D. 017 134 2.26 465
C15 N.D N.D N.D 0.49 285 347 4.53
C16 N.D N.D 073 214 416 20.79 19.69
c17 N.D N.D 0.57 N.D. 324 12.82 3216
C18 0.019 0.06 23 6.72 10.24 2059 79.29
C19 0.02 1.12 433 N.D. 12.96 52.05 13343
C20 N.D 0.56 476 10.25 18.25 44.35 126.8
c21 N.D 0.89 329 128 14.55 67.48 103.57
Cc22 N.D 1.24 2.96 14.55 8.16 78.1 135.27
c23 0.54 0.38 212 14,82 78.42 12334 281.01
C24 N.D. 0.03 1.02 N.D. N.D. 1402 37309
C25 0.001 592 N.D. B.16 925 13861  474.82
C26 0.26 1.46 ND. 233 3.098 087 932
c27 0.22 ND. ND. N.D. N.D. 1.43 ND.
C28 0.16 ND. ND. N.D. N.D. N.D. ND.
C29 0.06 - N.D. ND. ND. N.D. ND. ND.
C30 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 038 12.25
cH N.D. ND. N.D. ND. N.D. N.D. N.D.
c32 ND. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.98 10.55
Cc33 ND. ND. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
C34 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 584 27.52
Suma total 1.28 11.66 2083 6963 238178 67453 1827.9%

N.D <001 pglg. *S. D. Suelo sin diluir
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Hidrocarburos alifaticos

Fig. 3. Abundancia de los hidrocarburos alifaticos detectados en la muesta de suelo gstudiada.

Tabla 7. Concentraciones ds hidrocarburos policicicos aromaticos delectadas en diferentes diluciones de
unamuestrade suelo contaminado usando cromatografia de gases. Valores en |ig/g en peso seco.

Num. DILUCIONES (%) Suma total
por
anillos COMPUESTOS 0 3 6 12 25 50 S.0* HNo.De
anillos

2 Naftaleno N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.O. ND.

2  Acenafiileno ND. ND. NO. ND. ND. ND ND

2 Acenaftenc N.D. N.D. N.D. N.D. ND. N.D. N.D.

2  Fluoreno 0.16 ND. N.D. N.D. ND. N.D. N.D, ND.

3  Fenantreno N.D. 0.97 N.D. 142 046 1.56 44

3  Antraceno ND. N.D. N.D. N.D. ND. N.D. N.D.

3  Ruoranleno N.D. N.D. ND. 0M 147 395 9.1 135

4  Pireno N.D. N.D. 003 089 1.57 306 9,71

4  Benzo[alantraceno ND. ND. N.D. ND, ND. N.D. 5.85

4  Ciiseno ND. ND. N.D. ND. 078 293 3.53

4  Bemzo{bjfuoranteno N.D, .06 ND. 095 273 784 1868

4  Benzo{k}uoranteno ND. ND. ND. 052 184 548 1444 19.31

5  Benzo{ajpireno N.O. N.D. N.D. 085 279 907 2598

5 Indeno{1,23cdpireno  N.D. 0.54 105 488 1245 4879 10488

5 Dibenzolahjantraceno  N.D. N.D. 028 236 987 2934 468

5  Benzo (ghji)piiienc N.D. 0.48 178 512 1841 4752 8377 26143
Suma total 205 3.2 1714 5237 15954 327.14

N.D<0.0% pg9fg
*3.0 Suelo sin dituir
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Figura 4. Abundancia de los hidrocarburos policiclicos aromaticos por niimero de anifios en la
muesira de suslo analizada

Determinacién de metales pesados

Para una mejor caracterizacion de la muestra de suelo utilizada en los bioensayos de toxicidad,
se flevd a cabo la determinacion de metales pesados. Los metales analizados, estan dentro de
los que se han reporiado como de amplio uso dentre de la industria petroguimica y de refinado
de petrtleo tales como el vanadio, fierro, cromo, plomo, cobre, cadmio, manganeso y niquel
{Paez-Osuna, 1996),

Los niveles de metales detectados, se registran en la tabla 8, en la cual se observa que en

generd, los metales analizaods se registaron en congentraciones menores a 1.82 ppm; a
excepcion de el cromo (11.8 ppm).
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Tabla 8. Concentraciones de melales pesados deteclados en una
muestra da suslo contaminada por hidrocarburos provenientes
de una refneria de petroleo, mediante e uso de

Espectofolometria de Absorcitn Atomica,

Metal Concentracién {(ppm)
Vanadio 095

Fierro 1.82

Cromo 118

Plomo 0.40

Cobre 0.26

Cadmic ND.
Manganeso 0.41

Niquel 0.62

5.3 Prueba de toxicidad aguda con Bacillus cereus

Para la evaluacion de la toxicidad del svelo utlizando bacterias, se empled el término Clso para
referimos a la concentracion efectiva del toxico que causa un 50% de la inhibicion de la
deshidrogenasa bacterial.

Los resultados de laincubacién de las diferentes diluciones de la muestra de suelo contaminado,
se presentan en la tabla 9, en la cual se observa que a medida gue se incrementa la
concentracion del suelo contaminado, se incrementa el porcentaje de inhibicion de la actividad
microbiana, debida a fa inhibicion de la deshidrogenasa.

Tahla 9. Valores promedio del porcentaje de inhibicion de la
deshidregenasa en B. cereus por contacto con las
diferentes diuciones da suelo contaminado.

Concentracion (%) Inhibicién {%)
fe8

15 1084 £ 0.36

3 18.28 % 1.07

6 2295+ 1.80

12 2397+ 6.15

5 3086+ 0.54

50 4763+ 541

100 54,12+ 0.56
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El andlisis PROBIT, también conocido como Método de Unidades Probabilsticas es utiiizado para
evaluar la relacién dosis-respuesta de un contaminante sobre un organismo, medida en términos
de la concentracion fetal media; en esfe caso se hizo en términes de Ia concentracion inhibitoria

al 50% (ICs0).

De acuerdo al método PROBIT, la ICso se encuentra en una concentracién del 82.35% de suelo
contaminado {Fig. 5); lo que permite ubicar al suelo estudiado, segiin Dombrozki ef af. (1991),
como un suefo ligeramente toxico. El valor determinado para fa ICso , corresponde a 1.21

Unidades de Toxicidad Aguda.

»

L) o
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N ()

-
1

s |

y = 0.6959x + 3.6651
R =09540

A

0 T
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T

Log Dilucién

jFigura 5. Grafica a partir de [a cual se obtiene ef valor do la ICso, como el antilog X
(en y = 5), paralainhiblién de la deshidrogsnasa en B. cereus.
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5.4 Toxicidad en plantas terrestres
Germinacidn
La genminacién de las plantas utilizadas en este bioensayo, resulté afectada en diferentes grados
enlas tres especies probadas (tabla 10); siendo la més sensible el frijol (P. vulgaris), para la cual
el porcentaje mas alto de germinacion fue de 93 % en la concenfracién del 50 % de suelo
contaminado y el porcentaje mas bajo fue de 30% en la concentracion de 1.5 % de suelo
contaminado. Para Z mays se obtuvo un porcentaje de germinacion del 100 % en las
cancentraciones més altas de suelo contaminado (25 y 50 %), mientras que el porcentaje de
germinacién mas bajo se registrd para la concentracion del 12 % (86.67 %). Enelcasode T.
aestivum, se observd un 100 % de germinacion en tres de las concentraciones probadas (3, 25y
50 %); obleniéndose un 76.67 % como porcentaje mas bajo de germinacion en la concentracion
del 12 % de suelo confaminado.

Tabla 10. Porcentajes de germinacién registrados para las tres especies de plantas
utiflizadas en el bicensayo de toxicidad aguda con plantas,

Concentracion (%) Genminacitn {%)
P. vulgaris Z mays T. aestivum
Controt 86.67 93.33 100.00
1.5 30.00 93.33 86.67
3 43.33 90.00 100.00
6 40.00 93.33 83.33
12 43.33 86.67 76.67
25 66.67 100.00 100.00
50 93.33 100.00 100.00
Desarrollo vegetativo
Phaseolus vulgaris

i) Tallo

Del andlisis de varianza realizado, para determinar si hubo diferencias significativas en la
longitud de} tallo alcanzada por tas plantas de frijo!, crecidas en las diferentes diluciones de suelo
contaminado, se deduce que hubo un efecto altamente significativo del fratamiento (diluciones de
ta muestra) sobre fa longifud det tallo (tabla 11). El andlisis de varianza que se hizo para
determinar e efecto de Ia carga genética de cada individuo sobre la longitud de! tallo di6 como
resultado una diferencia altamente significativa {tabla 12).
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Como resultado de la prueba de Tukey, se observa que el control no difiere del tratamiento al
50% con respecto a fa longitud del tallo. Pero éslos si difieren significativamente dej tratamiento
a concenlraciones de 1.5, 3, 6 y 12 % de suelo contaminado, los cuales no difieren entre sf
formando un solo grupo (Tabla 13).

Tabla 11. Andlisis de varianza para determinar ef efecto de! Iratamiento sobre la longitud del
lallo de plantas de Phaseclus vulgaris crecidas a diferentes concentraciones de

stislo conlaminado.
Fuente de variacién SC gl cM F p
Tratamiento 17.795 6 2.966 10.240 0.0000
Emor 58.792 203 0.290

Tabla 12. Andlisis de varianza para determinar el efeclo individua! sobre Ia longitud del tallo de
plantas da Phaseolus vulgaris crecidas a diferentes concentraciones de suelo

contaminado.
Fuents de variacién sC gl CcM F p
Individuo 35870 2 1237 5.468 0.0000
Eror 40.716 180 0.226 .

Tabla 13. Longitud de tallo de Phaseolus vulgaris somelido a diferentes concentraciones
de suelo contaminado. Lelras diferentes denotan diferencias significativas con p <

0.05.

Tratamiento longitud

Control 1.103 a
5% 0.370 ¢

3% 0.53% ¢

6% 0.46% ¢
12% 0.478 ¢
25% 0782 abec
50 % 1.132 a

ii} Raiz

En las tablas 14 y 15 se presentan los resulfados del andlisis de varianza efectuado para
determinar las diferencias significativas del tratamiento sobre falongitud de la raiz y del efecto de
la carga genética individual sobre la longitud de la raiz, respectivamente; en las cuales se puede
observar que existe una diferencia altamente significativa en el efecfo de) tratamiento sobre la
fongitud de laraiz, asi como ef comportamiento individual de fas plantulas.
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En lo que respecta a la prueba de Tukey, se destaca que el control, no difiere del fratamiento al
50% con respecto ala longitud de la raiz. Pero éstos si difieren significativamente del tratamiento
a15,3,6y12 % de suelo contaminado, los cuales no difieren entre si formando un solo grupo
{Tabla 16).

Tabla 14. Analisis de varianza para delerminar ef efecto det tratamiento sobre Ia longitud de
1a raiz de plantas de Phaseolus vulgaris crecidas a diferentss concentraciones e

suelo contaminado,
Fuente de variacion sC gl Cc™ F p
Tratamiento 14,682 6 2447 10.317 0.0000
Error 48.148 203 0.237

Tabla 15. Anilisis de varianza para detarminar el efecto individua! sobre la longitud de 1a
raiz de plantas da Phaseolus vulgaris crecidas a diferanles concentracionss de

susfo contaminado.
Fuente de variacion sc gl cM F p
Individiza 27.5M1 29 0.951 4853 0.0000
Error 36259 180 0.196

Tabla 16. Longitud de la raiz de Phaseolus vulgaris somefide a diferentes
concentracionss do suelo contaminado. Letras difsrentes denolan diferencias

significativas con p < 0.05.

Tratamiento ongttud

Control 1.002 a
15% 0.285 ¢

3% 0.576 ¢

6% 0.460 ¢
12% 0.397 c
25% 0.698 abe
A% 1.007 a
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i} Tallo .
En lo que se refiere a Zea mays, el andlisis de varianza reafizado para establecer si hay
diferencias significativas en el efecto del fratamiento, sobre ia longitud del tallo, asi como del
individuo sobre el mismo pardmetro, indica que en ambos casos existe una diferencia altamente
significativa en la respuesta de las plantas a la exposicibn de suelo contaminado en las
diferentes concentraciones, asi como en la respuesta individual. Los resultados de los Anovas se
pueden observar en las tablas 17 y 18.

La tabla 19 presenta los resultados de la prueba de Tukey; en la cual se pueden observar dos
grupos, uno es el que forman el control, fos tratamientos al 1.5, 25y 50 %; los cuales no difieren
entre si. Pero si difieren del grupo que forman los tratamientos a! 3, 6 y 12 % de suelo
contaminado, que no presentan diferencias significativos entre si.

Tabla 17. Analisis de varianza para delerminar el efecto del tratamiento sobra Ja longitud del
tallo de planlas de Zea mays crecidas a diferentes concentraciones de suelo

contaminado.
Fuenta de variacion sC g CcM F
Tratamiento 2628 6 0.438 4.920 0.0001
Emor 18.076 203 0.089

Tabla 18. Andlisis de varianza para deferminar el efecto individual sobre fa longitud daf
{allo do planlas do Zea mays crecidas a diferentes concentraciones de suelo

contaminado,
Fuente de variacidn sC gl M F p
Individuo 10.220 29 0.352 6.050 0.0000
Eiror 10.484 180 0.058
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Tabla 19. Longitud del tallo de Zea mays sometide 2 diferentes concentraciones
de suslo contaminado. Letras diferentes denotan diferenclas significativas

con p <0.05.
Tratamiento longitud
Controf 1.188 a
1.5% 1.421 a
3% 1017 ab
6% 1.054 ab
12% 0.982 ab
5% 1.204 a
50 % 1.326 a

ii) Raiz
Con respecto al efecto del tratamiento y de fa carga genética individual, sobre la longitud de la
raiz en Zea mays, se observd una diferencia altamente significativa en la respuesta provocada

por las diferentes concentraciones de suelo contaminado asi como en la respuesta individual
(tabla 20y 21).

Los resultados de la prueba de Tukey se presentan en [a tabla 22; en la cual se observa que no
hay diferencias claras entre el confrof y fos diferentes tratamientos; sin embargo se aprecia que
son mas semejamtes entre si los tratamientos del 3, 6y 12 % de suelo contaminade que con el
resto de los trafamientos.

Tabla 20. Analisis da vatianza para determinar el sfecto de! tratamiento sobre la longitud de
la raiz de plantas de Zea mays crecidas a diferentes concenfraciones de suslo

contaminado.
Fuenta de variaclén sC gl cM F p
Tratamiento 4,167 ] 0,694 5629 0.00002
Emror 25,048 203 0123

Tabla 24. Andlisis de varianza para determinar el efecto individual sobre la longitud de la
ralz de plantas de Zea mays crecidas a diferentss concentraciones de suelo

contaminado.
Fuents do variacidn sC gl cM F p
Individuo 12214 2 0.421 4.459 0.0000
Eror 17.000 180 0.094
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Tabla 22. Longitud ds [a raiz Zea mays de sometido a diferentes concentracionss de
suelo contaminado. Lelras diferentes denotan diferencias significativas con p <

0.05.

Tratamiento longitud

Control 1,304 a
15% 1.247 a
3% 1.149 ab
6% 1.126 ab
12% 1.054 ab
25% 1.400 ad
50 % 1.485 ac

Triticum aestivum

iyTallo

B tercer organismo de prusba en cuanto a plantas terrestres, fue ef trigo (T aestivum) para el
cual el andlisis de varianza determiné una diferencia significativa en el efecto de los diferentes
tratamientos sobre la longitud def tallo (tabla 23). Por ofra parte, observamos que no existen
diferencias significativas en larespuesta individual de T. aestivum  con respecto a la fongitud del
fallo (tabla 24).

La tabla 25 presenta los resultados de 1a prueba de Tukey efectuada como complemento del
Anova, enlacual es evidente gue el control es mas semejanie a las conceniraciones del 3, 25 y
50 % difiiendo de las concentraciones al 1.5, 6, y 12%, siendo éstas también diferentes entre si.

Tabla 23. Anélisis de varianza para delermingr el sfecto de! tratamiento sobre fa longitud del
tallo de plantas de Tificum aestivum crecidas a diferentes concentraciones de

suslo contaminado,
Fuente de variacién sC ol cM F p
Tratamiento 3.885 6 0.647 5644 0.00002
Emor 23.284 203 0.115

Tabla 24. Anilisis de varianza para determinar o efscto individual sobre Ia longitud del tallo
de plantas de Trifucum aestivum crecidas a diferentes concentraciones de suslo

contaminado.
Fuenta de variacién §C g ™ F P
Individuo 3515 2 0121 0.922 0.584
Error 23654 80 04131
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Tabla 25. Longitud del tallo de Triicum aestvum somelido a difarentes
concentraciones de suslo contaminado. Letbras diferentes denotan

diferencias significativas con p < 0.05.

Tratamiento longitud

Control 1.257 a
15% 1.084 ab
3% 1192 a
6% 1.023 ac
12% 0923 bc
25% 1.297 a
50 % 1,291 a

ii) Raiz

En lo que se refiere al efecto de las diferentes concentraciones det suelo contaminado, sobre el
crecimiento de la raiz, €l andlisis de varianza dejo ver que existen diferencias significativas en el
crecimiento de 1a raiz en los diferentes tratamientos (tabla 26); mientras que la respuesta
individual no presenta diferencias significafivas en la longitud de la raiz (tabla 27). Los
resuttados de la prueba de Tukey se muestran enla tgbla 28.

Tabla 26. Andlisis de varianza para determinar el efecto del ratamiento sobre la longitud de
la raiz en plantas de Triticum aestivum crecidas a diferentes concentraciones de

susfo contaminado.
Fuents de variacién SC gl CM F p
Tratamiento 4155 6 0.692 4737 0.00015
Emor 20,678 203 0,146

Tabla 27. Analisis de varianza para determinar e! efecto individual sobre 1a longitud de la raiz
da plantas da Tricum aestivum crecidas a diferentes concentraciones de suelo

contaminado.
Fuenta de variacién sC gl CM F p
Tratamiento 5.875 29 0.202 1,304 0.151

Emor 27459 180 0.156
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Tabla 28. Longitud de la raiz de Trficwn aestium somelido a diferentes
concentraciones de suelo contaminado. Lefras diferentes denotan
diferencias significativas con p <0.05.

Tratamiento fongitud

Control 1.257 a
1.5% 1.094 ab
3% 1.192 a
6% 1.023 ac
12% 0.923 be
25% 1297 a
0% 1.291 a

5.5 Valores de toxicidad con lombrices de tierra

La evaluacién ecotoxicoldgica con Eisenia foefida, mostrd una gran sensibilidad de este
organismo a la contaminacion del suelo, ya que Ja Cls, despues de 7 dias de exposicion, se
encontré en la concentracion de 6 % de suelo contaminado; observandose una mortalidad del
100% en la concentracion dei 50 % del suelo estudiado (tabla 29). Después de 14 dias, la
concentracibn mas baja de suelo contaminado, sobrepaso el 50 % de mortalidad, llegando al 100
% en la concentracion del 12 %. En la figura 6 se ilustra la sobrevivencia de E. foefida alo largo
de los catorce dias que dura la prueba.

Tabla 29. Regislro de los porcentajes do mortalidad observados en Eisenia foetitla,
después de 7 y 14 dias de exposicion a diferentes concentracionss de suslo

contaminado.
Concentracién {%) Mortalidad (%)
7dias 14 dias
Control 6.67 6.67

15 28.57 60.71
3 KL 85.71
6 57.14 92.86
12 75.00 100.60
25 85.71 100.00
50 100.00 100.00
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Figura 6. Grafica que muestraa sobrevivencia de Eisenia foelida expuesta a diferentes
concentraciones de suelo contaminado alo largo de 14 dias.
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Elvalor delaLCso para E. foetida, mediante el métado PROBIT, solo fue posible obtener a lps 7

dlas de exposicion; determinandose en una concentracion de 4.1% de suelo contaminado (fig.

7). Esle método no se empleo para la determinacién de la LCsx después de 14 dias de
exposicion, dado que este valor se enconfraba por debajo de lamenor concentracion probada.

El valor de la LCs calculado por el método PROBIT, corresponde a un valor de 24.4 Unidades de
Toxicidad Aguda alos siete dias de exposicidn al suglo contaminado,
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Caracterizacion fisica y quimica del suclo
De acuerdo con el andlisis granulométrico, ef suelo estudiado se puede considerar como de
textura gruesa, ya que presenta una alta proporcion de arena (81.84 %), que de acuerdo conla
FAQ-UNESCO pueden ser clasificados como Arenosoles. Si bién los alfos contenidos de
material organico (14.4 %), no son tipicos para estos suelos, su origen puede ser explicado
como resultado de adiciones a través de escurimientos y desbordamientos o inundaciones
estacionales; ademas, la geoforma favorece que dichas adiciones tiendan a acumularse y
debido a las condiciones de! clima a mineralizarse rapidamente. Segﬁn Zavala (1993),
_ propiedades como la estructura y Ia textura, no son afectadas por derrames de hidrocarburos, ya
que ésta es consecuencia del material de deposite aluviel que aportan los rios,

Por olra parte, Ja contaminacion def suelo por hidrocarburos puede incrementar ef carbono
organico por procesos de oxidacion y modificar la estructura del stiglo por la rupfura de
agregados (Elias-Murguia y Martinez, 1991); sin embargo, Varela ef al. {1990) y Zavala (1990)
reportan la degradacion de materia orgénica en suelos con derames de petréleo. Elias-Murguia
y Martinez {1991), detectaron alteraciones en la capacidad de intercambio catidnico inducido por
a pérdida de bases y la acidificacion del suelo, debida ala acumulacién de carbono organico y
bloqueo del intercambio de gases con la atmésfera, causando Ia muerte o disminucién de
bacterias, hongos y nematodos (Segal y Minernelli, 1987).

En k que respecta a los valores de densidad real y aparente de un stielo, estos dependen de su
composicion. Asl, en la mayoria de los suelos minerdles, ¢l valor de la densidad real no sobrepasa
los 265 ¢/mi . Mientras que en los suelos con grandes canfidades de minerales pesados como
magnefita, epidota, zircon, turmalina y hoblenda puede sobrepasar a dicho valor. La materia
organica asi como algunos vidrios volcanicos, repercuten en los valores de densidad, originando
valores que varian de 1.2 - 1.5 g/ml {Foth, 1990). £] valor determinada para ¢! suelo estudiado (1.06
g/ml) se encuentra kgeramente por debajo de este rango, debido a la adicién de hidrocarbures, ya
que estos provocan una disminucion en fa densidad de las particulas de! suelo (Zavala, 1993). Por
ofra parte, los suelos orgénicos, tiene una densidad aparente muy baja en relacidn aia de los suelos
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minerales. Existe una variacion considerable en esta densidad, dependiendo de la naturaleza de la
maleria onganica. Son comunes valores en el rango de 0.1 20.6 g/mi en este tipo de suelos.

Un efecto indirecty de fa presencia de hidrocarburos en el suelo es la disminucion de la
disponibilidad de ciertos nutimentos como el nitrbgeno y el fosforo, debido a fa acidificacion del
suelo; ya que por una parte, la maxima disponibifidad del nitrégeno se encuentra enfre un pHdeba
8, debido a que este es ¢! rango més favorable para ef desamolla de los microorganismos que
minerdizan e nirdgeno de la materia organica y para aquefios que fijan el nitbgeno
simbidticamente. Por ofra parte, la méxima disponibilidad del fosforo esta en e rango depHde 7.5
a 6.5; unpH por debajo de 6.5, es asociado con un incremento de hiemro y aluminio en solucion y
la formacitn de fosfatos de hiemo y aluminio relativamente insolubles (Foth, 1990). Aunado a esto,
Reid of af. (2000), menciona que [a disponibiidad del nitrbgeno para las plantas, se puede ver
disminuida por la presencia de bacterias degradadoras de hidrocarburos, las cuales usan el
nitrégeno en su metabolismo.

En cuanto & andlisis cromatografico de la muesfra de suelo contaminado, éste reveld la
ausencia de hidrocarburos de bajo peso molecular, tanto alifaticos como arométicos, debido a
que se encuentran en niveles por debajo del fimite de deteccién del equipo (<0.01 pg/g). Esta
ausencia es afribuible a que son compuestos que se pierden con facilidad por procesos de
evaporacidn u oxidacion fotoquimica, sobre todo en regiones tropicales con femperaturas
elevadas y largos fotoperiodos (Botello ef al, 1993). Cole (1994), menciona que los
hidrocarburos alifaicos presentes en la gasoling, se adsorben a las particulas del suelo en una
proporcibn menor al 1%, mientras que se volatiiizan entre un 80 y 95% y se disuelven en una
proporcion del 4% en el agua subterénea.

Por ofro lado, éobresalen por su concentracién los compuesfos aromaticos de 4 y 5 anillos,
siendo el indeno(1,2,3-cd)pireno, el benzo(g,h,i)perileno y el dibenzo(a hjantraceno los que en
orden decreciente, registraron Yas concentraciones més altas. La presencia de HAPs de alto
peso molecular indica que el origen de estos contaminantes es debido a la combustion
incompleta de los hidrocarburos fosiles (pirdlisis), derivadas de fas actividades petroleras e
industridles; aunado a ésto, se observd que las concentraciones de HAPs tienden a
incrementarse  hacia fos compuestos de mayor peso molecular, como  pireno,
benzo(k}fiuoranteno, benzo(b)fuoranteno, benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo
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(ghi)pirteno, indeno(1,2,3-cd)pireno, lo cual es fipico de una contaminacién cronica de
derivados del petréleo (Colombo, 1989; Diaz-Gonzélez el al., 1995).

En general los hidrocarburos pesados pengtran mas lentamente en el suelo, que los livianos, en
relacion con el tamafio de grano; el crudo penetra vertical y se ensancha rapidamente en arenas,
mientras que Ias texturas finas e impermeables frenan y detienen la infitracion (T oledo, 1982).
En primera instancia, la textura gruesa del suelo que se estudio, permitiid una migracion
relativamente rapida de fos hidrocarburos, sin embargo, el alto contenido de materia orgénica
juega un papel importante en la retardacion de la migracion de estos contaminantes (Dzombak y
Luthy, 1984).

Los hidrocarburos def petroleo que se encuentran conlaminando el suelo, son una mezcla
compleja presente en diferentes estados fisicos, debido a su insolubilidad en agua. Los
hidrocarburos se distribuyen en las diferentes capas del suelo, encontrandose en cualquiera de
tas siguientes fases:

(a) vapor;

{b} volumen liquido;

{c) hidrocarburos adsorbidos;

(d) acuosa o disuela.

En fa fase de vapor, los hidrocarburos se distribuyen en los espacios intersticiales de la zona de
vadosa que no han sido ocupados por agua o por hidrocarburos en estado liquido (Cole, 1994).

Por otra parte, cabe sefialar que las concentraciones detectadas de fenantreno, fluoranteno,
benzo{a)antraceno, benzofk)fluoranteno, benzo(alpireno y benzo(g,hi)pirileno se encuentran
muy por armiba de los limites méximos permisibles {LMP) determinados por Kalf et al (1997),
def instituto Nacional de Salud Poblica y del Ambiente de los Estados Unidos de América;
mientras que el naftaleno, antraceno y criseno se enconfrarén en concentraciones por debajo de
fos limites maximos permisibles determinados por los mismos autores.

Respecto a las determinaciones de metales pesado, todos los suelos naturalmente contienen
niveles razas de metales; por lo tanto, la presencia de metales en el suelo no es indicativo de
contaminacién. La presencia de metales en suelos no contaminados es primeramente
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relacionado a fa geologta del material parental del cual se formo el suelo. Dependiendo de la
geoogialocal, la concentracion de metales en el suelo, podria exceder los rangos que proponen
autores como Lindsay (1979) para suelos no contaminados.

E1 hecho de que Jas concentraciones detectadas en el suelo contaminado con hidrocarburos, se
encuentren por debajo de los valores promedio, reportados para suelos no contaminados, puede
alribuirse a que los metales asociados con fa fase acuosa del suelo estan sujetos al movimiento
del agua, y pueden ser fransportados a través de la zona de vadosa hasta el manto freatico
{McLean y Bledsoe, 1996); lo que hace dificil detectarlos en las capas superiores de! suelo. Por
otra parte, algunos metales, tales como el Cr, As, Se y Hg, pueden ser transformados a otros
estados de oxidacion, reduciendo su movilidad y toxicidad en el suslo{McLean y Bledsoe, 1996).

Evaluacion toxicolégica

Bacillus cereus

En lo que se refiere a Bacillus cereus, el valor de la concentracién inhibitoria al 50% (82.35%),
permite ubicar al suelo como ligeramente toxico dentro de la clasificacion que hacen Dombrozki
et al, (1991). La escasa toxicidad del suelo para los microorganismos de prueba, se puede
explicar con base en la investigacion realizada por Hatzinger y Alexander {1995}, quienes
demostraron que la mineralizacion de algunos HAPs decrece significativamente con el tiempo;
ast como su toxicidad, debido a que los compuestos se vuelven menos biodisponibles. Esto es
debido a fa difusion de los contaminantes en los microporos del suelo; por la particion en la
materia organica; por la fuerle adsorcion superficial en las particulas del suelo (materiales
arcillosos principalmente) o ala combinacion de estos procesos {Brusseau, ef al, 1991).

Los microorganismos ¥ los contaminantes se encuentran distribuidos entre las fases solida,
liquida y gaseosa def suelo. Muchos contaminantes orgénicos son hidrofobicos y tienden a
adherirse en las particulas del suelo, de tal manera que solo una pequefia fraccion del
compuesto podria encontrarse en la fase acuosa. Ademas, procesos tales como la adsorcion o
la volatilizacién que disminuyen la concentracién de los contaminantes en la solucion fiende a
reduck la tasa de biotransformacion y su toxicidad (Weissenfels ef af,1992; Tang ef al, 1998).
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Por ofra parte, la acumulacion de contaminantes en fisuras y cavidades los hace inaccesibles a
los microorganismos ¥ sus enzimas (Bouwer y Zehnder, 1993).

Demmer ef al, {1980) resumit la literatura sobre la deshidrogenasa como indicador de la
actividad microbiana en ambientes acuaticos, concluyendo que todos los reportes muestran una
comrelacion positiva. Sin embargo ofros investigadores no enconfraren comelacion entre la
actividad deshidrogenasa y fa actividad microbiana en el suelo. Esto demuestra que ef suelo es
un sistema mucho mas complejo que los ambientes acu&ticos (Bitton y Koopman, 1986},

Finalmente, ya que la interaccion enfre el toxico y la enzima frecuentemente resulfa en la
inhibicidn de ia actividad enzimatica (lo cual eventvalmente lleva a la muerte al organismo) y
que las deshidrogenasas son incluidas en reacciones anabdlicas y catabdlicas vitales, resultaron
ideales para su uso en estudios de toxicidad.

Plantas temrestres

El efecfo que producen fas diferentes concenfraciones de suelo confaminado sobre fa
germinacion y en los primeros estadios de desamollo de las plantas ufilizadas, ofrece una vision
amplia scbre el comportamiento toxico de las mezclas de confaminantes que pueden
encontrarse en zonas con una importante actividad industial y permite establecer rangos de
“limpieza” cuando se planea la remediacidn de dichos sitios. Sin embargo, se deben ufilizar
parémetros mas sensibles como la reproduccion y la estructura de la comunidad, que junto con
los andlisis quimicos puede dar resultados méas reales en un andlisis de riesgo; esto debide a
que las propiedades fisicas quimicas y biolégicas del suek remediado podrian cambiar durante
el proceso, debido a la ransformacion y mineralizacion de los contaminantes que fiene lugar en
el suelo {Haimi, 2000). En adicion el suelo podria contener ofras substancias peligroses que no
se hayan hecho evidenles en el andlisis quimico.

En condiciones favorables, al hidratarse las semillas de las plantas, presentan cambios e inician
su metabolismo, transporte de nutrimentos y division celular. Durante este periodo, Ja semilla
tiene una atta sensibilidad que compromete su capacidad germinativa cuando se ve sometida al
estrés ambiental como el provocado por les hidrocarburos, ya que estos reducen la capacidad de
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almacenar agua en el suelo y dan lugar a una baja disponibilidad de oxigeno, siendo estos
factores tan importantes para iniciar ef proceso de germinacisn (Wise y Tranfolo, 1994). Por otra
parte, las semillas son capaces de adsorber contaminantes de origen orgénico, pudiendo ocumir
ésto antes o después de iniciada la germinacidn. La adsorcion de los contaminantes en la
superficie de las semillas, aumenta la posibilidad de absorcion, la cual iene lugar por procesos
no metabélicos cuando la semilla es embebida en agua o a través de procesos de difusion
{Pierzynski ef al, 1994).

La inhibicidn del proceso de genminacion debida a la contaminacion por hidrocarburos puede
variar de una especie a ofra (Salanitro ef al, 1997), como en ef caso de las especies ufilizadas
en este trabajo, en donde Phaseolus wulgars resultd ser mas sensible a la contaminacion que
Trticurn aestivum y Zea mays, registrando esta ilima porcentajes altos de germinacion en todas
fas concentraciones de suelo contaminado. Los resultados para 2. mays tienen concordancia
con los obtenidos por Cervantes (1999) quien reporta como no afectada la germinacién de Z,
mays a diferentes concentraciones de diesel en un suelo contaminado artificialmente. Por ofra
parte Amakari y Onofeghara, (1984}, observaron una inhibicién de fa garminacién de las semillas
de maiz, la cual atribuyeron a la hidrofobicidad del petrleo que origino una restriccion en la
disponibilidad de agua y oxigeno necesarios para su germinacion; sin embargo los autores no
discuten la posibilidad de que el petroleo pueda penetrar a cubierta de las semillas y tener un
efecto toxico en los embriones

Por ofra parte, el efecto de fa contaminacion sobre ef desarollo de fas plantulas fue mayor en las
de P. vulgaris, donde se observd amarillamiento y marchitez de las hojas, ademéas de hojas
aborladas. Para T. aestium los efectos sobre el crecimiento del tallo y raiz fueron
significativamente diferentes en las distintas diluciones de suelo contaminado, observandose un
efecto de estimulacién en las concentraciones més altas, en donde el rango de crecimiento fue
mayor tanto para fa raiz como para el tallo, sin llegar a observarse sintomas de toxicidad por
exceso o carencia de algin elemento o por estres hidrico. Esto debido a que el tiempo que dura
la prueba (21 dias) es muy corto respecto al ciclo de vida de la planta; por lo cual se deben
considerar pruebas de foxicidad cronica que permitan evaluar el rendimiento biologico de Ia
planta, teniendo en cuenta si alcanzan o no la madurez sexual y 1a produccin de semillas. El
efecto observado en Z mays fue muy similar a la respuesta de T, aesfivum, lo que lleva a
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considerar a las monocotileddneas como plantas de mayor resistencla a las adversidades
ambientales y por lo tanto como candidatas para trabajos de fitorremediacién.

Segiin Bromilow y Chamberlain (1995}, la propiedad mas importante que controla el movimiento
de los compuestos quimicos en las plantas, es 1a lipofiicidad, la cual determina la facilidad de
movintiento a través de fas membranas de la planta y, por ¢jemplo, determina el potencial de
transportar a largas distancias via xilema o floema. Otras propiedades de los compuestos
quimicos, tales como la presencia de grupos funcionales particulares o ¢f peso molecular, parece
tener poca influencia en la particion sistémica de los contaminantes.

Un contaminante derramado &n el suelo esta sujeto a procesos de sorcién y pérdida, lo cual
limita la cantidad de contaminante disponible para ser absorbido por las plantas {Alexander,
1995). La degradacion junto con la volatilizacién son considerados como procesos de pérdida. La
sorcién de los compuestos quimicos como la distribucion en [a fase agua-sdlido es generalmente
proporcional a la lipofilicidad de los compuestos y a fa cantidad de materia organica en el suelo
{Bromilow y Chamberiain, 1995). Walker (1972) (citado por Bromilow y Chamberlain, 1995),
mostré  que [a absorcion de la atrazina dentro del tallo de Triticum eastivum, creciendo en 12
diferentes suelos fue proporcional a la concentracién de afrazina estimada en e agua del suelo;
encontro que la absorcion de afrazina disminuyo con el incremento de l1a proporcion de materia
organica presente en el suelo, Esfe comportamiento se observd en este trabajo en el que el
control no observa una diferencia significativa con los diferentes tratamientos, en la mayoria de
los casos, siendo alin mas parecida la respuesta entre el control y el tratamiento con mayor
contenido de contaminante, en donde también el contenido de materia organica fue mayor que
en los fratamientos con menor concentracién de contaminantes.

Es imporiante determinar que tipo de especies vegetales en particular, dominan una comunidad
cuyo habitat ha sido alierado por contaminacitn, ya que éstas pueden estar menos fimijadas por
su capacidad de resistencia a este fipe de contaminantes y desarrollarse colonizando un habitat
con condiciones ambientales adversas ( Cunningham y William, 1993; Wardle y Griller, 1996),
adaptacién que puede ser aprovechada en la recuperacion de sitios contaminados
(Fitorremediacion).
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Eisenia foetida

Por ofra parte, el suelo results ser muy toxico para £. foefida, ya que a los siete dias el 50 % de
mortalidad de los organismos se registrd en la concentracion de 4.1 % de suelo contaminado;
desplazandose, este valor por debajo de la concentracion més baja de suelo {1.5 %) hacia los 14
dias. Tales resultados muestran la sensibilidad de este tipo de organismos, en los cuales, los
contaminantes tienen dos vias de entrada; una en la que las sustancias toxicas son absorbidas
por Ia boca dando como resultado una respuesta toxica répida y prolongada. Sin embargo, la
interaccion quimica de una sustancia toxica con offos componentes del contenido
gastrointestinal pueden afterar su disponibilidad (Duffus, 1983). La segunda via de acceso de los
contaminantes a la lombriz de fiema, es la ple!, en donde la principal barrera frente a la
absorcidn es la epidermiis. Esta esta compuesta principalmente de lipoproteinas y stlo
compuestos lipidicos solubles pueden atravesaria con facilidad, siendo éste el caso de los
hidrocarburos; los cuales ademas evitan la difusion de agua a través de la piel, originando un
estrés hidrico importante.

Salanitro et al. 1897, utilizaron a E. foefida como parte de una bateria de prueba, para evaluar la
toxicidad de dos suelos con diferentes contenidos de materia organica y contaminados
arfificialmente con petréleo crudo. La respuesta de £. foefida fue de una menor sobrevivencia en
el suelo con menor contenido de materia organica; mientras que los valores fueron mayores en
el suelo rico en materia organica. £l valor de sobrevivencia alcanzé el 100% a la fercer semana
de tratamiento, en el suelo con mayor contenido de materia organica; mientras que en el primero,
la sobrevivencia fue del 100% sblo después de 8 semanas de tratamiento. Los autores explican
este hecho debido a que el alto contenido de materia orgéanica pemitid una rapida degradacion
de los contaminantes o bien una fuerte adsorcién de los mismos en las particulas del suelo,
reduciendo su biodisponibilidad.

Los procesos que fimitan la biodisponibilidad de los contaminantes del suelo son tan importantes
como los procesos que afectan la absorcion en el cuerpo, ya que aquellos podrian
considerablemente limitar la cantidad de quimico disponible para ser absorbido {Edmisten y Hull,
1991).
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Los factores que afectan la biodisponibilidad dermal comprende diferentes procesos, incluyendo:
» sorcifn de fos contaminantes en el suelo
» desorcién de los contaminantes de las particulas del suelo, y
+ ftransferencia de masas del contaminate de 1a fase acuosa del suelo yfo parficulas himedas
del suelo sobre la piel o directamente a la epidermis.

Sistema de estudio

La bateria de prueba utlizada para la evaluacion de la toxicidad en un suelo que ha sido
contaminado por la industria de la refinacion del pefroleo resultd ser muy adecuada, ya que
permitid observar ef comportamiento que pueden tener los contaminantes organicos en
diferentes niveles de 1a cadena fréfica. Sin embargo ésta viene a ser Ia primera fase en fa
evaluacién de un sitio contaminado, ya que solo se defectan efectos a corto plazo que pueden
llevar a conclusiones eroneas si se comparara con pruebas de toxicidad crénica,

En el caso de fombrices se debe evaluar el efecto de fa contaminacion sobre la fecundidad y la
sobrevivencia; mientras que para las plantas, los efectos de los contaminantes se harian mas
evidentes si se permite que alcancen la madurez sexual y lleguen a la produccion de semillas.
Para evaluar el efecto del contaminante se deben tomar en cuenta la biomasa (peso seco} y la
cobertwa foliar, ademds de la longitud de! tallo y la ralz, de cada una de las plantas y en
diferentes estadios de desamollo para establecer etapas criticas o de susceptbilidad de las
plantas ante los contaminantes existentes en &l suelo.
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CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta fos objetivos planteados y de acuerdo con 1os resultados obtenidos, se
presentan las siguientes conclusiones:

El suelo estudiado presenté un tipo textural franco arenoso, con un alto contenido de materia
organica y himedad. Un pH &cido y un bajo contenido da nitrégeno y fosforo, esto Gltimo como
consecuencia de la adicién de hidrocarburos en el suelo.

Los hidrocarburos que se encontraron en mayor proporcidn fueron los alifaticos del C18 al €25,
dominando el C25; mientras que de los arométicos prevalecieron los de 4 y 5 anillos, lo cual
indica que son suelos intemperizados dada Ia presencia de dichos compuestos recalcifrantes de
alto peso molecular.

Los valores detectados de metales pesados son bajos, io que descarta una contribucién
importante a la toxicidad del suelo.

En términos de la Clso, E. foetida resultd ser el organismo mas sensible a la concentracion de
hidrocarburos presentes en el suelo, considerandose como muy tbxico para este tipo de
Organismos.

En términos de 12 ICso, el suelo fue ligeramente toxico para B, cereus.

De las plantas utilizadas, 7. aestivum presento una menor variacion en su respuesta individuat
hacia {a contaminacion del suelo, mienfras que Z. mays y P. vulganis presentan una mayor
vatiacion individual en su respuesta a la contaminacion.

La sensibilidad de los organismos a la contaminacion del suelo fue de la siguiente manera:

Lombrices > bacterias > plantas
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RECOMENDACIONES

De acuerdo a fos resultados obtenidos en esta primera aproximacion a la evaluacion de suelos
contaminados se ve la necesidad de realizar pruebas de toxicidad crbnica que permitan una
mejor apreciacibn de los efectos que pueden tener los contaminantes orgénicos, como los
hidrocarburos, sobve las diferentes comunidades edéficas a largo plazo.

Por ofra parte es muy recomendable la realizacidn de ensayos muitiespecies, que permitan
determinar los sinergismos o antagonismos que pudieran establecerse entre las diferentes
comunidades edaficas.

Ya que en este trabajo no se observaron efectos significativos de los contaminates
determinados, sobre los primeros estadios de desarrollo de T. eastivum y Z mays, ambas
monocotiledoneas, se recomienda realizar bloensayos a largo plazo para una evaluacion de su
positle aplicacién en sistemas de fitomremediacion, para la recuperacion de suelos contaminados
con hidrocarburos u ofros contaminantes organicos.

Se recomienda también que los programas de evaluacidn de riesgo en suelos incluyan la

realizacion de pruebas toxicoldgicas, que permitan establecer limites maximos permisibles lo
mds cercanos a fa realidad posible.
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