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RESUMEN

Desde el punto de vista ambiental, los hidrocarburos tienen gran importancia debido a sus
propiedades téxicas, mutagénicas y carcinogénicas. De manera particular, los
hidrocarburos policiclicos aromaticos, como el criseno y el antraceno, son considerados
recalcitrantes al tratamiento bioldgico. En este sentido, el presente trabajo se enfocéd a
evaluar la factibilidad de biodegradar dichos compuestos mediante la adicién de
nutrimentos y cambios de pH en un suelo conformado artificialmente. Para ello, la
experimentacion se llevo a cabo en dos etapas: Etapa 1, caracterizacién y biodegradacion
de hidrocarburos en un suelo antrépico y etapa 2, caracterizacién y biodegradacién de
HPA en un suelo conformado artificialmente. Para la etapa 1, se realizé el estudio de un
suelo natural contaminado, el cual fue caracterizado edaficamente. Asimismo, se le
determind la concentracion de hidrocarburos presentes y el nivel de biodegradacion al que
se puede llegar bajo condiciones de operacién controladas, empleando microorganismos
autdctonos; la identificacion de los microorganismos involucrados en los procesos de
biodegradacion se realizé mediante pruebas bioquimicas. De acuerdo con los resultados
obtenidos, la caracterizacion edafica indica que el suelo natural analizado es de tipo
textural areno francoso, por lo cual el suelo artificial empleado en la etapa 2 fue
conformado de acuerdo a esas caracteristicas. El analisis cromatografico de dicho suelo,
reveld una concentracion total de 1827.95 ppm de hidrocarburos alifaticos y de 327.14
ppm de hidrocarburos aromaticos. Asimismo, se detectd una concentracién de 3.86 ppm y
3.53 ppm de antraceno y criseno, respectivamente. Desde el punto de vista microbiolégico,
las cepas de Bacillus sphaericus y Pseudomonas fluorescens aisladas de este suelo,
biodegradaron en un periodo de 14 dias, mas del 80% de los hidrocarburos alifaticos

presentes.

En la etapa 2, se conformd un suelo artificial areno francoso al cual se le adicioné una
solucion conteniendo 500 ppm de antraceno y 500 ppm de criseno. Como compuesto de
referencia o control, se empled el dibenzo (a,h) antraceno, a una concentracién de 50
ppm, debido a que es un compuesto extremadamente recalcitrante. Los matraces de
prueba y testigo, fueron inoculados con microorganismos provenientes de una planta de
tratamiento de aguas residuales domesticas. Los experimentos se realizaron guardando
las proporciones de carbono(C):nitrogeno:(N):fésforo(P) 100:0:1 y 100:10:1,
respectivamente. De igual manera, se evalud la biodegradacién a pH de 6.5, 4.2 y 9.2
unidades. Los matraces se mantuvieron protegidos de la luz, a una temperatura de 24°C y
sin agitacion. Se obtuvieron muestras periddicas, analizando el contenido remanente de
los compuestos de interés. Los resultados indican que, empleando una proporcién C:N:P
100:10:1 y un pH cercano a la neutralidad (6.5) es posible reducir el tiempo de
degradacion de antraceno y criseno, ya que el antraceno y criseno sin adicion de
nutrimentos, mostraron un porcentaje de remocion de 16.31% y 28.8% respectivamente,
en un periodo de 32 dias; mientras que, en el mismo tiempo con adiciéon de nutrimentos en
las condiciones arriba mencionadas, el porcentaje de remocién aumenté a 52.82 % y
38.07%, respectivamente. De acuerdo al analisis estadistico, existe diferencia significativa
tanto para el criseno como para el antraceno, entre los tratamientos, para los dias 4, 8, 16
y 32; sin embargo, es importante mencionar, que la diferencia no se presenté igual, siendo
menor para el criseno, lo cual se atribuye, a que es un compuesto de 4 anillos mas dificil
de degradar. La identificacién preliminar realizada a la fecha, mediante analisis molecular,
indica que los microorganismos involucrados en el proceso de biodegradacién, son
filogenéticamente cercanos a los géneros Alcaligenes, Achromobacter, Ochrobactrum,
Serratia y, en menor grado, a Bordetella. Dichos géneros han sido reportados previamente
como microorganismos biodegradadores de hidrocarburos.



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El ecosistema suelo es de suma importancia, y la introduccion de componentes
ajenos al mismo, modifica su dinamica, por lo cual, es importante sefialar que gran
parte de la dificultad para resolver problemas de contaminacion de suelo, estriba
en el conocimiento inadecuado de sus caracteristicas.

Por otra parte, el transporte de contaminantes organicos a través del suelo, puede
originar la contaminacion de los mantos freaticos, deteriorando la calidad del agua
en ellos contenida, la cual en la mayoria de los casos, es fuente de abastecimiento

para las poblaciones aledanas (Saval, 1997)

De manera particular, en afos recientes, se ha dado una importancia primordial a
la contaminacién por hidrocarburos en el suelo, subsuelo y agua, ya que debido a
las actividades de exploracién, extraccion, distribucion y almacenamiento de
hidrocarburos, se han originado significativos impactos negativos al ambiente, lo
cual ha acarreado graves consecuencias, como son alteraciones de las
propiedades fisicas, quimicas y biologicas de los sitios afectados (Marin, 1996).
Los compuestos del petroleo con efectos mas nocivos para el hombre, son los
hidrocarburos policiclicos aromaticos, algunos de los cuales, tienen propiedades
téxicas, mutagénicas o cancerigenas (Masserotes y Montova, 1995; Cerniglia,
1993) y se ha reportado su acumulacion en sedimentos, suelo, plantas, peces e
invertebrados (Overton, 1994).

En la dltima década, en México, las autoridades encargadas de la proteccion
ambiental y sobre todo los centros de investigacién, han considerado la
importancia que tiene la conservacion, en general del ambiente, asi como el
manejo de los recursos naturales, destacando la necesidad de eliminar
contaminantes de los suelos y acuiferos, lo cual ha favorecido el desarrollo de
tecnologias de limpieza y recuperacion de los mismos (lturbide y Navarro, 1997).

El proceso de biodegradacion, que se basa en la utilizacién de microorganismos
del suelo, para ftransformar o degradar los compuestos organicos, ha
experimentado un gran desarrollo en afios recientes, sin embargo, ain persevera
la necesidad de desarrollar metodologias, que permitan evaluar la capacidad
biodegradadora de los microorganismos presentes en el suelo, con la finalidad de
establecer posibles soluciones a los problemas de contaminacion de los mismos, y
en especial los que se presentan en México.

En este contexto, el presente trabajo, se enfoca al disefio de un suelo conformado
artificialmente, en el que las variables que intervengan sean controladas, y que
sirva como modelo, para entender el proceso de biodegradacién biolégica que
ocurre en un suelo contaminado con hidrocarburos.

PINA COBOS MIRIAM



MARCO TEORICO

2. MARCO TEORICO
2.1 ASPECTOS RELEVANTES SOBRE EL SUELO

2.1.1 DEFINICION

Suelo es una palabra comun en el idioma castellano, con una etimologia variada y
significados diferentes, que forma parte de un ecosistema que constituye uno de los
factores mas importantes en el equilibrio global de la biésfera. Al respecto, Buol y
cols. (1981) mencionan que, “los expertos en génesis y clasificacion de suelos lo han
considerado y estudiado como una especie anatdémica; los fisicos y quimicos como
un transformador de energia, los geélogos como la unidad epidérmica de un cuerpo
geolégico, por el cual deben pasar todos los materiales en el ciclo de la erosién, de
la roca a los sedimentos depositados en los océanos; los ecologos consideran al
suelo como parte del ambiente, para los agrénomos, es una maquina productora
base de la agricultura y ganaderia”. Sin embargo, para tener una definicién
adecuada a los fines ambientales, es necesario considerar al suelo como un cuerpo
tridimensional que conforma el habitat de miles de especies microbianas y plantas
superiores, y que por lo tanto, desempefa un papel trascendental en los ciclos
biogeoquimicos de los diferentes elementos (Aguilera y Martinez, 1996; Foth, 1996).

El suelo esta formado por 5 componentes principales: materia mineral, agua, aire,
materia organica y organismos vivos. La cantidad de estos constituyentes no es la
misma en todos los suelos, sino que varia con la localidad. La cantidad de materia
organica y mineral, que forman parte de la porcidn inanimada, es relativamente estable
en un determinado lugar; sin embargo, la proporcion de aire y agua varia. El aire y el
agua juntos representan aproximadamente la mitad del volumen en la 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 la
desintegracion y descomposicion de las rocas, transformandose con el transcurso del

tiempo (Foth,1996).

2.1.2 FORMACION

El principal proceso formador del suelo lo constituye la intemperizacion. El tipo de roca
sobre la que actla, junto con otros factores fisicos, quimicos y bioldgicos, determina la
diversidad en cuanto a suelos se refiere. Los suelos se desarrollan como resultado de
la interaccién de cinco factores: roca basal, clima, organismos, topografia y tiempo.

1. La roca madre, es la forma de material no intemperizado o material geolégico no
consolidado, provee el esqueleto fisico y quimico inicial, para la formacién del suelo.

2. La exposicion del material parental, conduce al establecimiento de plantas y
comunidades biolégicas, que afectan la formacién del suelo, principalmente a traves del
proceso de formacion de materia organica.

(3]

PINA COBOS MIRIAM



MARCO TEORICO

3. El clima actua como fuerza directriz, al promover los cambios tanto en suelos como en
ecosistemas.

4. La edad de la region se toma a partir de la edad de la roca o material de origen. El
tiempo que la roca madre esta sujeta a los procesos de intemperizacion del clima y la
actividad biologica, influye fuertemente en el tipo de suelo, por lo tanto, se puede
establecer que mientras mas joven es un suelo, mayor sera su similitud al material que le

dio origen.

5. El relieve o topografia determina la distribucion de la humedad y los patrones de
erosién y eluviacion. Las diferencias de nivel de un terreno, afectan la distribucion,
retencion y drenaje del agua superficial, influyendo consecuentemente, en el

intemperismo del suelo.

De los factores mencionados, sélo el tiempo puede considerarse como una variable
independiente; los otros cuatro, dependen en menor o mayor grado uno de otro o de
algun factor adicional como la adicidon del suelo, la pérdida de materiales, la
transferencia y transformaciones para crear cierto nimero de procesos especificos, que
conducen a la diferenciacion de horizontes (sucesion de capas con diferentes
caracteristicas y tonalidades) y a la propia formacion del suelo (Foth, 1996; Aguilera y

Martinez, 1996).

El suelo es la capa exterior de la corteza terrestre no consolidada, que mediante la
accion de los agentes atmosféricos y la incorporacién de sustancias organicas, se ha
hecho apta para el crecimiento de las plantas; en teoria se ha considerado, que el suelo
es renovable, pero en la practica su restauracion es dificil, de alli la importancia que
tiene su cuidado como recurso natural (Palacios y Gama, 1997).

En términos generales, los estratos que se pueden observar y definir, de modo sencillo,
en el perfil de la corteza terrestre son:

1. Suelo, capa de tierra apta para el cultivo, sobre la cual se fijan vegetales pequerios
y donde se encuentra la mayor parte de microorganismos, puede presentar diversos

grosores.

2. Subsuelo, formado por grandes fragmentos de roca en proceso de desintegracion
cuyo espesor varia de un lugar a otro y que, al cabo del tiempo, pasara a formar parte del
suelo como consecuencia de su total alteracion.

3 Roca madre, constituida por diversos conjuntos de material sélido en los que
sobreyacen tanto el suelo como el subsuelo. La roca de esta capa, a determinada
profundidad, se fragmenta como resultado de fenémenos fisicos y biologicos
enriqueciendo las capas superiores (Aguilar y cols.,1987).

el
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MARCO TEORICO

Mas especificamente, a continuacién se presenta una descripcion de los horizontes de
un perfil de suelo:

El horizonte O, si estd presente, es una capa de materia organica, parcialmente
descompuesta.

El horizonte A, es un horizonte mineral caracterizado por una acumulacién maxima de
falsa materia organica en o cerca de la superficie del suelo. Tiene un color mas oscuro
distintivo de los horizontes inferiores.

El horizonte E, cuya caracteristica principal es la pérdida de silicatos de arcilla, hierro o
aluminio, se encuentra tipicamente entre los horizontes A y B.

El horizonte B es la zona de intemperismo mas activa, esto debido al aumento de arcillas,
y tiene una estructura del suelo bien definida. El suelo formado en materiales geolégicos
recientes, tipicamente esté ausente en un horizonte B o es observable solamente por un
color mas rojo comparado al horizonte C.

El horizonte C, es material no consolidado, que ha experimentado poco o ningun
intemperismo.

El horizonte R, es la roca sélida.

2.1.3 PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS DEL SUELO

Las variaciones de temperatura del suelo, son la manifestacion de la energia solar, de
la cual una parte es absorbida y convertida a calor, mientras que el resto es reflejada a
la atmésfera. El efecto de la temperatura se observa en las reacciones fisiologicas de
las células, pero también sobre las caracteristicas fisicoquimicas como: el volumen del
suelo, la presion, los potenciales de éxido-reduccion, la difusion, la tension superficial,
etc. Los organismos del suelo pueden crecer desde -12 °C hasta 100 °C. En este
contexto, acorde con la temperatura en la que mejor se desarrollan, han sido
catalogadas como: psicrofilas (-5 a 25 °C), meséfilas (15 a 45 °C), termdéfilas (40 a 70
°C) o hipertermdfilas (80 a 100 °C) (Paul y Clark, 1996).

El contenido de humedad puede tener influencia sobre la temperatura, ya que se ha
observado, que los suelos con alta humedad se calientan mas lentamente, debido a la
cantidad, considerablemente mayor de calor requerida para elevar la temperatura (Foth,
1996). La humedad del suelo comprende todas las formas de agua que entran al
sistema del suelo. El agua de la superficie migra hacia abajo por la fuerza de gravedad,
y los espacios porosos pueden llenarse con la solucién del suelo o del aire, de acuerdo
con la cantidad de humedad. Algunas capas de agua se absorben fuertemente a las
particulas del suelo, debido a las fuerzas adhesivas, y conforman el agua de adhesion,
la cual se mueve muy poco. Mas alla de la fuerte atraccién de las particulas del suelo,
las moléculas del agua también se mantienen como una pelicula de agua de cohesién.
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Estas ultimas comparadas con las moléculas de adhesion, estan en mayor movimiento,
tienen un mayor nivel energético y se mueven mas faciimente. El movimiento del agua
ocurre cuando hay diferencias de potencial entre diferentes puntos del sistema y tiende
a moverse de alto a bajo potencial (Foth, 1996).

El color del suelo es influenciado por la cantidad y tipo de materia organica, la
condicion de drenaje y la aireacion. La materia organica, en estado avanzado de
descomposicion imparte a los suelos un color gris, gris oscuro o pardo oscuro, a menos
que algln otro constituyente, como el 6xido de hierro o una acumulacion de sales
modifique el color. Los colores gris claro y blanco se originan por la falta de alteracion
de materiales “maternos” de color gris o blanco, depésitos de carbonatos de calcio,
presencia de sales, o como resultado de la remocién de hierro, dejando cantidades
significativas de minerales claros (Foth, 1996; Aguilera y Martinez, 1996).

Si los suelos estan mal drenados, hay una mayor acumulacién de materia organica en
las capas superficiales, dandoles a éstos una coloracién muy oscura. Cuando las capas
inferiores contienen poca materia organica, presentan un color gris claro, indicando una
condicion de drenaje deficiente. Si el drenaje es intermedio, el color gris del subsuelo es
interrumpido por moteados amarillos, pero cuando permite la aireacion y las
condiciones de humedad son favorables para la actividad quimica, el hierro de los
minerales del suelo se oxida e hidrata formando compuestos amarillos y rojos. Los
horizontes que estan secos una parte del afio y otra parte humedos, tienden a
presentar una mezcla de dos o0 mas colores y se usa la palabra moteado para describir
esta condicion (Aguilera y Martinez, 1996; Foth, 1996).

En la mayoria de los suelos las particulas no existen como entidades individuales sino
que estan agrupadas en agregados de formas y tamafos caracteristicos, a esto se le
conoce como estructura del suelo que determina, la aireacion, disponibilidad de
nutrimentos, accion de los microorganismos, permeabilidad y, por lo tanto, la capacidad
de infiltracién y de movimiento del agua (Foth,1996). La formacién de agregados, es el
resultado de la accion cementante de la materia coloidal del suelo, (arcillas, minerales,
oxidos coloidales de fierro y, manganeso y materia organica coloidal). Por su parte, la
actividad biolégica, esta involucrada en la estabilizacion y degradacion de la estructura
del suelo. Asi, un suelo bien estructurado favorece la actividad biol6gica y esta ultima a
su vez, ayuda a mantener condiciones estructurales favorables (Ladd y cols.,1996).

Los grupos de particulas que conforman al suelo se denominan separados y son
divididos con base en el tamario, sin tomar en cuenta su composiciéon quimica, color y
peso. El tamario relativo de las particulas se expresa con el término textura y se refiere
a la finura del suelo, que depende de la proporcién relativa de arena, limo y arcilla. De
hecho, para nombrar las distintas texturas, se usan las palabras, arena, limo, arcilla y
franco, este dltimo, contiene una mezcla de las 3 particulas mencionadas, en tales
proporciones que exhibe las propiedades de las 3 fraciones de modo equilibrado.

Las particulas de arena, son relativamente grandes y cuando estan presentes en una
proporcién no reducida, aumentan el tamafo de los espacios entre las particulas,
facilitando con ello el movimiento del agua y del aire (Foth, 1996).
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El limo tiene un area superficial mayor, una velocidad de intemperizacién mas rapida y
una liberacion de nutrimentos solubles mas rapido que las arenas, y tienen poca
tendencia a reunirse o adherirse a otras particulas.

La arcilla, es una particula capaz de conferir sus propiedades a una mezcla de
separados, debido a que presenta un area superficial por gramo, mil veces mayor a la
del limo y casi un millén de veces mayor a la de la arena muy gruesa. Dado que una
gran cantidad de agua es retenida como una pelicula en la superficie de las particulas
de arcilla, la cantidad de ésta en el suelo influye grandemente en su capacidad total de
retenciéon de agua y algunos nutrimentos disponibles, actuando como un almacén de

los mismos (Foth,1996).

Los suelos de textura gruesa, con 20% o mas de materia organica, y suelos de textura
fina con 30% o mas de materia organica en peso, tienen propiedades dominadas por la
fraccion organica en vez de la fraccion mineral. Si tales suelos tienen mas de 30 cm de
espesor se les denomina suelos organicos (Aguilera y Martinez, 1996; Reyes, 1996).

La densidad aparente es la medida en peso por unidad de volumen. Esta relacionada
con el peso especifico de las particulas minerales y las particulas organicas, asi como
con la porosidad, por lo que puede variar con la condicién estructural del suelo, y
depende en gran parte de su contenido de agua al contraerse e hincharse conforme se
seca o se moja. Dentro de estudios de fertilidad, este factor sobresale, debido a las
labores continuas con implementos pesados que inducen compactacion, reduciendo la
infiltracion del agua y la penetracién de las raices (Aguilera y Martinez, 1996; Reyes,

1996).

La mayoria de suelos minerales, presentan una densidad aparente que varia de 0.4 a
2.0 Mg/m* la de los suelos arcillosos granulados superficiales esta en el intervalo de
1.0a13 Mg!rn para los suelos superficiales de textura gruesa es de ordinario entre
1.3 y 1.8 Mg/m®. En los suelos superficiales de textura fina, el mayor desarrollo de su
estructura implica que tengan una menor densidad aparente con relacién a suelos mas
arenosos. La densidad aparente de los suelos organicos es muy baja con relacion a la

de los suelos minerales.

Existe una variacion considerable en esa densidad, dependiendo de la materia organica
y del contenido de humedad en el momento del muestreo. Los valores comunes estan
en el intervalode 0.1a2 0.6 Mgfm (Aguilera y Martinez, 1996; Foth,1996).

La densidad de particula o densidad real, sélo considera a las particulas sdlidas y se
considera como una funcién aditiva de las densidades de los constituyentes del suelo.
En consecuencia, la densidad de las particulas es constante y no varia con la cantidad
de espacio que haya entre las particulas. Por tanto, un suelo poroso, tendra una
densidad aparente menor, que un suelo compacto, aunque la densidad absoluta de las
particulas individuales de los dos suelos pudiera ser la misma (Foth, 1996; Ladd y

cols.,1996).
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Las cifras de densidad media de las particulas para la mayoria de los suelos corrientes
varia entre 2.6 y 2.75 Mg/m>. Este valor cambia, cuando hay diferencias notables en el
contenido de materia organica o en la composicién mineraldgica; ya que aparte de
ciertos minerales pesados como la magnetita, que rara vez aparece en cantidades
apreciables, la densidad de los componentes inorganicos, esta comprendida dentro de
una serie bastante reducida (Foth, 1996; Ladd y cols.,1996).

La porosidad del suelo, es el porcentaje de su volumen total ocupado por poros o
intersticios, los cuales pueden estar llenos de agua si el material esta saturado, o por
aire si el material es no saturado. Los poros grandes sirven para la aireacion, los poros
medianos para permitir el paso del agua, y los poros pequerios para el almacenamiento
de agua disponible.

El tamaiio de los espacios porosos es tan importante como la cantidad total de poros, y
tanto el peso como el espacio poroso, varian de horizonte a horizonte y ambos se ven
afectados por su textura y estructura. Los intervalos de porosidad varian entre 0 y 60%
para los depositos sedimentarios. El espacio poroso aumenta con la adicion de materia
organica y, generalmente, disminuye desde la superficie hacia la profundidad,
especialmente si existen zonas de compactacion (Aguilera y Martinez, 1996).

El pH del suelo es producido por un grupo de condiciones quimicas especificas, bajo
las cuales se puede registrar la acidez, neutralidad y alcalinidad. La escala de pH que
toleran las bacterias del suelo se encuentra en un intervalo de 4 a 9.

La acidez del suelo, es comun en las regiones en donde la precipitacion es alta, lo
suficiente para lixiviar apreciables cantidades de bases intercambiables de los niveles
superficiales de los suelos, en tanto que la alcalinidad se presenta cuando existe un alto
grado de saturacion de bases. La presencia de sales, especialmente de calcio,
magnesio y sodio, en forma de carbonatos, favorece la presencia de iones oxhidrilo
(OH) sobre los iones hidrégeno en la solucion del suelo. Lo anterior es caracteristico de
las regiones aridas y semiaridas (Aguilera y Martinez, 1996). Por otro lado, los
principales factores que controlan el pH son la materia organica, asi como el tipo y la
cantidad de cationes; estos factores tienden a estar correlacionados con la precipitacion
pluvial y sus efectos principales son biolégicos. En consecuencia, cantidades grandes
de materia organica inducen acidez, excepto cuando esta balanceada por una
concentracion elevada de cationes basicos (Foth, 1996).

La materia organica de los suelos, se forma y acumula en ellos por incorporaciones de
residuos vegetales a nivel rizésfera, y por la caida de hojas, frutos, asi como por los
cadaveres de animales sometidos a descomposicién microbiana (Aguilera y Martinez,
1996). Ademas, este parametro es directamente responsable, de la adsorcion de los
contaminantes en el suelo, asi como del contenido y tipo de arcillas. El cambio de
alguna de estas propiedades, puede influir en la interaccion del contaminante con el
suelo y alterar su disponibilidad y degradacion por parte de los microorganismos
nativos.
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La materia organica se fermenta por la accion de los microorganismos, formandose
quelatos, acidos fulvicos, huminas, aminoacidos, bases puricas y pirimidicas, proteinas,
azlcares, grasas y ceras. Aporta al suelo macronutrimentos como N¥. P* .S*. ca”,
Na*, K*, y Mg¥: y micronutrimentos como Fe®*, Zn?, Co*, Cu®, B¥, y Mn*, e
incrementa la capacidad de intercambio catiénico total. Por lo general, la materia
organica constituye del 1 al 15 % del total, y se relaciona con la vegetacion nativa,
(Aguilera y Martinez, 1996)

Los suelos organicos se caracterizan por presentar un 30% de materia organica y las
turberas hasta un 90%. El conocer las relaciones C:N ayuda a descubrir como es la
fertilidad de los suelos y los balances de oxidacion y nitrificacion (Aguilera y Martinez,

1996).

Composicion quimica: En la corteza terrestre se encuentra una gran cantidad de
elementos quimicos. Aproximadamente el 98% de la corteza terrestre, esta formado por
ocho elementos quimicos que se presentan en un porcentaje superior al 1% en peso:
oxigeno 46.6%, silicio 27.7%, aluminio 8.1%, hierro 5.0%, calcio 3.6%, sodio 2.8%,
potasio 2.6%, magnesio 2.1%; in embargo, a esta lista deben agregarse otros
elementos que tienen gran importancia en la evolucion de los suelos y en el crecimiento
de las plantas, pero que se encuentran en cantidades muy pequefas: hidrégeno 0.87%,
cloro 0.19%, fosforo 0.11%, magnesio 0.09%, carbono 0.08%, azufre 0.06% y nitrégeno
0.03% (Alexander, 1994; Foth, 1996).

Los nutrimentos se vuelven disponibles a través de la intemperizacion de los minerales
y la descomposicién de la materia organica, con excepcion del nitrégeno que se
incorpora al suelo por medio de la accién de bacterias correspondientes al ciclo del
nitrégeno, por medio de bacterias simbidticas y por la acumulacion de materia organica
de origen vegetal y animal. Los nutrimentos son absorbidos de la solucion del suelo o
de las superficies de los coloides como cationes y aniones (Aguilera y Martinez, 1996;

Foth, 1996).

Por lo anteriormente expuesto, se hace evidente, que la remediacion de suelos
contaminados requiera de una completa caracterizacién y evaluacion del contaminante,
su movilidad y el mecanismo potencial de remocion. Asi es de esperar, que un suelo
contaminado por derrames de petrdleo, cambiara su composicion con el tiempo,
dependiendo de varios factores como: su volatilidad, solubilidad y una serie de
transformaciones bidticas y abidticas de los componentes, de acuerdo a sus
caracteristicas y a la interaccion suelo-agua-gas (Bower, 1994).
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2.1.4 MICROBIOLOGIA DEL SUELO

El suelo presenta una gran variedad de poblaciones, pero la mas numerosa y variable
es la poblacién bacteriana (se estiman poblaciones viables desde un millon o menos,
hasta varios miles de milones por gramo de suelo). Las bacterias, son
microorganismos unicelulares y una de las formas mas simples y pequefas. Su
habilidad para incrementar rapidamente su nimero es extremadamente importante en
los suelos, ya que las bacterias pueden ajustar sus actividades rapidamente en
respuesta a los cambios en el ambiente (Tan, 1994). Las bacterias pueden ser nativas
(autoctonas) y aloctonas. Las bacterias nativas pueden presentarse en estados
resistentes y perduran por largos periodos sin tener actividad metabdlica, pero en
determinado momento, proliferan y participan en procesos fisiolégicos y bioquimicos.
Las bacterias aléctonas, por el contrario, no participan de manera significativa en las
actividades de la comunidad, entran con la precipitacion, en tejidos enfermos, estiércol
0 aguas negras; y pueden permanecer por algin tiempo como formas inactivas, e
incluso crecen por periodos cortos, pero sin contribuir en las transformaciones
(Alexander, 1994); sin embargo, su introduccién en un ambiente natural, con el
propésito de incrementar o extender la biodegradacion de contaminantes, puede
resultar en un método eficiente para la biorremediacion in situ (Masserotes y Montova,

1995).

El factor principal que limita el crecimiento bacteriano en el suelo, es la escasez de
alimento o la carencia de una fuente de energia apropiada y disponible. La naturaleza
de un material energético afiadido influye en el aumento de la actividad, e igualmente
en la especificidad de la comunidad bacteriana que responde. Los suelos con elevado
contenido de materia organica, tienden a contener organismos con mayores exigencias,
mientras que la fraccién asociada a las raices de las plantas, posee un nivel mas
elevado de organismos con menores exigencias (Wild, 1993; Paul y Clark, 1996; Tate,

2000).

En cuanto a la variabilidad en el nimero de bacterias edaficas, se sabe que no estan
uniformemente distribuidas a lo largo del perfil o largo de un horizonte. Cuando se
hacen pruebas cada 24 horas e incluso cada 2 horas, el nimero de bacterias que se
detectan cambia drasticamente. Al intentar relacionar estos cambios con los factores
ambientales, se ha comprobado que pueden producirse dichos cambios de abundancia
incluso, cuando los pardmetros permanecen constantes. Lo que si se ha observado
(con muy pocas excepciones) es que su distribucion en el suelo simula la distribucion
de materia organica, y en los casos en que la distribucion tipica del perfil esta
desordenada, es decir, en donde el maximo bacteriano no se da a la misma
profundidad del perfil que el maximo valor para la materia organica, la disconformidad
puede deberse a condiciones de aridez o acidez en la superficie del suelo que impiden
un desarrollo bacteriano abundante (Wild, 1993).
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2.1.4.1 FISIOLOGIA MICROBIANA

La capacidad de los microorganismos para utilizar los nutrimentos de sus alrededores,
les confiere la habilidad para permanecer en un habitat. Los nutrimentos tienen tres
funciones principales: proveer los materiales que se requieren para la sintesis
protoplasmatica (anabolismo), abastecer de la energia necesaria para el crecimiento
celular (catabolismo), y servir como aceptores de electrones liberados en la reaccion
que proporciona energia a los microorganismos; las diferencias de nutricién se
relacionan principalmente con las moléculas que contienen carbono y nitrégeno. Para
obtener el crecimiento microbiano maximo debe explotarse la capacidad metabdlica de
dichos microorganismos, principalmente en relacion con la fuente de energia y la
eliminacién o neutralizacion de productos que se acumulan en el medio (Parés, 1997,

Ladd y cols.,1996).

La composicion elemental difiere de un microorganismo a otro, pero como valores
medios se obtienen: 50% de carbono, 20% de oxigeno, 14% de nitrégeno, 8% de
hidrégeno, 3% de fésforo, 2% de potasio, 1% de azufre y 0.05% de calcio y magnesio,
0.2% de hierro y 0.3 % en elementos traza que comprenden manganeso, cobalto,
cobre, zinc y molibdeno (Parés, 1997).

Es importante tomar en cuenta que, para una cepa determinada, un medio de cultivo
definido y unas condiciones de desarrollo constantes, se encuentra la misma
composicién, en cambio puede variar de un microorganismo a otro. El nimero y la
actividad de los microorganismos estan controlados, parcialmente, por la cantidad de
energia que pueda liberarse en la descomposicion de materia organica. Aunque la
generacién de energia es un proceso vital basico, los microorganismos del suelo,
presentan una amplia capacidad de adaptacion que refleja distintas condiciones
ecolégicas que pueden presentarse en un suelo. Se utilizan tres mecanismos
metabdlicos para la liberacion de la energia contenida en los substratos organicos,
pudiendo algunos tener acceso a mas de uno en funcion de las condiciones en que se

desarrollan (Alexander, 1994).

Respiracion aerobia: Es el proceso utilizado por los microorganismos aerobios
estrictos y anaerobios facultativos en presencia de oxigeno; comprende una serie de
reacciones de oxidacion, en las que los electrones son conducidos por una cadena de
transportadores, los citocromos, hasta llegar al oxigeno como aceptor terminal de
electrones. El metabolismo basico de bacterias aerobias, da como resultado la
formacion de bidxido de carbono, agua y enlaces fosfatados ricos en energia, como el
adenosindifosfato (ADP) que se transforma a adenosintrifosfato (ATP), el cual se
emplea en diversas reacciones metabdlicas (Parés, 1997; Tan, 1994).

Respiracién anaerobia: Es el proceso en el que el oxigeno no esta disponible y
algunos microorganismos son capaces de utilizar otros aceptores inorganicos como el
COs,, los sulfatos y los nitratos, generando metano, sulfuros y nitrdgeno molecular (Tan,
1994). Las etapas iniciales de la respiracion aerobia y anaerobia son iguales, y solo se
diferencian en el aceptor de electrones terminal.
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La cantidad de ATP generado depende de la diferencia entre el potencial redox del
substrato inorganico que se oxida y del aceptor de electrones; por lo que la respiracion
anaerobia es menos eficaz en términos de produccién de energia (Wild, 1993; Parés,

1997, Brock y Madigan, 1993).

Fermentacion: Es el proceso en el que se utilizan substratos fosforilados como
aceptores de electrones, independientemente del oxigeno, es decir, no se requiere de
un aceptor de electrones terminal inorganico, sino que un substrato organico actla en
ambos sentidos, como donante y como aceptor; lo emplean las bacterias anaerobias
estrictas, anaerobias facultativas y las levaduras. Por ejemplo, los fermentadores
llamados también acetégenos, producen azlcares, aminoacidos, péptidos y alcoholes,
los cuales pueden ser usados por las bacterias metanogénicas y reductoras de sulfatos.

(Wild, 1993)
2.2 CONTAMINANTES ORGANICOS DEL SUELO

La contaminacion del suelo, puede definirse como el incremento de la concentracion de
un agente (bidtico o abiético) introducido o natural, que dificulta o anula la capacidad del
suelo para degradarlo e incorporarlo a la via de los ciclos biogeoquimicos.

Se han identificado mas de 1600 compuestos organicos, siendo de interés aquellos que
contaminan el subsuelo y que a menudo, se asocian con combustibles fosiles. Los
productos refinados del petréleo, son generalmente mezclas complejas, con una
variedad de compuestos organicos con fracciones minoritarias de aditivos organicos
que se encuentran dentro de diferentes clases quimicas. Por ejemplo, la gasolina, el
keroseno, el diesel y los aceites de desecho que tienen diferentes caracteristicas fisicas
y quimicas, y por lo tanto, se comportan de diferente forma en el ambiente (Suthersan,

1997).

Los hidrocarburos son compuestos organicos que contienen soélo carbono e hidrégeno
y son muy insolubles en agua. Los de bajo peso molecular son gases, mientras que los
de alto peso molecular son liquidos o solidos a temperatura ambiente. Con base en su
estructura se pueden dividir en dos clases primarias: alifaticos y aromaticos. Los
primeros se dividen en alcanos, alquenos, alquinos y otros andlogos ciclicos. Los
compuestos aromaticos tienen una configuracién en forma de anillo y tienden a sufrir

una substitucion heterociclica.

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos, son moléculas organicas no polares,
constituidas por dos o mas anillos aromaticos (quimicamente muy estables), y son
generados por la combustion incompleta de hidrocarburos saturados bajo condiciones
deficientes de oxigeno (Chavez, 1997). En areas urbanas o industriales, las fuentes
antropogénicas tales como quema de madera y aceites fosiles, la produccion de
carbon, incineracion comercial e industrial, son las principales fuentes de generacion de
HPA. Asimismo los HPA, son frecuentemente encontrados en lugares con actividad
volcanica, producto de una combustion incompleta, en combustibles sélidos, efluentes
industriales, preservadores de madera, plaguicidas, herbicidas, colorantes y productos
farmacéuticos (Lesage y Jackson 1993; Moorman, 1996).
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Un compuesto tan sencillo como el metano, por medio de la pirosintesis, puede actuar
como precursor de los compuestos aromaticos policiclicos. Este fenémeno se da
cuando la temperatura excede los 500°C y las ligaduras C-H y C-C son rotas, formando
radicales libres, los cuales sufren una deshidrogenacion y se combinan quimicamente
con estructuras aromaticas ciclicas, resistentes a la degradacion (Lesage y Jackson,

1993).
2.2.1 PROCESOS DE TRANSPORTE DE CONTAMINANTES

Los procesos que afectan el comportamiento y particion de los contaminantes en el
suelo son: los procesos hidrodinamicos, los abidticos y los bidticos. Los primeros
afectan el transporte por el impacto del flujo del agua en el suelo. Los procesos
abidticos, afectan el transporte al causar interacciones entre el contaminante y el
material de suelo estacionario (adsorcion, volatilizacién e intercambio iénico), o por
afectaciéon a la forma del contaminante (hidrélisis, reacciones redox). Los procesos
biéticos pueden afectar el transporte por degradacion del contaminante (organico), o
por inmovilizacién del contaminante disuelto (disolucién de metales pesados), o en la
utilizacién del contaminante en los procesos metabdlicos (Suthersan, 1997)

Los contaminantes organicos son transportados en el suelo en cuatro fases distintas: 1)
como producto libre o LFNAL (liquidos de la fase no acuosa), 2) como fase adsorbida,
3) como fase disuelta, y 4) como fase vapor. La distribucion del contaminante dentro de
las diferentes fases, como resultado de la dinamica de transporte, es finalmente una
funcién de sus propiedades fisicoquimicas en las que se incluyen, la densidad,
solubilidad, viscosidad, ademas de las caracteristicas del medio que las rodea como
son el tipo de suelo, su permeabilidad, el tamario de las particulas, su contenido de
humedad y de materia organica, asi como la profundidad del manto freatico. Los
factores climatolégicos como la temperatura y las precipitaciones pluviales, también
tienen una gran influencia. Todas las variables en su conjunto, definen la distribucion y
el tamafo de la pluma de contaminacion en una zona especifica (Pichtel, 2000).

Los LFNAL son inmiscibles o escasamente solubles en agua. Cuando se derraman,
inician su migracion a través de la zona no saturada (vadosa) como una fase separada
(aire, agua y LFNAL). Si no hay una unidad edafica impermeable que detenga su
transporte, pueden continuar su migracion desplazando aire bajo la influencia de las
fuerzas de gravedad y capilaridad. En su trayectoria, los LFNAL cubren la matriz sélida,
algunos se disuelven en la humedad del suelo, algunos se volatilizan y algunos
comienzan a ser atrapados en los espacios porosos, en respuesta a las fuerzas de
capilaridad. Estos procesos influyen por tanto, en la velocidad de desplazamiento de los
compuestos, originando el fendmeno de retardacion.

Por otra parte, cuando el volumen del derrame excede la capacidad de retencion de la
zona no saturada, los LFNAL alcanzaran la franja capilar, quedando dos fases
inmiscibles. En esta zona, los LFNAL deben desplazar el agua de los poros para
continuar su migracion. Asi, la densidad de los LFNAL juega un papel muy importante
en su movimiento subsecuente.
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En la zona no saturada, los contaminantes organicos se presentan como fase vapor,
ocurriendo la liberacion del contaminante a altas presiones de vapor. La formacion de la
fase de vapor es una funcion de la volatilizacion de los LFNAL del suelo cubierto, y de
la fase disuelta en los compartimientos del agua subterranea. El comportamiento de la
fase de vapor, es el resultado de las interacciones con y entre estos comportamientos

(Suthersan, 1997).

En México, el incremento de las necesidades energéticas e industriales, conlleva al
desarrollo de actividades en las que de alguna forma se ve involucrado el empleo y
almacenamiento de combustibles. Los problemas de contaminacion sobre los
recursos naturales (agua, aire, suelo, flora y fauna) se han incrementado,
representando un riesgo para la salud puablica. En materia de contaminacion del
suelo, actualmente se tiene mas conciencia; sin embargo, los problemas de
contaminacién del mismo se remontan al pasado y muchos de ellos contintan
repercutiendo en los ecosistemas.

Las redes de ductos de distribucion, estan siempre sujetas a riesgos de accidentes de
diversa indole como: derrames, explosiones, incendios y fugas de gases. Las tuberias,
ductos y tanques de almacenamiento de combustibles generalmente no se revisan con
la frecuencia requerida. Otros derrames de hidrocarburos que ocurren accidentalmente
se refieren a volcaduras de pipas, y como parte de las actividades de transporte. A todo
ello se afaden las tomas clandestinas que son muy comunes y poco denunciadas

(Saval, 1997)

Tabasco, Poza Rica en Veracruz y el estado de México, son sitios contaminados por
hidrocarburos, lo que permite apreciar la cantidad de trabajo e investigacién que hay
que realizar en los suelos del pais, para recuperarlos, ya sea para fines recreativos, de
construccién tanto habitacional como industrial, o para el desarrollo de la agricultura.

2.3 EL PROCESO DE BIODEGRADACION DE HIDROCARBUROS EN EL SUELO

Las transformaciones microbianas de los compuestos quimicos organicos se clasifican
de la siguiente manera: (1) biodegradacién (el contaminante es usado como sustrato
para el crecimiento); (2) cometabolismo (el contaminante es transformado por
reacciones metabdlicas); (3) acumulacion (el contaminante es incorporado dentro del
microorganismo); (4) Polimerizacion (el contaminante es ligado con otro compuesto
organico); y (5) efectos secundarios de la actividad microbiana (el contaminante 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 incluyen transformaciones abiéticas, especialmente en
las transformaciones relacionadas con las categorias 4 y 5 (Pierzynski y cols.,1994)

PINA COBOS MIRIAM 13



MARCO TEORICO

La biodegradacion, es considerada el principal proceso, en el que los compuestos
organicos son transformados a productos inorganicos como bioxido de carbono, agua,
y sales minerales. En ecosistemas naturales, la biodegradacion de los compuestos
organicos se presenta como una opcion viable para el tratamiento de suelos
contaminados con compuestos quimicos organicos.

La biodegradacién natural sobre los compuestos organicos, tanto en sistemas
acuaticos como terrestres, tiene gran importancia en el funcionamiento de la bidsfera.
La participacion de los microorganismos nativos presentes en el subsuelo, en los ciclos
biogeoquimicos, por su gran versatilidad fisiologica, resulta ser la mejor opcién de
depuracién pudiendo llevar a cabo, la biodegradacién en ambientes aerobios y
anaerobios (Ladd, 1996; Baker y Herson, 1994).

La descomposicién microbiana del petréleo y sus productos, es de considerable
importancia econémica y ambiental. Dado que es una fuente rica de materia organica, y
la mayoria de los hidrocarburos que contiene son facilmente atacados por una amplia
variedad de microorganismos. Por lo tanto, no es de sorprender que cuando el petréleo
queda en contacto con el aire y la humedad sea sometido al ataque de los
microorganismos, de hecho, la mayoria de suelos contienen un nimero de 10° UFC por
gramo de suelo de microorganismos nativos capaces de degradar hidrocarburos
(Michael, 1994). Dicho proceso depende de los procesos bioldgicos naturales que
detienen o reducen la diseminacion de los derrames. Por este motivo, se requiere la
caracterizacion extensiva del sitio, a efecto de evaluar hasta que punto, los
microorganismos son capaces de contrarrestar la contaminacion.

2.3.1 BIODEGRADACION DE HIDROCARBUROS

Los hidrocarburos se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente oceanico,
atmosférico y terrestre, pero su presencia puede o no, tener origen en el petréleo;
Debido a esto, es dificil determinar el origen de los hidrocarburos presentes en una
muestra ambiental basada Unicamente en su composicion. Tal dificultad refleja las muy
variadas fuentes y flujos de hidrocarburos, lo cual determina la magnitud y el intervalo
de entrada de estas sustancias, a un sector particular del ambiente (Botello, 1996).

Como contaminantes, los hidrocarburos tienen un origen biolégico, pero por procesos
geoquimicos y después por refinamiento se alteran de una forma importante. La
fraccion biodegradable puede ser transformada por microorganismos a una forma mas
estable. Mientras que la fraccion recalcitrante tiene una alta resistencia a la
biodegradacion; sin embargo, la fraccion persistente puede, bajo condiciones
especificas y de acuerdo al compuesto de que se trate, sufrir biodegradacion (Wise y
Trantolo, 1994).
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En el suelo los hidrocarburos estan sujetos a una rapida infiltracién vertical y, a menos
que esto se prevenga por un clima frio o por saturacién de agua, la evaporacion y la
fotodegradacion de hidrocarburos en el suelo es muy baja, llegando a ser sélo del 1 al
2% del derrame (Wang y Bartha, 1994). Antes de que ocurra un derrame de petréleo en
el suelo, el aire y agua estan contenidos en los espacios intersticiales de las diferentes
zonas del suelo, en una relacion directamente proporcional a la profundidad (la
saturacion se incrementa, conforme aumenta la profundidad). Sin embargo, después de
que ocurre un derrame, los hidrocarburos del petréleo compiten con el 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 liquidos, compite con el agua por
los espacios intersticiales disponibles. Los hidrocarburos derramados, se mueven hacia
abajo debido a la fuerza de gravedad; aunque puede ocurrir una migracion horizontal
debido a la fuerza de capilaridad entre el liquido derramado y las particulas del suelo
(Alexander, 1994).

La utilizacion de los hidrocarburos alifaticos saturados, por parte de los
microorganismos, es un proceso mas bien aerobio, ya que el paso inicial para la
oxidacion de este tipo de hidrocarburos implica oxigeno molecular como uno de los
reactantes. Durante el proceso, uno de los atomos de la molécula de oxigeno, se
incorpora al hidrocarburo, de modo que sin oxigeno, los hidrocarburos practicamente no
son afectados por los microorganismos (Parés, 1997)

Algunos hidrocarburos aromaticos pueden ser empleados como donadores electrénicos
por microorganismos aerdbios, de ellos, el género Pseudomonas ha sido el mas
estudiado. La degradacion de compuestos por dicho género, inicia con el ataque de
enzimas especificas como la dioxigenasa (por ejemplo, en la degradacién del 2 y 4
nitrotolueno) encargada de la desintegracién de las moléculas (Haigler y Spain, 1993).
Asi, la biotransformacion de muchos contaminantes organicos, es facilitada por
enzimas que actian durante las funciones metabdlicas normales de los

microorganismos.

Las ventajas de dicha biotransformacion incluyen, la completa mineralizacion de los
contaminantes a productos inocuos, y el hecho de que las reacciones enzimaticas
mediadas por microorganismos, son mucho mas rapidas que las que se llevan a cabo
en ausencia de ellos (Bouwer, 1992).

Por otro lado, se ha demostrado que el metabolismo de estos compuestos tiene como
estado inicial la formacion de dos moléculas: protocatecuato y catecol, como productos
del catabolismo oxidativo. Estas dos moléculas a su vez, pueden ser transformadas en
compuestos que entran al ciclo del acido citrico: succinato, acetil-CoA, piruvato. En
varios pasos de la degradacion de estos hidrocarburos, por lo general, se requieren
oxigenasas (Atlas y Cerniglia, 1995).
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2.3.2 FACTORES AMBIENTALES INVOLUCRADOS EN LA BIODEGRADACION DE
HIDROCARBUROS

Temperatura
Este factor Influye sobre la actividad de los microorganismos, siendo el intervalo

entre 24 y 35 °C, el considerado como éptimo. Asimismo, contribuye al aumento de
la velocidad de biodegradacién dentro de cierto intervalo, es decir, las reacciones
bioquimicas incrementan su velocidad con el aumento de la temperatura.

Humedad del suelo
Para sistemas aerobios, se considera un valor 6ptimo entre 48 y 68%, esta

caracteristica promueve una disolucién adecuada del contaminante. Sin embargo, la
humedad excesiva del suelo (mayor al 70%) disminuye la permeabilidad y porosidad
del mismo, lo que su vez reduce de manera significativa, la actividad microbiana, lo cual
se traduce en una reduccion de la velocidad de biodegradacion (Ladd y cols., 1996).

Concentracion de oxigeno disponible

La oxigenacion es el paso inicial del catabolismo de los HPA, empleando el complejo
enzimatico citocromo P-450, que requiere oxigeno (Atlas y Cerniglia, 1995). El oxigeno
actia como el aceptor terminal de electrones y es necesario para estimular la actividad
de los microorganismos degradadores. En algunos casos, donde la concentracion de
oxigeno es insuficiente, para mantener la respiraciéon aerobia, el nitrato (NO3), sulfato
(S0O.), hierro (Fe:"’) y manganeso (Mn?"), pueden actuar como aceptores de electrones,
si los microorganismos cuentan con los sistemas enzimaticos necesarios (Fan y Tafuri,
1994). En presencia de suficiente cantidad de oxigeno, los procesos de oxidacion
prevalecen sobre las reacciones de reduccion. Tales condiciones se encuentran en
suelos bien drenados o bien aereados.

La concentraciéon de oxigeno puede ser disminuida en la fase gaseosa por factores
como, bajas temperaturas y bajo contenido de humedad del suelo, por supuesto, esta
deficiencia afecta a toda la actividad microbiana. (Tan, 1994)

Acidez y alcalinidad (PH)
El valor de pH del suelo se relaciona con la capacidad de intercambio i6nico del mismo.

El pH afecta el comportamiento de las funciones celulares, transporte en la membrana
celular y el equilibrio de las reacciones catalizadas de los microorganismos.

El crecimiento bacteriano se lleva a cabo en condiciones neutras a ligeramente
alcalinas que, ademas, son éptimas para la biodegradacion rapida. Asi, el intervalo
optimo considerado es de 6.5 a 8.0. El valor 6ptimo dentro de estos margenes se
encuentra muy cercano al punto neutro hacia el lado alcalino; sin embargo, existen
bacterias que crecen en condiciones altamente acidas o alcalinas, como las aciddéfilas
que crecen en un intervalo de pH de 1 a 6, y las extremo acidéfilas que crecen
realmente en valores de pH de 1 a 3, por ejemplo, algunas especies de Thiobacillus,
Thermophalus y Sulfolobus.
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Por otro lado, algunos alcaléfilos moderados son Nitrosomonas spp que crecen en un
intervalo de 7.3 a 9.6, y algunas bacterias son extremo alcaldfilas capaces de crecer a

un pH de 13 (Paul y Clark, 1996).

Densidad del hidrocarburo

Del valor de este parametro, depende la penetracién y solubilidad en el medio acuoso y
es ademas, determinante en la migracién del contaminante. Para que la actividad
microbiana se realice, el contaminante debe solubilizarse en el suelo mediante el uso
de solventes no tdxicos para los microorganismos (Aguilera y Martinez, 1996).

Concentracion de nutrimentos esenciales

Los requerimientos nutritivos de un organismo, estan determinados por la composicion
quimica de la célula, asi como por factores del medio ambiente, variando ampliamente
en sus caracteristicas genéticas y, consecuentemente, en sus propiedades fisiolégicas
y su capacidad para utilizar y transformar a los diferentes compuestos quimicos (Parés,

1997).

De los nutrimentos requeridos para el crecimiento de los microorganismos estan el
nitrégeno y el fosforo, los que probablemente llegan a estar presentes de manera
deficiente en el suelo contaminado, por lo que normalmente deben agregarse al
sistema de biorremediacion en una forma disponible (por ejemplo amonio como fuente
de nitrégeno, y fosfatos como fuente de fésforo).

El nitrdgeno, existe en el suelo en formas organicas e inorganicas y esta presente en
varios estados de oxidacién (de —3 a +6). El contenido de nitrégeno total en el suelo
varia considerablemente de 0.056% en suelos desérticos, hasta 0.3% en suelos de
regiones humedas o semihimedas. El nitrégeno, es la clave para la construccion de
aminoacidos, proteinas, nucledtidos y vitaminas. También se ha reportado que el
sulfato de amonio proporciona un mayor crecimiento de la microbiota responsable de la

degradacién, que el nitrato de amonio (Tate, 2000).

Por su parte, el fosforo existe en el suelo como compuesto organico e inorganico.
Algunos de los compuestos en la fracciéon organica del suelo, considerados fuentes
potenciales de fosforo son los fosfolipidos y los acidos nucleicos. La concentracion de
iones fosfato en el suelo es muy pequefa y se estima en 1mg/L o menos (Tan, 1994).
Especificamente, la adicion de fosfatos contribuye a la formacién de ATP para llevar a
cabo las funciones metabdlicas y en la conformacion de acidos nucleicos y coenzimas,
asi como otros compuestos necesarios para el desarrollo de los microorganismos.
(Bewley, 1996; Michael, 1994; Tate, 2000).

De igual forma, se han reportado relaciones experimentales que sefalan que es
necesario adicionar 150 mg de nitrégeno y 30 mg de fésforo para convertir 1 g de
hidrocarburo en material celular; sin embargo, la relacion C:N que se adicione,
dependera de algunas razones como:

PINA COBOS MIRIAM



MARCO TEORICO

(1) El grado de recalcitrancia del contaminante, el cual puede variar sustancialmente
para compuestos del petréleo. Tales residuos pueden ser mineralizados a bioxido

de carbono y agua o incorporados a la biomasa celular.

(2) La disponibilidad de carbono organico en el suelo puede variar, no exactamente el
que es parte del contaminante, sino el que puede presentarse como materia

organica.

(3) Asimismo, se debe considerar que durante la degradacion del hidrocarburo,
aproximadamente se convierte la mitad en material celular y el resto se oxida para
obtener energia (Bewley, 1996; Michael, 1994).

Otros factores son: el contacto adecuado (‘bioaccesibilidad”); presencia de
microorganismos, ya sea autoctonos o aléctonos aclimatizados expresando suficiente
actividad metabdlica, y la adicion de micronutrimentos (trazas de metales, azufre,
hierro, potasio, calcio, magnesio y manganeso), aunque en este caso es dificil predecir
la cantidad, debido a la influencia de otros factores sobre el proceso de degradacion

(Rogers y cols., 1993; Fletcher, 1994)

2.3.3 PARTICIPACION DE LOS MICROORGANISMOS EN LA LIMPIEZA DE
SUELOS

El suelo es un sistema complejo, heterogéneo y cambiante, de modo que los
microorganismos que pudieran tener algun predominio, deben contar con la capacidad
de adaptacion a las condiciones dadas. Sobre esto, se considera que algunos
microorganismos, desarrollaron la capacidad de degradar ciertos compuestos
especificos, pudiendo utilizarlos como fuente de carbono bajo condiciones 6ptimas de

crecimiento (Zehnder, 1995; Tan, 1994).

Un contaminante organico se distribuye entre las 4 fases del suelo, dependiendo
principalmente de su solubilidad y volatilidad, por lo que la interaccion del contaminante
con las fases del suelo, puede hacer a un compuesto organico mas o menos
susceptible al tratamiento biologico.

Los microorganismos normalmente producen una capa superficial viscosa, constituida
por polimeros de polisacaridos, que les permite incrementar sus propiedades adhesivas
a las particulas, ademas, por lo general estan restringidos a ambientes humedos
debido a que requieren agua para vivir, siendo influenciados por la interfase sélido-

liquido.

Dentro de los mecanismos de adaptacion, se resalta el papel que desemperian las
entidades extracromosomales de ADN, especialmente de los llamados plasmidos.
Dichas unidades pueden contener genes responsables para la sintesis de enzimas
especificamente inactivadoras de nuevos antibiéticos en microorganismos, cambios de
resistencia de bacterias hacia ellas mismas, o para degradar sustancias xenobidticas

(Zehnder, 1995).
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El control de la formacién y actividad enzimatica, es sin duda, uno de los principales
medios de adaptacion en microorganismos y especialmente en bacterias,
representando una respuesta de los microorganismos a condiciones de medios
multisustratos como el suelo, el cual facilita el uso del sustrato mas favorable para el

mayor crecimiento y sintesis celular.

Para sistemas naturales como el suelo, composta y lodos biolégicos, colonizados por
una comunidad microbiana heterogénea, es caracteristico que la fuente de carbono y
energia controlen el crecimiento microbiano y que los sustratos disponibles puedan ser
usados por una sucesion de poblaciones microbianas y comunidades (Wild, 1993).

El proceso de biodegradacion se basa en la coalision de las particulas contaminantes
con las enzimas responsables de su degradacion en el interior de la bacteria, lo que
dependera del tipo de enlaces entre el contaminante y la enzima, asi como la
conformacion y localizacién de los nucleos activos de la misma. Una vez que el
contaminante ha penetrado la membrana del microorganismo, este Ultimo puede usar
varios mecanismos tanto para mineralizar como para cometabolizar los contaminantes
organicos. El hecho de que un compuesto pueda o no ser utilizado como nutrimento,
estd determinado principalmente por dos factores, el primero, es la capacidad del
compuesto de ingresar al interior del microorganismo, lo que significa atravesar la
membrana plasmatica y, el segundo, es si el microorganismo es capaz de sintetizar las
enzimas que se necesitan para su metabolismo (Parés, 1997). La rapidez con la que
los microorganismos degraden los contaminantes, esta influenciada por el
contaminante y su concentracién, el suministro de oxigeno y humedad, temperatura,
nutrimentos y cometabolismo (Tate, 2000).

Por otro lado, pese a que las bacterias se adaptan facilmente a cualquier habitat, se
presenta competencia con la microbiota autdctona, por lo que se requiere de muchas
inoculaciones. Por lo anterior, se sugiere la estimulacién o enriquecimiento de la
poblacién microbiana autéctona, en lugar de aplicar microorganismos aloctonos que
probablemente mueran por la competencia; la razén principal es que los
microorganismos autéctonos responsables de la biodegradacién de contaminantes, son
consorcios con caracteristicas propias dependiendo de las condiciones
microambientales del lugar donde se encuentran (Saval, 1997).
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2.3.4 MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE HIDROCARBUROS

La utilizacién de hidrocarburos por los microorganismos es ampliamente distribuida en
los ambientes marinos y en suelos donde existen derrames de petréleo (Atlas, 1994).
Los compuestos organicos contaminantes pueden ser degradados por los
microorganismos del suelo, que los utilizan como fuente de carbono y energia (Folsom
y Chapman, 1991).

En general, el nivel de poblacién de los microorganismos que utilizan hidrocarburos y
sus proporciones con respecto a otras comunidades microbianas, parece ser un indice
sensible de la exposicién de los hidrocarburos en el ambiente. En un ecosistema
contaminado por petréleo, la comunidad microbiana puede constituir hasta 100% de los
microorganismos viables (Ladd y cols., 1996).

La habilidad para degradar hidrocarburos como el petréleo no esta restringida a pocos
géneros microbianos; los principales responsables de la descomposicion del petroleo y
sus productos, son bacterias y hongos; se ha demostrado que ciertos mohos,
levaduras, algunas cianobacterias y algas verdes tienen esta habilidad (Wise y

Trantolo, 1994).

Las poblaciones bacterianas responden favorablemente a la adicién, en el suelo, de
parafinas y otros hidrocarburos alifaticos derivados del petréleo, provocando que estos
sustratos vertidos en el suelo lleguen a desaparecer (Alexander, 1990). De manera
particular, los géneros de bacterias mas importantes que utilizan hidrocarburos son:
Staphylococcus, Acinetobacter (Marin y cols., 1996), Alcaligenes, Serratia, Clostridium,
Enterobacter, Bacillus, Pseudomonas (Folsom y Chapman, 1991; Haigler y Spain,
1993; Dott, 1992), Penicilliun, Aspergillus, Rhizopus, Achromobacter, Arthrobacter,
Micrococcus, Nocardia, Vibrio, Brevibacterium, Flavobacterium, Candida, Rhodotorula y
Sporobolomyces (Wise y Trantolo, 1994), Acinetobacter, Actinomyces, Aeromonas,
Corynebacterium, Flavobacterium, Streptomyces y Xanthomonas (Atlas y Cerniglia,
1995). En los ultimos afos se han estado comercializando en México productos
bacterianos o tecnologias de los cuales, se desconocen sus alcances y limitaciones.
Los productos se venden como polvos magicos capaces de destruir todo tipo de
contaminantes y van acompanados de aditivos cuya formulacion esta patentada. En el
caso de los aditivos, éstos contienen nutrimentos y tensoactivos, pero estos ultimos,
aunque sean biodegradables, al aplicarse “in situ” ayudan a la dispersion de los
contaminantes mas que a su degradacion (Saval, 1997).
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OBJETIVOS

Por lo anteriormente mencionado, se plantearon para la presente tesis los siguientes:

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la factibilidad de biodegradar de manera aerobia los HPA contenidos en un
suelo conformado artificialmente, segun las caracteristicas de un suelo antropico
contaminado tipico de zona petrolera.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar de manera edafica el suelo antropico seleccionado para la realizacion
del estudio.

2. Enriquecer cultivos bacterianos autéctonos y valorar su actividad degradadora de
hidrocarburos alifaticos.

3. Seleccionar dos HPA para evaluar su biodegradaciéon aerobia, bajo condiciones
controladas en un suelo conformado artificialmente, tomando como base Ila
composicion edafica del suelo antrdpico previamente caracterizado. Para lograr lo
anterior, el suelo conformado fue contaminado con concentraciones conocidas de
criseno, antraceno y dibenzo (a, h) antraceno, induciendo, de esta manera, la

biodegradacion de dichos hidrocarburos.

4. Aislar a las principales bacterias heterétrofas, degradadoras de criseno y
antraceno y caracterizarlas genotipicamente, mediante analisis molecular.
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FIGURA 3: Secuencia de actividades realizadas durante la
etapa experimental 2.
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5. ETAPA 1. CARACTERIZACION Y BIODEGRADACION DE
HIDROCARBUROS EN UN SUELO ANTROPICO

5.1 MATERIALES Y METODOS
5.1.1 OBTENCION DE LA MUESTRA

El muestreo del suelo fue realizado segin la USDA-SCS (1986), eligiendo varios
puntos al azar y conformando una muestra compuesta; dicho muestreo fue realizado
por el Instituto Mexicano del Petréleo y la Universidad Auténoma Metropolitana,
Unidad Iztapalapa. Una vez que la muestra estuvo en el laboratorio, se procedié a su
homogeneizacion y se mantuvo en refrigeracién a 4 °C. Para la determinacion de
parametros fisicos y quimicos, se secaron dos kilogramos de suelo a temperatura
ambiente (Ruiz y cols., 1997; Chavez, 1997).

51.2 PROCEDIMIENTO PARA LA CARACTERIZACION EDAFICA DE LA
MUESTRA DE SUELO

Se determinaron las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo indicadas en la tabla
1

TABLA 1. Técnicas empleadas para la caracterizacion edafica del suelo

Parametro Técnica empleada

pH Potenciémetro (Reyes Jaramillo, 1996)

Color Cédigo de Munsell (1996)

Densidad aparente Método de la probeta

Densidad real Picnémetro (Reyes Jaramillo, 1996)

Espacio poroso Por calculo a partir de densidad real y aparente

Nitrégeno total Kjeldahl (Jackson, 1982)

Fésforo como fosfatos Bray-1 (1945) (Reyes Jaramillo, 1996)

Textura Hidrémetro de Bouyoucos (Reyes Jaramillo,
1996)

Materia organica Walkley y Black (1934) (Reyes Jaramillo, 1996)

Nota: La descripcion y fundamento de las técnicas se encuentra en el anexo A.
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5.1.3 PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE HIDROCARBUROS
EN EL SUELO

Para la caracterizacion de los hidrocarburos tanto alifaticos como aromaticos de la
muestra, se empled la técnica UNEP/IOC/IAEA (1992) “Determination of petroleum
hydrocarbons in sediments, Reference Method No. 20. United Nations Environment

Programme”.

El suelo himedo se seco a temperatura de 40 a 50 °C, se macerd en un mortero de
porcelana y se tamizé a través de una malla de 200 mm. Se tomo una submuestra del
suelo tamizado de 5 g, con base peso seco, para realizar la extraccion. La descripcion
detallada del procedimiento se muestra en el anexo B.

En la muestra de suelo antrépico, se llevé a cabo el aislamiento de cultivos
bacterianos, identificacion y seleccién de cepas autdctonas a fin de evaluar su
actividad degradadora de hidrocarburos alifaticos, los cultivos fueron identificados
hasta nivel de género mediante patrones culturales de crecimiento y pruebas
bioguimicas de diagnostico.

5.1.4 AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS EN EL SUELO

El procedimiento consistié en adicionar (en condiciones estériles) a un matraz con
100 mL de caldo Casoy, 1 g de suelo contaminado con hidrocarburos, agitando en un
vortex por 60 segundos. Por otro lado, se prepararon tubos con un medio minimo de
nitrégeno ajustado a pH 7, los cuales se esterilizaron a 15 Psi por 15 minutos, y se
colocaron en posicion inclinada, a fin de tener mayor area de contacto, sobre este
medio se adicioné 1 mL de petréleo diafano y se inocularon 0.1 mL del matraz
preparado inicialmente (Fletcher, 1994).

Los tubos se mantuvieron a 24.5 °C durante 72 horas, al cabo de las cuales se tomé
una muestra con una asa microbiolégica, sembrando mediante estria cruzada en

medio tripticasa soya agar e incubando a 24.5 °C durante 7 dias.

Posteriormente se realizaron resiembras con el objeto de obtener colonias puras.
Una vez obtenidas las cepas, éstas fueron conservadas en un medio con nitrégeno y
0.2 mL de petréleo diafano.
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5.1.5 ENSAYO DE DEGRADACION DE HIDROCARBUROS
ALIFATICOS EMPLEANDO LAS CEPAS AISLADAS

Para las pruebas de degradacién se utiliz6 medio mineral con 5% de diesel, con 0.1
mL de la suspension bacteriana a probar, incubada previamente durante 24 horas.
Como testigo, se empleé un matraz con el medio de degradacién sin inocular, éste
representa el control de medio para evitar que la emulsion diera un falso positivo. Los
matraces se incubaron a 25 °C, en agitacién constante con revision a las 48, 96 y
120 horas. Esta revision consistié en sacar los matraces para dejarlos en reposo por
5 minutos y poder observar turbidez en los medios.

Una vez transcurridos 14 dias de incubacion, se tomé una muestra para proceder a
la extraccion y andlisis cromatografico, a fin de verificar la reduccién en los niveles
de hidrocarburos alifaticos. Un volumen de 100 plL, se pasé por una pipeta Pasteur
empacada con fibra de vidrio, 0.4 g de silica y 0.4 g de alumina (previa deactivacion),
la muestra fue eluida con 2.5 mL de hexano (fraccién 1) y 2.5 mL de una mezcla de
hexano-diclorometano 9:1 y 2.5 mL de una mezcla 5:5 (fraccién 2), las fracciones
obtenidas fueron analizadas por cromatografia de gases y los resultados
comparados con el control de prueba. Para ello se empleo la técnica propuesta por la
UNEP/IOC/IAEA (1992), sélo que se hicieron modificaciones de acuerdo al tamaiio

de la columna.

Debido a la dificultad que implica el manejo de suelos contaminados por hidrocarburos
como consecuencia de la actividad propia de la industria del petroleo, no es
recomendable utilizar éstos, para realizar experimentos tendientes a la evaluacién de
cada uno de los factores que intervienen en la degradacién de este tipo de
contaminantes. Lo anterior, principalmente debido a que al trabajar con suelos poco
homogéneos, no es posible lograr la reproducibilidad de los experimentos, ya que no
existe un punto de referencia para realizar la comparacién entre degradacién abiética y
microbiana. Ademas, estos suelos tienen como fuente de carbono una cantidad
inespecifica de compuestos.
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5.2 RESULTADOS Y DISCUSION
5.2.1 CARACTERISTICAS EDAFICAS DEL SUELO NATURAL CONTAMINADO

La muestra de suelo presenté un color oscuro (pardo-negruzco), debido a la adicion
de compuestos organicos. Este mismo hecho repercutié en el pH, el cual fue acido
(4.2), lo anterior en su conjunto da origen a un horizonte bajo en fertilidad conocido
como horizonte districo.

De acuerdo con el andlisis granulométrico, resulté predominante la fraccion arenosa
(81.84%), seguida por la arcilla (15.16%) y limo (3%), valores que de acuerdo a la
Sociedad Internacional de la Ciencia del Suelo, corresponden a un tipo textural franco-
arenoso. Este tipo de suelos, de acuerdo con la FAO-UNESCO, pueden ser
clasificados como arenosoles. Los resultados de la caracterizacion edafologica del
suelo contaminado se muestran en la tabla 2.

TABLA 2: Relacion de parametros fisicoquimicos de una muestra de suelo
contaminado con hidrocarburos del petréleo.

PARAMETRO SUELO CONTAMINADO
1. Color seco 3/27.5 YR café oscuro
2. Color himedo negro
3.Valor de pH 4.2
4. Densidad aparente (g/mL) 1.52
5. Densidad real (g/mL) 1.06
6. Espacio poroso (%) 62.92
Sélidos (%) 37.08
Arena (%) 81.84
Arcilla (%) 15.16
Limo (%) 3.00
7. Materia organica (%) 14.39
8. Carbono (%) 9.06
9. Nitrégeno (%) 0.060
10. Fésforo (mg/L) 0.48

La clase textural arena, indica que son suelos muy permeables al aire, al agua y a las
raices; sin embargo, se ven limitados por su bajo poder de retencién de agua y por su
deficiente capacidad de almacenamiento (Lopez, 1987). Lo anterior es corroborado por
el valor de porosidad obtenido (62.92%) reportado para arenas de granos individuales,
la cual se considera como una porosidad insatisfactoria en cuanto a la eficacia en la
retencion de agua, sales y gases (Foth, 1996).
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Por otra parte, segun la clasificacién que presenta Aguilera (1996), los altos contenidos
de material organico (14.4%) no son tipicos para estos suelos y su origen puede ser
explicado como resultado de adiciones a través de escurrimientos, desbordamientos, o
inundaciones estacionales. Ademas, la geoforma favorece que dichas adiciones
tiendan a acumularse, y debido a las condiciones del clima, a mineralizarse
rapidamente. Segln estudios realizados por Zavala (1993), propiedades como la
textura, no son afectadas por derrames de hidrocarburos, ya que ésta es consecuencia
del material de deposito aluvial que aportan los rios, y las propiedades fisicas del suelo
mas afectadas son: la estructura del suelo (debido a la ruptura de los agregados); el
potencial hidrico y el aumento en la retencion de agua en la capa superficial

(Semarnap, 1996).

En cuanto al contenido de carbono organico total, éste resulté ser alto (Foth, 1996),
esto se debe principalmente a procesos de oxidacion y en menor proporcién a la
modificacién de la estructura del suelo por la ruptura de agregados (Elias y Martinez,
1991).

En lo que respecta a los valores de densidad real y aparente de un suelo, éstos
dependen de su composicién. Asi, en la mayoria de suelos minerales, el valor de la
densidad real no sobrepasa los 2.65 Mg!ma; mientras que en los suelos con grandes
cantidades de minerales pesados como magnetita, epidota, zircén, 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 a 1.5 Mg/m® (Foth, 1996). El valor de densidad real determinado para el suelo
estudiado (1.06 Mg/m®) se encuentra ligeramente por debajo de este intervalo, debido a
la adicion de hidrocarburos, ya que éstos provocan una disminucién en la densidad de
las particulas del suelo (Zavala, 1993). La densidad aparente tiene mucho que ver con
la estructura que presenta el suelo, pues toma en cuenta el espacio poroso presente en
el sistema. La densidad de la muestra se encuentra dentro del intervalo reportado para
este tipo de suelos queesde 1.4a 1.6 Mg/m® (Porta y cols., 1994).

En cuanto al nitrégeno, el valor se encuentra dentro del intervalo clasificado como
bajo, acorde con los valores reportados de 0.05% como limite inferior para este tipo
de suelos (Bohn y cols., 1993; Fassbender y Bornemisza, 1987). En cuanto al
fosforo, el resultado de 0.48% concuerda con el dato reportado inferior a 1 mg/L ya que
la concentracién de iones fosfato en suelos es muy pequefia (Tan, 1994).

Un efecto indirecto de la presencia de hidrocarburos en el suelo es la disminucién de
la disponibilidad de ciertos nutrimentos como el nitrégeno y el fésforo, debido a la
acidificacién del suelo; en este sentido, la maxima disponibilidad del nitrgeno se
encuentra entre un pH de 6 a 8, debido a que éste es el intervalo mas favorable en el
desarrollo de los microorganismos que mineralizan el nitrogeno de la materia
organica y para aquellos que fijan el nitrégeno simbidticamente.
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Por otra parte, la maxima disponibilidad del fosforo esta en el intervalo de pH de 7.5
a 6.5; un pH por debajo de 6.5, es asociado con un incremento de hierro y aluminio
en solucién y la formacion de fosfatos de hierro y aluminio relativamente insolubles
(Foth,1996).

5.2.2 HIDROCARBUROS ALIFATICOS Y POLICICLICOS AROMATICOS
PRESENTES EN EL SUELO NATURAL CONTAMINADO

El analisis cromatografico de la muestra de suelo contaminado, revelé la ausencia de
hidrocarburos de bajo peso molecular, tanto alifaticos como aromaticos, debido a que
se encuentran en niveles por debajo del limite de deteccién del equipo (menos de
0.01 pg/g). Esta ausencia es atribuible a que son compuestos que se pierden con
facilidad por procesos de evaporacion u oxidacion fotoquimica, principalmente en
regiones tropicales con temperaturas elevadas y largos fotoperiodos (Botello y
cols.,1996).

TABLA 3: Niveles de hidrocarburos alifaticos detectados en la muestra de suelo
contaminado mediante cromatografia de gases. Valores en pg/g en peso seco (ppm)

COMPUESTO CONCENTRACION COMPUESTO CONCENTRACION

(PPM) (PPM)

C10 ND C23 281.01

C11 ND C24 373.09

C12 ND C25 474.82

C13 ND C26 9.32

C14 4.65 c27 N.D

C15 4.53 C28 N.D

C16 19.69 C29 N.D

&4 32.16 C30 12.25

C18 79.29 C31 N.D

C19 133.43 C32 10.55

C20 126.8 C33 N.D

c21 103.57 C34 27.52

C22 135.27 Suma total= 1827.95

ND= menor de 0.01 png/g
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HIDROCARBUROS ALIFATICOS

Conc. ppm
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FIGURA 1: Abundancia de hidrocarburos alifaticos detectados en el suelo antrépico.

El analisis cromatografico del suelo permitié detectar hidrocarburos alifaticos a partir
de compuestos con 14 carbonos hasta de 34 carbonos, por comparacién del
cromatograma de la muestra con un estandar. Las concentraciones de hidrocarburos
alifaticos detectadas en la muestra analizada, varian de 4.53 a 478.82 pg/gramo de

peso seco.

De los hidrocarburos registrados, los de 23, 24 y 25 carbonos son los que sobresalen
por su alta concentracién, con 281.01, 373.09, y 474.82 ngl/g, respectivamente;
mientras que, la menor concentracion se registro para los compuestos de 14 y 15
carbonos con 4.65 y 4.53 ug/g, respectivamente. La concentraciéon total de
hidrocarburos alifaticos registrada fue de 1827.95 ppm. Todos los valores
corresponden a la muestra de suelo sin diluir, es decir, al 100%. Las concentraciones
mas altas corresponden a los hidrocarburos de mayor peso molecular (carbonos 18-

al 25, Tabla 3).
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TABLA 4: Concentracion de hidrocarburos paliciclicos aromaticos detectados en la
muestra de suelo contaminado mediante cromatografia de gases. Valores en nug/g en
peso seco (ppm)

NOMBRE DEL NUMERO DE CONCENTRACION
COMPUESTO ANILLOS
naftaleno 2 ND
acenaftileno 2 ND
acenafteno 2 ND
fluoreno 2 ND
fenantreno <) 4.4
antraceno 3 3.86
fluoranteno 3 9.1
pireno 4 9.7
Benzo(a)antraceno 4 5.85
criseno 4 3.53
Benzo(b)fluoranteno 4 18.68
Benzo(k)fluoranteno 4 14.44
benzo(a)pireno 5 25.98
Benzo(g,h,i)perileno 5 83.77
Dibenzo(a,h)antraceno 5 46.8
Indeno(1,2,3cd)pireno 5 104.88

En lo que respecta a los hidrocarburos aromaticos detectados en la muestra de
suelo, la concentracion total fue de 327.14 ppm. La menor concentracién registrada
corresponde al criseno (3.53 pg/g), uno de los cinco compuestos de 4 anillos
detectados en la muestra analizada.

Por otro lado, sobresalen por su concentracién los compuestos aromaticos de 4 y 5
anillos, siendo el indeno (1,2,3cd) pireno (representa el 32% de la concentracion total
de HPAs), el benzo (g,h,i) perileno y el dibenzo (a,h) antraceno, los que en orden
decreciente registraron las concentraciones mas altas.
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Hidrocarburos policiclicos aromaticos
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FIGURA 2: Abundancia de hidrocarburos aromaticos detectados en la muestra de
suelo analizada.

La presencia de hidrocarburos policiclicos aromaticos de alto peso molecular indica
que el suelo bajo estudio, no puede ser considerado como un suelo que tenga una
concentracion al 100% de contaminantes petrogénicos, derivados de las actividades
petroleras o de posibles derrames recientes, sino que mas bien, se trata de un suelo
en el cual, el origen de estos contaminantes es debido a la combustion incompleta de
los hidrocarburos fésiles (pirrdlisis), derivadas de las actividades petroleras e
industriales. Aunado a ésto, se observo que las concentraciones de hidrocarburos
aromaticos policiclicos tienden a incrementarse hacia los compuestos de mayor peso
molecular, como pireno, benzo (k) fluoranteno, benzo (b) fluoranteno, benzo (a)
pireno, dibenzo (a,h) antraceno, benzo (g,h,i) perileno, indeno (1,2,3cd) pireno, lo
cual es tipico de una contaminacién cronica de derivados del petréleo (Diaz-
Gonzélez y cols., 1995; Heitzer y Sayler, 1993).

Cabe sefialar que las concentraciones detectadas de fenantreno, fluoranteno, benzo
(k) fluoranteno, benzo (a) pireno, dibenzo (a,h) antraceno, benzo (g,h,i) perileno, se
encuentran muy por arriba de los limites maximos permisibles (LMP) determinados
por Kalf y cols. (1997), del Instituto Nacional de Salud Publica y del Ambiente de los
Estados Unidos de América;, mientras que el naftaleno, antraceno y criseno se
encontraron en concentraciones por debajo de los limites maximos permisibles
determinados por la misma institucion.
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Por otro lado, en la muestra de hidrocarburos alifaticos, se corroboré el origen de la
contaminacién, ya que sigue un comportamiento similar a los aceites pesados,
originados durante la refinacion petrolera (Wise y Trantolo, 1996). También se puede
atribuir esta respuesta al hecho de que el suelo probado ya ha estado sometido a un
proceso de intemperizacion y, posiblemente, a un ataque bacteriano que lo han
hecho menos toxico. Sin embargo, existe también la posibilidad de considerar que
los hidrocarburos pueden haberse encontrado fuertemente adsorbidos en el suelo y
que también pudieran tener una muy baja solubilidad en agua (Garcia, 1994; Lesage
y Jackson, 1993).

5.2.3 DEGRADACION DE HIDROCARBUROS ALIFATICOS CON LAS CEPAS
AISLADAS

Hasta este momento, sdlo se sabia que los microorganismos podian vivir en un
medio con hidrocarburos, pero se desconocia si realmente los degradaban, por lo
que se decidid, en un inicio, emplear un contaminante con una elevada
concentracion de hidrocarburos alifaticos que, como se mencioné anteriormente, son
mas faciles de degradar (Parés, 1996; Michael, 1994)

Desde el punto de vista microbiolégico se lograron aislar mediante la técnica
reportada por Fletcher (1994), tres especies reportadas en la literatura como
degradadores de hidrocarburos: Pseudomonas fluorescens, Bacillus sphaericus
(Dott, 1992; Bouchez y cols., 1995, Wang y Bartha, 1994) y Serratia marcescens
(Dott, 1992; Parés, 1997)

Para estas tres especies, se realizaron pruebas de degradacion de hidrocarburos
alifaticos, utilizando al diesel como contaminante. El hecho de utilizar éste y no otro
contaminante se decidié tomando en cuenta que se desconocia si las cepas tenian o

no actividad degradadora.

Como resultado se obtuvo, que a las 48 horas de incubacién no se observé turbidez
en el medio; a las 96 y 120 horas se observo turbidez en los medios inoculados,
ademas de un aspecto lechoso en la capa de diesel, se procedié a hacer una tinciéon
de Gram y al microscopio se observaron las caracteristicas correspondientes a cada

cepa inoculada.

Este procedimiento se continué durante 8 dias mas, al término de este periodo se
pudo observar una mayor turbidez y ese aspecto lechoso en todo el medio, por lo
que se deduce que la concentracién celular era mayor. En el control no se observo
turbidez en ningiin momento.

Posteriormente, se obtuvo la concentracién tanto del control como de las muestras
inoculadas con las cepas, y los resultados se pueden apreciar en la figura 3, donde el
mayor valor obtenido corresponde al compuesto con 14 carbonos (1805.97 ppm).
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Para el caso de los compuestos con 10, 11, 19, 25 y 26 carbonos, se obtuvo una
biodegradacion total por parte de las dos cepas empleadas; para el caso de
Pseudomonas fluorescens, ésta biodegradacion ademas se observé para los
compuestos con 12, 22, 23 y 24 carbonos, lo cual coincide con los datos registrados
para este género, que estd ampliamente reportado como degradador de
hidrocarburos (Dott, 1992; Bouchez y cols., 1995; Wang y Bartha, 1994, Haigler y

Spain, 1993).

PRUEBA DE BIODEGRADACION DE HIDROCARBUROS ALIFATICOS
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FIGURA 3: Biodegradacion bacteriana de las cepas Pseudomonas fluorescens y
Bacillus sphaericus comparado con el control de prueba, concentracion del
contaminante remanente (ppm) utilizando un volumen de 500 pL y 1 mL de inéculo
de la cepa correspondiente.

Como se puede observar en los resultados anteriores, utilizando un volumen de 500
uL y 1 mL de indéculo de cada cepa seleccionada, se obtuvo una reduccion del
contaminante de 94.31% y del 83.86 % para las cepas Pseudomonas fluorescens y
Bacillus sphaericus, respectivamente. Para ambas cepas se pudo observar una
reduccién del contaminante mayor al 80%, lo cual implica que ambas cepas podrian
ser utiles en un proceso de degradacién; en los resultados presentados, es evidente
gue hubo una degradacion del contaminante por parte de los microorganismos, ya
que la concentracion en las muestras inoculadas fue mucho menor comparada con el
control de prueba, esto se puede observar principalmente para las especies de
Bacillus sphaericus y Pseudomonas fluorecens.

Para el caso de Serratia marcescens se observo turbidez en el medio y aspecto
lechoso a los 7 dias de incubacién, pero no se analizaron las fracciones obtenidas en
la extraccién; sin embargo, se espera también una reduccién en la concentracion del
contaminante, ya que esta especie estd reportada en la literatura como un
microorganismo relacionado con la biodegradacion de hidrocarburos.
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5.2.4 CONCLUSIONES PARCIALES

» La caracterizacion edafica del suelo antrépico, indica que es de tipo
textural areno francoso, con un alto contenido de materia organica y
humedad. Presenté un pH acido y un bajo contenido de nitrogeno y
fosforo, esto ultimo como consecuencia de la adicién de hidrocarburos en

el suelo.

» El analisis cromatografico del suelo antrépico, revelé una concentracion
total de 1827.95 ppm de hidrocarburos alifaticos y de 327.14 ppm de
hidrocarburos aromaticos, prevaleciendo los hidrocarburos aromaticos de 4
y 5 anillos. La presencia de este tipo de hidrocarburos indica que son
suelos intemperizados, dado que se trata de compuestos recalcitrantes de
alto peso molecular. Asimismo, se detecté una concentracién de 3.86 ppm
y 3.53 ppm de antraceno y criseno, respectivamente.

» Desde el punto de vista microbioldgico, las cepas de Bacillus sphaericus y
Pseudomonas fluorescens aisladas de este suelo, biodegradaron, en un
periodo de 14 dias, mas del 80% de los hidrocarburos alifaticos presentes.
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6. ETAPA 2. CARACTERIZACION Y BIODEGRADACION DE
HPA EN UN SUELO CONFORMADO ARTIFICIALMENTE

6.1 MATERIALES Y METODOS
6.1.1 CONFORMACION DEL SUELO ARTIFICIAL

A partir de los datos de la clase textural del suelo antrépico contaminado, se
conformé un suelo artificial. Una vez que se obtuvieron los respectivos porcentajes
de arena, limo y arcilla para dicha conformacion, se mezclaron arena con arcilla del
tipo caolinita y limo de cuarzo; los dos primeros fueron obtenidos comerciaimente y el
tercero fue proporcionado por el Laboratorio de Fisica de suelos del Instituto de
Geologia de la UNAM. De la manera arriba descrita, se obtuvo la fraccién mineral del
suelo, la cual fue enriquecida con el mismo porcentaje de materia organica que el
determinado para el suelo contaminado. La materia organica (14%), se adicioné en
forma de humus activo obtenido comercialmente.

6.1.2 PREPARACION DEL INOCULO PARA LOS ENSAYOS

Con respecto al inéculo incorporado al suelo bajo estudio, éste procede del lodo de
una planta de tratamiento aerobio de aguas residuales domésticas, al que se le
determind la cantidad de agua inicial. Para ello, se tomd una muestra de lodo de
aproximadamente 100 mL y se deposité en un recipiente a peso constante,
determinando por diferencia de peso, la cantidad de agua que contiene. Asi, al
momento de agregar el lodo (inéculo microbiano), también se esta incorporando
humedad al suelo lo cual debe tomarse en cuenta para el calculo de la humedad
relativa deseada para los matraces 1y 3.

De manera similar, al agregar la solucion de azida de sodio al suelo del matraz 2, se
agregé agua, la cual fue considerada para el calculo del valor deseado. En este
sentido la concentracién final deseada fue de 0.1 gramos de azida de sodio por
gramo de suelo seco. El inéculo se adicioné para lograr la bioestimulacion
incrementando asi la posibilidad de biodegradar los HPA.

6.1.3 ENSAYOS DE BIODEGRADACION DE HPA SIN ADICION DE NUTRIMENTOS

Para determinar la factibilidad de eliminar los HPA del suelo mediante el empleo de
microorganismos, es necesario considerar algunos fendmenos que se pueden
presentar durante la fase experimental, tales como fotocatalisis, evaporacion,
desorcion térmica, e incluso (dada la naturaleza de los HPA) una adsorcion de los
contaminantes en el suelo. Por lo anterior, y con el fin de corroborar que la
degradacién que se observe, sea unicamente atribuible a los microorganismos, se
planted el disefio experimental indicado en la tabla 5.
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TABLA 5: Disefio experimental de la biodegradacion de HPA en un suelo
conformado artificialmente

DIBENZO AZIDA

WATRAZ | CONTENIDO | ANTRACENO | CRISENO | (ah) | SOLVENTE | AGUA (LODOS| DE
0 (mg) (mg) | antraceno | (mL) (mL) (@ | sobio

g (mg) (@

1 250 0 0 0 0 0 2161| O

2 250 125 125 12.5 250 21.32 0 0.25

3 250 125 125 12.5 250 0 21.61 0

El matraz 1, sirvi6 como testigo de la biodegradacion y, el matraz 2 para inhibir la
actividad microbiana al adicionar azida de sodio (NaN; al 0.1%) y detectar la
degradacion abiética que se pueda presentar (Ruiz y cols., 1997) y en el matraz 3, se
observo, la degradacién microbiana de los HPA.

En los matraces 2 y 3, el suelo fue contaminado con las siguientes concentraciones
de HPA: 500 mg de criseno, 500 mg de antraceno y 50 mg dibenzo(a,h)antraceno
por kilogramo de suelo seco. Para lograr lo anterior, se preparé una solucién de los
tres HPA en concentracion igual a la que tendran en el suelo, utilizando como
disolvente 250 mL de diclorometano (CH.Cly).

Esta solucion, se mezclo en un vaso de precipitados de 2L con la cantidad de suelo
necesaria, que correspondié a 250 g de suelo seco, manteniendo en agitacion y
evaporando durante 72 horas en la campana de seguridad. Posteriormente, se
agrego el inéculo o la azida de sodio seglin correspondié. Una vez realizado lo
anterior, se cubrid la parte exterior del vaso con papel aluminio con el propésito de
evitar la fotodegradacion. La temperatura se mantuvo constante a 20 °C.

Para determinar la concentracion remanente de los HPA en los matraces 1,2 y 3, se
tomaron muestras de aproximadamente 10 g de suelo de cada uno de los recipientes
que contenian el suelo experimental, los dias 0, 4, 8, 16, 32, 64, 90 y 132.

Un parametro de suma importancia en los estudios de biodegradacién, que se debe
conocer y controlar a lo largo del experimento, es el porcentaje de humedad que
contiene el suelo. Por tal motivo, antes de inocular y/o contaminar el suelo, debe
tomarse una muestra aproximadamente de 5 g de suelo con la que se va a trabajar.
Esa muestra se coloca en el horno a una a temperatura de 105 °C durante el tiempo
suficiente para que se evapore el agua que contiene.
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Una vez realizado lo anterior, se pesa y por diferencia de pesos entre el inicial y el
final, se determina la cantidad de agua que estaba presente. Este tipo de analisis
debe hacerse en muestras representativas y por triplicado, a efecto de contar con
resultados confiables.

El suelo antropico bajo estudio, tiene un valor de maxima capacidad de retencion de
agua (MCRA) de 0.373 g de agua por gramo de suelo seco, y para que se lleve a cabo
un proceso de biodegradacion en el suelo, éste debe contar con aproximadamente un
50 a 80% como valor maximo, respecto a la MCRA (Michael, 1994; Kastner y Mahro,
1996), por lo que se determind, que para el experimento de biodegradacion en el suelo
conformado, dicho valor fuera de 0.2238 gramos/agua por gramo de suelo seco. De tal
modo, se agregé agua hasta llegar al valor establecido, el cual permanecié constante a
lo largo del experimento. Al existir fenémenos naturales de evaporacion, la cantidad de
agua en el suelo disminuye, por lo que periédicamente se debe de afadir la cantidad
necesaria para compensar la cantidad de agua evaporada y mantener asi la humedad
relativamente constante. La forma de mantener la humedad del suelo a lo largo del
experimento, fue a partir del control constante del peso del recipiente, lo cual a su vez,
se logra a través de la adicion de agua cuando asi se requiera. No obstante, no es
posible garantizar completamente que el agua adicionada logre distribuirse
homogéneamente en todo el suelo, lo que puede llegar a ocasionar una fuente de
variacion en el experimento. Una forma de minimizar este efecto indeseable, es
mediante la adiciéon cuidadosa y por goteo, del volumen de agua requerido para el
control de la humedad.

6.1.4 BIODEGRADACION DE HIDROCARBUROS POLICi(_:LICOS AROMATICOS
CON ADICION DE NUTRIMENTOS (BIOESTIMULACION) Y CAMBIO DE pH

En el estudio de la biodegradacién de HPA bajo condiciones controladas, se
manipularon parametros como adicién de nutrimentos, especificamente la relacion
carbono:nitrégeno:fosforo (C:N:P), con el propésito de favorecer las condiciones de
degradacion de los microorganismos (Chavez y cols., 1997; Elliot, 1996). El valor de pH
fue otro parametro que se manejé con el fin de observar las variaciones que se pueden
presentar para la biodegradacién. Paralelamente se llevé a cabo el aislamiento de
microorganismaos.

La etapa experimental 2, se realizd en cuatro vasos de precipitado de 500 mL
conteniendo 75 g de suelo seco, inicialmente sin contaminar. Se adicioné la cantidad
necesaria de antraceno, criseno y dibenzo(a,h)antraceno, disuelta en 75 mL de
diclorometano (CH:Cl;) para lograr concentraciones de: 500, 500 y 50 ppm
respectivamente. De igual manera, se adicionaron 22 g H;O/g de suelo secoy 12 g
de inéculo en todos los matraces.
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En cuanto a la adicién de los nutrimentos, se determiné emplear una relacién molar
entre carbono, nitrégeno y fésforo de 100:10:01, respectivamente. Con base en esa
proporcion, se determina la cantidad de fésforo o nitrégeno necesarios para llegar a
la relacion éptima definida. Por ello, antes de agregar los nutrimentos, se debe tomar
en cuenta la cantidad que existe de ellos en el suelo a emplear.

De manera general, en el matraz 4, a diferencia de los matraces 5, 6 y 7, no se
adiciond nitrégeno, con el proposito de observar, cual es el efecto del fésforo en
comparacién con el nitrégeno, al compararlo con el matraz 5, como fésforo se
adiciono una solucion amortiguadora de fosfato de sodio dibasico (PO., 109.87 mg) y
como nitrégeno se adiciond nitrato de amonio (NH4NO3, 778.28 mg). Los matraces 6
y 7, se prepararon para observar las variaciones que se producen por un cambio de
pH (el valor de pH se alcanza adicionando acido clorhidrico (HCl 4.4 N, 6 mL) o
hidréxido de sodio (NaOH, 0.6 g), respectivamente.

TABLA 6: Caracteristicas experimentales de los matraces con suelo conformado
artificialmente.

Matraz 4 Matraz 5 Matraz 6 Matraz 7
Suelo seco (g) 75 75 75 75
CH,Cl, mL 75 75 75 75
Antraceno (mg) 37.5 37.5 37.5 375
Criseno (mg) 37.5 3.5 375 37.5
Dibenzo(a,h)
antraceno (mg) 37.5 3.75 375 3.75
Suelo (g) 82.38 82.38 82.38 82.38
Adicién de H20 12.00 11.80 12.02 11.70
g H2O0/g suelo
Sien 21.99 21.99 21.99 21.99
gi’ﬁ;“’" 100:01:01 100:10:01 100:10:01 100:10:01
NH4NO; (mg) 778.28 778.28 778.28
PO, (mg) 109.87 109.87 109.87 109.87
pH 6.5 6.5 4.5 9.2
HCL 4.4 N (ml) 6
NaOH (g) 0.6
Inéculo (g) 12.00 12.00 12.00 12.00

Para la toma de muestras en el ensayo de biodegradacion inducida, se llevé a cabo
el mismo procedimiento, pero en este caso, las muestras fueron de
aproximadamente 5 g y los dias de muestreo fueron 0, 5, 8, 16 y 32.
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6.1.5 PROCESAMIENTO DE LOS DATOS

El analisis estadistico de los datos experimerttales, se realizé mediante el analisis de
varianza y se empleé la prueba multiple de medias Tukey con un «=0.05 (Programa
Statistica para Windows). Las pruebas se realizaron, entre cada uno de los dias por
tratamiento y, entre cada uno de los tratamientos para antraceno y criseno.

6.1.6 CUENTA DE BACTERIAS TOTALES Y HETEROTROFAS

La cuenta de bacterias totales, se llevé a cabo en agar nutritivo que contiene peptona
de gelatina y extracto de carne de res, la siembra se hizé por extension superficial y
las cajas se incubaron a 26 °C durante 24 horas (Michael, 1994).

En el caso de la cuenta de bacterias heterotrofas, se realizé mediante la técnica
tradicional de cuenta en placa, empleando como medio de crecimiento el Agar para
métodos estandar (Bioxon cat.134-1), que contiene: peptona de caseina (5.0 g/L),
extracto de levadura (2.5 g/L), D(+) Glucosa (1.0 g/L) y agar-agar (14 g/L). Las
muestras se incubaron a 26 °C por un periodo de 72 horas (Michael, 1994).

La cuenta de bacterias y la caracterizacién de los microorganismos se realizd en las
muestras del dia 32.

6.1.7 AISLAMIENTO Y ANALISIS MOLECULAR DE BACTERIAS DEGRADADORAS
DE CRISENO Y ANTRACENO

Para las muestras de suelo conformado artificialmente, primero se evalué la actividad
degradadora de hidrocarburos alifaticos y aromaticos y, posteriormente, se llevé a
cabo el aislamiento de cultivos bacterianos.

La disminucién de criseno y antraceno, durante los diferentes tratamientos realizados
en el suelo, se atribuye a la accidén bacteriana; sin embargo, con el fin de aportar
suficientes evidencias, que permitan comprobar que la remocion de los HPA es
efectivamente de tipo microbiana, se procedié a determinar la cantidad de bacterias
presentes. Asimismo, se realizé el aislamiento de las bacterias degradadoras,
empleando como base la técnica propuesta por Fletchter (1994). Las modificaciones
introducidas a esta técnica se describen a continuacion:

AISLAMIENTO

En un tubo de ensaye se preparé una fase sélida, constituida por fosfatos y nitratos
y, una fase liquida de hidrocarburo sobrenadante sobre la fase sdélida. De este modo,
los microorganismos toman los nutrimentos necesarios de la fase sélida y la fuente
de carbono la proporciona el hidrocarburo. Se utilizé como hidrocarburo una solucion
de criseno y antraceno, 500 ppm disueltas en dimetil sulféxido (DMSO).
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El inéculo adicionado a la muestra se obtuvo de la dilucién de un gramo de lodo
contaminado en 100 mL de caldo Casoy, del cual se tomaron 0.2 mL que se
colocaron sobre el hidrocarburo sobrenadante.

Para las muestras de suelo conformado artificialmente, al medio de nitrégeno se le
adicionaron 30 pL de una solucién de criseno y antraceno con una concentracion de
500 ppm, y los tubos se mantuvieron a 24.5 °C durante 7 dias, al cabo de los cuales
se tomd una muestra con una asa microbiolégica, sembrando mediante estria
cruzada en cajas Petri con medio tripticasa soya agar e incubando a 35 °C durante
72 horas.Las colonias puras se obtuvieron mediante resiembras, y fueron
conservadas en medio de nitrégeno y 0.2 mL de una solucién de criseno y antraceno

a 500 ppm.

ANALISIS MOLECULAR
La caracterizacion molecular basada en el analisis de la secuencia del gen ADNr 16s

se realizd a partir de cultivos en cajas Petri, extrayendo el ADN total microbiano, de
cada uno de los microorganismos, para ello, se utiliz6 el método adaptado y
modificado de Cullen y Hirsch (1998), que incluyé una precipitacién fenol-cloroformo
antes de la deshidratacion con isopropanol. La cuantificacion del ADN se realizd

mediante espectrofotometria.

El fragmento del gen ADNr 16s se amplifico a partir del ADN total obtenido, mediante
la técnica de PCR (PCR System 9700, Applied Biosystems); para la reaccion se
utilizaron oligonucledtidos 8 FPL y 1492 RPL, previamente reportados (Relman,
1993). La purificacion se llevé a cabo con el Kit QuiAquick® PCR purification (Qiagen
Inc.), de acuerdo a las indicaciones del proveedor. El producto generado de 1500 pb
fue secuenciado desde el extremo &', en el Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM
con un secuenciador automatico ABI PRISM (310 Genetic Analyzer PE Applied
Biosystems), utilizando como iniciador el oligonucledtido 8FPL. Las secuencias
obtenidas se presentan en el anexo E.

Las secuencias del gen ADNr 16s de las cepas aisladas, se compararon
individualmente, con las secuencias existentes en las bases de datos, mediante un
analisis BLAST con el programa BLASTN (Altschul y cols., 1997) version 2.2.3 del
GenBank. Las secuencias resultantes de dicho andlisis, junto con secuencias
existentes en el GenBank, se alinearon de forma mudltiple usando el programa
CLUSTAL_X (Thompson y cols.,1997) version 1.81, permitiendo establecer la
filogenia de las bacterias aisladas.
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La descripcion detallada de las secuencias empleadas se presenta a continuacion:

Secuencias incorporadas en el alineamiento realizado junto con la secuencia de las
cepas aisladas.

1.

Beta protecobacterium Pll_GH1.2.A7 (GenBank: AY162060.1) (Zengler y cols.,
2002)

Uncultured bacterium clone Phe95 (GenBank: AF534218.1) (Padmanabhan y
cols. Sin Publicar)

Achromobacter xylosoxidans. (GenBank: AJ491846.1) (Riccardi y cols. Sin
Publicar)

Bordetella sp. (GenBank: AB015607.1) (Hanada y cols., 1998)
Ochrobactrum sp. (GenBank: AF229879.1) (Song y cols., 2000)

Ochrobactrum sp. LMG 20570 (GenBank: AY040351.1) (Goris y cols. Sin
publicar)

Ochrobactrum gringonense. (GenBank: AJ242581.1) (Lebuhn y cols., 2000)

Ochrobactrum sp. LMG 20564 (GenBank: AF452128.1) (Goris y cols. Sin
publicar)

Ochrobactrum anthropi. (GenBank: AJ276036.1) (Peltroche-Llacsahuang vy
cols., 2000)

10. Ochrobactrum sp. (GenBank: AJ249458.1) (Babic y cols., 2000)

11.uncultured Alcaligenes sp. (GenBank: AJ306836.1) (Nunes y cols. Sin

Publicar)

12. Achromobacter xylosoxidans subsp. xylosoxidans. (GenBank: AF411021.1)

(Liu y cols., 2002)

13.Alcaligenes sp. VKM B-2263 (GenBank: AF430122) (Gonzalez y cols. Sin

Publicar)

14. Alcaligenes sp. PNCB 1 (GenBank: AY090020.1) (Shen y cols. Sin publicar)

15. Alcaligenes sp. (GenBank: AJ002802.1) (Hoffmann y cols., 1998)
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16. Achromobacter sp. LMG 6003 (GenBank: AY170847.1) (Coenye y cols. Sin
Publicar)

17.Beta protecbacterium Pl_GH1.1.B4 (GenBank: AY162039.1) (Zengler y cols.,
2002)

18. Serratia marcescens. (GenBank: AY043387.1) (Coenye y cols., 2002)

19.Uncultured gamma proteobacterium clone CLs91 (GenBank: AF529356.1)
(Carroll y Zinder. Sin publicar)

20.Uncultured gamma proteobacterium clone CLi53 (GenBank: AF529337.1)
(Carrol y Zinder. Sin publicar)

21. Serratia marcescens subsp. sakuensis. (GenBank: AB061685.1) (Ajithkumar y
cols. Sin Publicar)

Finalmente, por medio de la paqueteria computacional PHYLIP Version 3.2
(Felsenstein, 1989) se hizo la construccién del arbol filogenético, usando el método
de distancia. Para obtener el arbol de distancia de las cepas aisladas, se utilizo el
modelo de Felsenstein (1984), con 100 remuestreos y se obtuvo un arbol consenso,
empleando el programa Neighbor (neighbor joining), implementado en el programa
PHYLIP.
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6.2 RESULTADOS Y DISCUSION

6.2.1 ENSAYOS DE BIODEGRADACION DE HPA SIN ADICION
DE NUTRIMENTOS

La toma de muestras para el andlisis cromatografico del suelo con indculo, se
realizd conforme a lo programado, la extraccion se llevd a cabo en todas las
muestras pero el analisis cromatografico se hizo sélo en las muestras de los dias
0, 16 y 90, y en ninguna de ellas, se encontraron HPA, esta prueba constituyo el

control.

Por otra parte, considerando que el matraz 2, inicid con una concentracion de 500
ppm y su funcién es servir de referencia para observar la posible remocion de los
HPA por factores abidticos, entre los que se encuentra el proceso de extraccion, se
procedio a realizar periédicamente el andlisis cromatografico del suelo con HPA y
azida de sodio. La extraccion se realizo por duplicado y los resultados se muestran
en lafigura4y tabla7.

SUELO CON HPA Y AZIDA DE SODIO
600 ]
500 feer———— 2 — .. | i ANTRACENO
B
E 400 — e e e S
a o
g 300 ————— = p— o +—CRISENO
=
S 200 |- e
—%—DIBENZO (a,h)
100 — : ANTRACENO
0 - - :
0 4 8 16 90
Dias

FIGURA 4: Concentracién promedio de hidrocarburos aromaticos policiclicos en el
suelo con azida de sodio.

Los valores obtenidos fueron corregidos por un factor, que esta determinado por la
proporcion del criseno o antraceno con el estandar intemo y por la eficiencia de
extraccion, los datos mostrados son el promedio de 2 muestras.
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TABLA 7: Concentracion promedio de HPA (ppm) en muestras de suelo con HPA y
azida de sodio.

DIA ANTRACENO CRISENO DIBENZO (a,h)
(ppm) (ppm) ANTRACENO
(ppm)
0 495.51 499.06 50
4 474.06 408.16 50
8 500.40 410.30 50
16 496.00 417 .45 50
90 500.44 438.54 50

Lo primero que se observa, es el comportamiento en el que las muestras del suelo
con azida de sodio, correspondientes al dia cero tienen valores inferiores a 500 ppm
para criseno y antraceno, aumentando para el dia 8 y 90, lo que probablemente se
debe a la proporcion de arcilla que hizo menos disponibles a los HPA (Lahlou y cols.,
2000). En este suelo, no se registra actividad microbioldgica por la adiciéon de azida
de sodio, por lo que las variaciones que se presentan se deben a procesos abiéticos.
Por otro lado, se sabe que los HPA no se volatilizan facilmente (Klein y Dott, 1992) y
que, por el contrario, se absorben fuertemente.

En consecuencia, se considera que la concentracion en el suelo de cada uno de los
HPA debera permanecer sin cambios. De modo que, los cambios que se presentan
en los resultados del andlisis se deben a factores fisicoquimicos, que se conjugan.
En la muestra del dia 0 del tratamiento 2, de la cual se conoce indudablemente la
concentracion de los HPA en el suelo, se observa que el analisis cromatografico
presenta resultados ligeramente diferentes, lo cual se debe a que durante el proceso
de extraccion queda un remanente en el suelo; sin embargo, debido a la adsorcién
que se establece entre los HPA y el suelo, generalmente esta permanece constante;
aunque en este caso, se observd en muestras posteriores al dia 0 que la eficiencia
de extraccion fue variable debido, principalmente, a que aun cuando a nivel
macroscopico se mantuvieron las condiciones de humedad en el suelo, a nivel
microscopico, fue necesario cierto tiempo para llegar al equilibrio y, por la misma
razon, la eficiencia varié en forma impredecible.

Finalmente, también se observé que la remocion de los HPA después de 80 dias fue
practicamente nula para el antraceno (Tabla 7). Para el criseno, se muestra una
retencion de 19%, que permanece constante, hasta los 90 dias. Sin embargo, se
debe tomar en cuenta que la disminucién que existe en los primeros dias, es
producto de los cambios fisicoquimicos de interaccion entre el suelo y los HPA antes
de llegar a un equilibrio. Por ello durante los primeros dias, la adsorcion de los HPA
por los componentes del suelo fue muy fuerte, y atin con la extracciéon no se pudieron
desorber en su totalidad.
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En el suelo conformado artificialmente, al observar la biodegradacion de HPA, se
encontrd como resultado de la prueba de Tukey, en el matraz 2, solo una diferencia
significativa en la concentracion de antraceno a través del tiempo (tabla D.2), para el
criseno hay diferencia significativa a través del tiempo sobre todo en los dias 0 y 32,
ya que se esta registrando la aparente degradacién por factores abidticos, en este
caso, es muy probable que se estén presentando procesos de adsorcion; sin
embargo, esto se registro a lo largo del experimento de manera similar, y podria
atribuirse a errores experimentales (tabla D.1 a tabla D.4).

Por otra parte, con relacién al andlisis cromatografico del suelo con HPA y adicién de
indculo, se observé variacion en la concentracion de criseno en el dia 0 y dia 16; sin
embargo, puede atribuirse dicha remocion, a la accién de los microorganismos (tabla 8)
Para corroborar lo anterior, se llevd a cabo la cuenta en placa de las unidades
formadoras de colonias (ufe/mL) siguiendo el procedimiento sefialado anteriormente.

Los resultados indican que es posible la biodegradacion de criseno, catalogado como
un compuesto recalcitrante, a pesar de que el tiempo para degradarlo es
relativamente largo (Michael, 1994). La concentracion de criseno, disminuyé después
de 132 dias, pasando de una concentracion inicial de 501.11 ppm a 261.40 ppm, lo
cual implica un 47% de remocién (Tabla 8 y figura 5). Asimismo, los microorganismos
pudieron metabolizar al antraceno llegando practicamente a la remocién total del
hidrocarburo (96.87 %); logrando una concentracion final de 15.45 ppm, y como se
observa, de manera un poco mas lenta metabolizan al criseno, recordando que para
este ultimo caso, en el experimento 2, hubo una retencién del contaminante del 19%
que permanecié constante hasta los 90 dias, y que ademas es un compuesto de 4
anillos, mas dificil de degradar (Bouchez, 1995)

TABLA 8: Concentracion promedio de HPA (ppm), en muestras de suelo con HPA e
inéculo.

. o, A DIBENZQ (a,h) o
oia | A0 | remocion | Clopm) | remocien | ANTRACENO' | L CL,
0 497.84 0.00 501.11 -1.71 50 0
4 496.66. 0.44 485.39 6.04 50 0
8 474.53 8.12 367.02 26.92 50 0
16 494.11 11.84 372.85 25.17 50 0
32 430.10 16.31 349.48 28.8 50 0
64 258.50 54.88 322.85 30.12 50 0
90 97.35 81.00 272.43 47.53 50 0
132 15.45 96.87 261.40 47.68 50 0
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SUELO CON HPA E INOCULO

FIGURA 5: Concentracion promedio de contaminantes obtenidos en los analisis
cromatograficos del suelo con HPA e inéculo, donde se observa la remocion de
HPA por microorganismos.

En cuanto a la concentracion de antraceno, en el matraz 3, conteniendo suelo con
HPA e in6culo, se esperaba encontrar una diferencia significativa por la presencia
del indculo, lo cual es corroborado por el valor de P=0.000000, es decir, a partir de
este resultado se considero factible lograr una reduccién en la concentraciéon de
ambos contaminantes (tabla D.5 a tabla D.8).
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6.2.2 ENSAYOS DE BIODEGRADACION DE HPA CON ADICION DE
NUTRIMENTOS Y CAMBIO DE pH

Una vez probada la factibilidad de biodegradacién de un compuesto recalcitrante
como el criseno, se procedié a realizar un ensayo, con el proposito de analizar
algunos de los factores que pudieran influir de manera positiva, en la velocidad de
degradacién. Asi, se prepararon 4 matraces (4 a 7) similares al matraz 3. Se usé el
mismo tipo de suelo, contaminado por igual con 500 ppm de antraceno, 500 ppm de
criseno y 50 ppm de dibenzo(a,h)antraceno, al cual se le adicionaron nutrimentos:
nitrégeno como nitrato de amonio o fésforo como fosfatos. Estas adiciones junto con
las del acido clorhidrico o hidroxido de sodio modificaron el valor de pH. Los
tratamientos se llevaron a cabo de acuerdo con las condiciones indicadas a

continuacion.

TABLA 9: Condiciones experimentales establecidas para la evaluacion en suelo de
la biodegradacién de HPA.

Tipo de suelo/condiciones | Unidades de pH Relacion de nutrimentos
experimentales

Matraz 4 6.5 Carbono:Fésforo 100:1

Matraz 5 6.5 Carbono:Nitrégeno:Fésforo 100:10:1
Matraz 6 4.2 Carbono:Nitrégeno:Fésforo 100:10:1
Matraz 7 92 Carbono:Nitrégeno:Fésforo 100:10:1

EFECTO DE LA ADICION DE FOSFATOS CON UNA RELACION DE NUTRIMENTOS
C:P 100:1

Se puede observar el efecto en la biodegradacién de antraceno y criseno con la
adicién de fosfatos. La tabla 10 muestra los resultados obtenidos.

TABLA 10: Valores obtenidos en ppm, de los contaminantes procedentes del suelo,
con una relacion carbono:fosforo de 100:1 y un valor de pH de 6.5

DIA ANTRACENO CRISENO DIBENZO(a,h) | % remocion |% remocion
ANTRACENO antraceno criseno
0 499.24 49205 50 0.14 0.19
5 459.11 48410 50 8.19 3.02
8 311.19 431.51 50 37.61 13.77
16 321.21 413.17 50 35.70 17.35
32 276.13 402.11 50 44 .62 19.57

En el matraz 4, se observa, de acuerdo al analisis estadistico, que hay una diferencia
significativa con P<0.05 en la concentracién tanto para criseno como para antraceno
(tabla D.9 a tabla D.12), lo cual se atribuye principalmente al valor de pH, ya que pese a
que no contiene el nutrimento nitrégeno, el cual es un elemento muy importante en los
procesos de degradacién bidtica, se logré la remocién de los contaminantes (tabla 10).
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EFECTO DE LA ADICION DE NITROGENO Y FOSFORO CON UNA RELACION
C:N:P 100:10:1

En el matraz 5, se adicioné una solucién de nitrato de amonio y de fosfato de sodio
para mantener en el suelo la relacién C:N:P de 100:10:1. Los resultados se muestran

en la tabla 11.

TABLA 11: Valores obtenidos en ppm, de los contaminantes procedentes de suelo
con una relacién carbono:nitrégeno:fésforo de 100:10:1 y un valor de pH de 6.5

: DIBENZO(a,h % remocién | % remocion
DIA ANTRACENO | CRISENO ANTRACI(EN(; antraceno criseno

0 500.26 500.56 50 -0.06 -1.71

) 497.68 495.25 50 0.44 0.84

8 447.39 493.68 50 10.54 1.22

16 253.14 312.85 50 49.38 37.41
32 235.50 309.87 50 52.82 38.07
32 Matraz 3 sin nutrimentos 16.31 -0.96
32 Matraz 4 con fosfatos a pH=6.5 44.62 19.57

En el matraz 5, en lo referente a los resultados estadisticos, se observa que la
concentracion de antraceno y criseno, muestran una diferencia significativa con
P<0.05 para ambos contaminantes, lo cual se habia previsto, ya que de acuerdo a
las referencias bibliograficas el pH de 6.5 y la relacion carbono:nitrégeno:fosforo de
100:10:01, son los mas adecuados para lograr una excelente reduccion de los
contaminantes (tabla D.13 a tabla D.16) (Bewley, 1996).
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FIGURA 6: Biodegradacion de criseno y antraceno pH 6.5 y relacion C:N:P
100:10:1 y C:P 100:1

Los resultados obtenidos en los suelos donde se adicionaron fésforo, y nitrégeno
con fésforo (matraces 4 y 5), indican que con la adicion de estos nutrimentos al
suelo, dentro de los intervalos empleados, es posible reducir el tiempo de
degradacion del criseno. Sin embargo, la mayor remocién de criseno se logré con
la relacion C:N:P de 100:10:1 que segun otros estudios, es en la que se observan
mejores resultados (Bewley, 1996). Es importante hacer notar que la diferencia de
adicionar ambos nutrimentos, nitrégeno y foésforo, con adicionar solo fosforo se
refleja en una mayor eliminacién, tanto de antraceno como de criseno cuando se
agregan ambos nutrimentos. Estos efectos favorables se deben principalmente a
que, al estar los nutrimentos en una mayor concentracion y disponibilidad que en
el matraz 3, los microorganismos encuentran mejores condiciones para llevar a
cabo sus funciones metabdlicas (Levin y Gealt, 1997).
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EFECTO DE CAMBIO DE pH EN EL SUELO MANTENIENDO LA RELACION
C:N:P 100:10:1

TABLA 12: Valores obtenidos en ppm, de los contaminantes procedentes del suelo,
con una relacién carbono:nitrégeno:fésforo de 100:10:1 y un valor de pH de 4.2

obtenido adicionando HCL al suelo.

DIA ANTRACENO CRISENO DIBENZO(a,h) | % remocién | % remocion
ANTRACENO antraceno criseno
0 495.32 499.14 50 0.96 0.09
5 500.22 500.19 50 -2.23 -0.16
8 486.26 440.22 50 2.77 11.94
16 464.25 462.58 50 7.19 7.52
16 |matraz 3 sin nutrimentos a pH=6.5 1.2 1.3
16 |matraz 4 con fosfatos pH=6.5 35.70 17.35
16 |matraz 5 con nitrato de amonio y fosfatos 49.38 37.41
pH=6.5

En el andlisis estadistico, las concentraciones de antraceno y criseno en el matraz 6,
muestran un comportamiento similar; en ambos contaminantes existe diferencia
altamente significativa, con un valor de P<0.01; sin embargo, el valor maximo de
remocion para el dia 16 fue de 7.19 para el antraceno y de 7.52 para el criseno, lo cual
puede deberse en parte al pH que se manejo que de alguna manera inhibio la actividad
microbiana pese a que esta dentro del intervalo en el que crecen las bacterias, aunque
como se puede observar, muy cerca del limite inferior (tabla D.17 a tabla D.20).

EFECTO DE CAMBIO DE pH EN SUELO MANTENIENDO LA RELACION C:N:P 100:10:1

TABLA 13: Valores obtenidos en ppm, de los contaminantes procedentes del suelo,
con una relacion carbono:nitrégeno:fosforo de 100:10:1 y un valor de pH=9.2
obtenido adicionando NaOH al suelo.

DIBENZO(a,h) | % remocién | % remocién
DiA ANTRACENO CRISENO ANTRACENO antraceno criseno
0 497.68 500.49 50 0.40 -0.52
5 490.41 498.73 50 1.98 0.18
8 500.09 497.71 50 -1.67 0.50
8 Matraz 3 sin nutrimentos a pH=6.5 -1.16 -0.48
8 Matraz 4 con fosfatos a pH=6.5 37.61 13.77
8 Matraz 5 con nitrato de amonio y fosfatos a 10.54 1.22
H=6.5
8 Matraz 6 con nitrato de amonio y fosfatos a 2.77 11.94
pH=4.2
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BIODEGRADACION DE HPA
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FIGURA 7: Porcentaje de remociéon de antraceno y criseno en condiciones
basicas y acidas.

En la grafica anterior, se observa que, para el matraz 7, ain cuando sélo se
cuenta con tres puntos analizados, es clara la inhibicion de la degradacion
(principalmente cuando se maneja un pH de 9.2), en comparacién con los
resultados obtenidos para los matraces 4 y 5, donde a los 8 dias se observa
remocién de los contaminantes. En el suelo con pH acido, se observa una menor
inhibicion, en este caso es posible suponer que la degradacion se llevé a cabo por
medio de hongos, tal como se reporta en los trabajos realizados por Hammel y
cols. (1992), o por un consorcio microbiano diferente al que se presenta en el
suelo con pH de 6.5, lo cual se constatd mediante los respectivos andlisis
microbioldgicos; sin embargo, no fue posible lograr la identificacién de ellos.

En cuanto a las concentraciones de antraceno y criseno, en el matraz 7, acorde
con el andlisis estadistico, se puede decir, que el pH de 9.2 no fomenta la
actividad microbiana para la degradacién de los contaminantes, ya que por lo que
se observa en el valor de p para ambos contaminantes, hay diferencia significativa
con P<0.05 pero en menor grado a los tratamientos anteriores y ello se atribuye en
gran parte al pH como ya se habia mencionado anteriormente (tabla D.21 a tabla

D.24).

En los tratamientos de degradacién de antraceno y criseno en el suelo
contaminado artificiaimente con HPA y adicionado con fosfato de sodio y nitrato de
amonio, podria corroborarse que, de acuerdo con la funcién de cada uno de estos
macroelementos, P y N en la célula, los organismos obtienen cantidades muy
diferentes de ATP.
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Estas diferencias importantes, se reflejan en la produccién de células, ya que el
rendimiento de las células es directamente proporcional a la cantidad producida de
ATP (Baker y Herson, 1994), para lo cual es necesario que el fésforo esté presente y

disponible en el suelo.

Esto implica que al aumentar la cantidad de fésforo en el suelo y dado que el proceso
de biodegradacion es aerobio, se favorece la formacién de ATP por lo que se dispara
el crecimiento de microorganismos, a diferencia de lo ocurrido en el matraz 3, donde
los microorganismos se reproducen mas lentamente que en los matraces 4 y 5.

El crecimiento de microorganismos que se observa en el matraz 4, si bien permite
degradar en un tiempo mas corto a los hidrocarburos, también conlleva a que la
remocion se reduzca después del dia 8 quedando un remanente de antraceno mayor
al que se tenia en el suelo sin adicién de nutrimentos, donde fue degradado casi en

su totalidad.

En cuanto al criseno, sucede algo similar, aunque en este caso, al compararlo con el
matraz 3, que contiene HPA e inoculo, se observa que el maximo porcentaje de
remocién se alcanza en menos de la mitad del tiempo. La presencia del nitrogeno
adicional en el desarrollo celular, si bien no contribuye de igual manera que el fosforo
en la generacién de energia, es de suma importancia para la producciéon de
aminodcidos y acidos nucleicos (Brock y Madigan, 1993).

En cuanto a los diferentes efectos que se observan en el suelo con la relaciéon C:N:P de
100:10:1 y la relacién C:P 100:1, la remocion de criseno es mayor en la primera. Sin
embargo, en ambos casos la degradacién de antraceno se detiene, aunque es evidente
que el porcentaje de remocién con respecto al criseno es mayor. Lo anterior se puede
atribuir a que cuando no se agregan nutrimentos al suelo, los microorganismos
requieren de mas tiempo para adaptarse y empezar a metabolizar estas tnicas fuentes
de carbono. No obstante, aun cuando se supone que los microorganismos siguen rutas
metabdlicas similares, al degradar un compuesto con mas anillos, probablemente, se
llegan a formar metabolitos que inhiben la degradacion (Rodriguez, 1998). ’

Los resultados de la Prueba de Tukey entre los distintos tratamientos con respecto al
tiempo, revelaron lo siguiente: respecto al antraceno, para el dia 0, no hay diferencia
significativa entre los tratamientos, por lo que no se aplicé la prueba de Tukey. Este
resultado es muy importante porque indica que todos los tratamientos iniciaron con
una concentracién de contaminante similar (tabla D.25).

Para el dia 4, los tratamientos 2, 4, 5 y 6 forman un grupo, ya que no difieren entre si,
pero si difieren con respecto a los tratamientos 1y 3 (tabla D.26 y tabla D.27). Para
el dia 8, la concentracién, no difiere para los tratamientos 1 y 6; sin embargo, se
observa diferencia significativa con los tratamientos 2, 3, 4 y 5 (tabla D.28 y tabla
D.29). En el dia 16, no difieren los tratamientos 1y 2, pero si con los tratamientos 3,
4 y 5 que también difieren entre si (tabla D.3 y tabla D.31). En el dia 32, difieren los
tratamientos 1, 2, 3 y 4 (tabla D.32 y tabla D.33).
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En lo que se refiere al criseno, en el dia 0 se observa diferencia significativa con
P<0.05 entre los distintos tratamientos, con un valor de P=0.0444 (tabla D.34 y tabla
D.35). En el dia 4, se observa un grupo con los tratamientos 2, 3, 4 y, otro entre los
tratamientos 5 y 6, ambos grupos difieren con respecto al tratamiento 1 (tabla D.36 y
tabla D.37). En el dia 8, se forma un grupo entre los tratamientos 4 y 6, y otro entre
los tratamientos 3 y 5, mientras que los tratamientos 1 y 2 difieren significativamente
de ambos grupos (tabla D.38 y tabla D.39). Para el dia 16, los tratamientos 1y 3
forman un grupo que difiere significamente con los tratamientos 2, 4 y 5 (tabla D.40 y
tabla D.41). Para el dia 32, pese a que los tratamientos 1, 2, 3 y 4 difieren
significativamente entre si (tabla D.42 y tabla D.43), se observa que la concentracion
de criseno disminuy6 Unicamente hasta 309.87 ppm.

6.2.4 CUENTA DE BACTERIAS TOTALES Y HETEROTROFAS

TABLA 14: Cuenta de bacterias totales y bacterias heterétrofas en los distintos
matraces.

MATRAZ TOTALES | HETEROTROFAS
3 2.4E+06 2.2E+04
4 (pH 6.5) 4.8E+08 2.4E+05
5 (pH 6.5) 3.9E+09 4.0E+06
6 (pH 4.2) 1.5E+06 1.0E+04
7 (pH 9.2) 3.0E+04 9.0E+02

En la tabla 14, se presentan los resultados obtenidos para la cuenta de
microorganismos en los experimentos realizados con el suelo conformado. Estos
resultados indican que cuando se adicionan nutrimentos, se incrementan las
bacterias heterétrofas, dicho incremento es debido, probablemente, a la estimulacion
de las bacterias que pudieron estar en un periodo de letargo beneficiado por el pH en
el que el desarrollo de los microorganismos es uno de los adecuados.
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6.2.5 RESULTADOS DEL ANALISIS MOLECULAR APLICADO A LAS BACTERIAS
AISLADAS

El analisis BLAST (con el programa BLASTN), mostré que las secuencias se
agrupaban en proteobacterias y con los grupos a, B, y y. La similitud esta
principalmente en los primeros 600 nucleétidos. Con base en los resultados del
andlisis BLAST y de andlisis filogenéticos de las especies emparentadas, se
realizaron alineamientos multiples mediante el programa CLUSTAL_X (Thompson y
cols., 1997) version 1.81.

En el arbol filogenético (figura 8), se pueden apreciar, los géneros con los que se
relacionan los microorganismos de las muestras analizadas, correspondientes a cada
uno de los matraces. De tal modo, las muestras testigo (1), suelo con HPA y azida
de sodio (2), suelo con relaciéon C:P 100:1 (4) y suelo con relacion C:N:P 100:10:1 (5)
se relacionan con las betaproteobacterias, mas especificamente con los géneros
Alcaligenes sp. y Achromobacter sp. En este caso, para el primer género se ha
reportado la presencia de un gen con actividad oxidoreductasa de compuestos
aromaticos (Sanae y cols., 1999; Shen y cols., 2002), y para el segundo género
mencionado, se ha demostrado su capacidad para degradar hidrocarburos
policiclicos aromaticos en un sitio contaminado (Papacchini, 2002); de igual manera,
en la muestra 2, los microorganismos se relacionan (aunque no tan estrechamente)
con el género Bordetella sp., el cual ha sido aislado y demostrada su capacidad
degradadora de tricloroetileno en sitios contaminados con dicho compuesto (Hanada
y cols., 1998). Los microorganismos en la muestra 3 (suelo con HPA e inéculo), se
relacionan con organismos del grupo alfaproteobacteria, en especial con diversas
especies del género Ochrobactrum sp., Finalmente, los microorganismos de las
muestras 6 y 7 (suelo a pH 4.5 y 9.2), son gammaproteobacterias y estan
relacionadas con organismos no cultivables, siendo el pariente mas cercano
identificado el género Serratia sp, aislados en algunos casos de tanques de
tratamiento de aguas residuales (Ajithkumar y cols., 2003), y en otras ocasiones con
sitios contaminados con hidrocarburos (Dott, 1992).
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FIGURA 8: Arbol filogénetico de los microorganismos identificados. Realizado con
Neighbor Joining, con 100 remuestreos y usando el indice de Felsenstein 84. Al
lado de cada secuencia se muestra el niumero de acceso a GenBank, se indica el
valor estadistico sélo cuando es superior a 50%.
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6.2.6 CONCLUSIONES PARCIALES

» En la biodegradacién de criseno, antraceno y dibenzo(a,h)antraceno, en el
suelo conformado, se encontré que, con una proporcion C:N:P 100:10:1 y
un pH cercano a la neutralidad (6.5) es posible reducir el tiempo de
degradacion del antraceno y el criseno, ya que el antraceno y criseno sin
adiciébn de nutrimentos, mostraron un nivel de remocién de 16.31% y
28.8%, respectivamente, en un periodo de 32 dias; mientras que, en el
mismo tiempo con adicién de nutrimentos en las condiciones arriba
mencionadas, el nivel de remocion aumento a 52.82 % y 38.07%,
respectivamente.

» La identificaciéon preliminar, mediante el andlisis molecular, indica que los
microorganismos involucrados en el proceso de biodegradacion son
filogenéticamente cercanos a los géneros Alcaligenes, Achromobacter,
Ochrobactrum, Serratia y, en menor grado, a Bordetella. Dichos géneros
han sido reportados previamente como microorganismos biodegradadores
de hidrocarburos.

> La presencia de bacterias degradadoras de criseno y antraceno, es un
indicio del proceso de adaptacion de las mismas como medio de
supervivencia y de la manifestacion de la posibilidad de desarrollar un
proceso de biodegradacién en este tipo de suelo con las caracteristicas
mencionadas.

» La poblacién presente fue capaz de mostrar actividad degradadora de
hidrocarburos, bajo las condiciones de estudio, obteniendo altos
porcentajes de biodegradacion, pese a los tiempos relativamente cortos
que se manejaron.

» Se corroboré que adicionando macronutrimentos como el nitrégeno y el
fosforo y manteniendo un valor de pH cercano a la neutralidad y un inéculo
activo, es posible biodegradar el 50% de los HPA que contaminen a un
suelo, especialmente el antraceno, en tiempos relativamente cortos (30
dias aproximadamente).

» De acuerdo al analisis estadistico, existe diferencia significativa, tanto para
criseno como para antraceno entre los tratamientos, para los dias 4, 8, 16,
y 32; sin embargo, es importante mencionar, que la diferencia no se
presenté igual, siendo menor para el criseno, lo cual se atribuye, a que es
un compuesto de 4 anillos mas dificil de degradar.

PINA COBOS MIRIAM 58



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES

» Se comprobé que el proceso de biodegradacion de los hidrocarburos
policiclicos antraceno y criseno, es factible de llevarse a cabo en el
suelo conformado artificialmente; sin embargo, es necesario llevar a
cabo ofros estudios complementarios para mejorar la evaluacion y la
aplicacion del proceso.

> Se recomienda efectuar estudios que ayuden a comprender el papel que
desempefian los microorganismos en un medio tan complejo como es el
suelo, y poder determinar las condiciones bajo las cuales se pueden
obtener mejores resultados en tiempos cortos. Entre dichas condiciones
estdn la movilidad de los contaminantes, disponibilidad de los
nutrimentos adicionados y aclimatacién de las bacterias inoculadas.
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8. ANEXOS

ANEXO A , ,
TECNICAS EMPLEADAS EN LA CARACTERIZACION EDAFOLOGICA DEL

SUELO MUESTREADO
BREVE DESCRIPCION Y FUNDAMENTO
Determinacion de pH en el suelo (Reyes Jaramillo, 1996)

Indica la acidez o la alcalinidad de soluciones acuosas, y es el resultado de las
propiedades de disociaciéon de los solutos. Se basa en la medicion del logaritmo
negativo de la concentracion de iones H* presentes en la solucién del suelo.

Para la determinacién del pH, se colocaron 10 g de suelo dentro de un vaso de
precipitados, al que se adicionaron 25 mL de una solucion de cloruro de calcio
0.01 M y se homogeneizo por dos horas. Posteriormente se realizd la medicion
utilizando un electrodo sensitivo a los iones Hidrogeno (potenciémetro WTW).

Determinacion del color del suelo (Cédigo Munsell,1996)

Se obtiene por comparacién del suelo en estado seco y himedo con las tablas del
color Munsell, las cuales permiten unificar la denominacién del color, ya que
consisten en diferentes cuadros coloreados (243), distribuidos en tarjetas
desmontables; dicho arreglo esta hecho en base a las tres variables que se
combinan para dar color: matiz, brillo e intensidad.

Determinacion del tamafo de las particulas y textura (Método de
Bouyoucos,1974, Reyes, 1996)

Es la comparacién porcentual de los separados; arenas, limos y arcillas. Consta
de la dispersion del suelo a partir de un agente dispersante y el fraccionamiento
por sedimentacion de los diferentes tipos de material.

El método del hidrometro, fue calibrado en 1926 por Bouyoucos, quien determind
que, en condiciones normales, después de 40 segundos todas las particulas
mayores de 0.5 mm de didmetro se sedimentaran, de tal manera que no tendran
ninguna influencia sobre el hidrometro. Las lecturas que se hacen una hora
después de iniciada la sedimentacioén corresponden a particulas mayores de 5
micras, y luego de dos horas se sedimentan las particulas mayores de 2 micras y
sdlo quedan en suspension las arcillas y particulas con un diametro inferior a 2

micras.

El procedimiento se lleva a cabo pesando 55 g de suelo previamente secado al
aire y tamizado, el cual se puso en un vaso de Berzelius al que se agregaron
inicialmente 20 mL de una solucién de perdxido de hidrégeno al 30% y se colocé a

PINA COBOS MIRIAM 60



ANEXOS

bafio Maria sin exceder los 60 °C y se siguié agregando peroxido de hidrégeno
durante los siguientes 20 dias hasta la completa destruccién de la materia
organica indicada por la desaparicion de las burbujas. Se dejé secar el suelo y se
pesaron 50 g que se colocaron en un batidor eléctrico, al que se agregaron 10 mL
de hexametafosfato de sodio y 10 mL de oxalato de sodio, se adicioné agua
destilada y se agito durante 15 minutos para posteriormente pasarlo a una probeta
de 1000 mL y se aforé con agua destilada. Se agité 60 segundos con el agitador
manual para homogeneizarla. Se dejé reposar durante 40 segundos y tomé la
primera lectura con el hidrometro. Se dejé reposar dos horas y se hizo la segunda
lectura. Cada vez que se hizo una lectura, se tomé nota de la temperatura.

El porcentaje de particulas se calcula siguiendo las siguientes férmulas:

% limos + %arcillas = primera lectura (40) X 100
g de suelo

% arena = 100 — (% de limos + %arcillas)

% arcillas = sequnda lectura (120) X 100
g de suelo

% limos = (%limos + %arcillas) - % arcillas

Calculo de porcentaje de humedad

Se conceptualiza como la proporcién de masa de agua presente en una muestra.
Se colocaron 10 g de suelo en crisoles a peso constante, esto se hizé colocando
los crisoles en la estufa a 105 °C por 24 horas y se dejaron enfriar en un
desecador. Posteriormente se les adiciono el suelo y se colocaron en la estufa a
105 °C por 24 horas, se dejaron enfriar en el desecador para pesarse nuevamente

en una balanza analitica.

La pérdida de peso por la humedad de suelo se determina matematicamente de la
siguiente manera:

% de humedad = [(Wi -Wf)/ Wi*100

En donde:
Wi = peso inicial de la muestra de suelo

Wf = peso final del suelo
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Determinacion de la densidad real (Reyes Jaramillo, 1996)

Se define como la densidad de las particulas solidas colectivamente y se expresa
como la relacion de la masa total de las particulas solidas de su volumen total.
Para llevar a cabo esta determinacidn, se lavaron y secaron los picnémetros a 105
%C/1h. Se dejaron 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 llen6 con agua destilada hervida y fria un tercio
del volumen del picnémetro, desalojando el aire que se pudiera formar de la
suspension agua-suelo. Se dejo reposar 30 minutos y se procedio a llenar con
agua a su totalidad, incluyendo el capilar del tapon, teniéndose especial cuidado
de no derramar nada. A continuacion, se pesé nuevamente el picnometro, con lo
cual se obtuvo el peso del agua mas el peso del suelo; contando con estos datos,
se desecho el contenido del picnémetro y se enjuago para llenarlo con agua hasta
que esta Ultima subi6 por el capilar y se peso nuevamente.

La densidad de las particulas se calculd con la siguiente férmula:

s
DR= —
S+A—(S+a)

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

Determinacion del espacio poroso (Reyes Jaramillo, 1996)

El espacio poroso es, el espacio vacio entre las particulas del suelo. Para obtener
el porcentaje de porosidad se determinaron primero los valores de densidad
aparente (DA) y de la densidad real o de las particulas (DP) del suelo,
sustituyendo los valores en la siguiente relacion:

Espacio poroso = 100 - (DA/DP) x 100
Determinacion del contenido de materia organica (Walkley y Black, 1934)

La materia organica, es el conjunto de residuos organicos de vegetales, animales,
microorganismos vivos y muertos, asi como contaminantes organicos. Este
parametro se midié6 de manera indirecta a partir de la determinacién de carbono
organico total, siguiendo la metodologia propuesta por Walkley y Black, la cual
comprendi6 la combustién de la materia organica de la muestra de 0.1 g de suelo
(seco y tamizado a 0.5 mm) con una solucion de dicromato de potasio y acido
sulfurico concentrado, los cuales al entrar en contacto, producen una temperatura
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de 125 °C. Se dejo reposar por espacio de 30 minutos al cabo de los cuales se
agregaron 250 mL de agua y 10 mL de acido fosférico. El dicromato que queda
después de la oxidacién se tituld con sulfato ferroso y en lugar de usar un
indicador (difenilamina) como lo proponen Walkley y Black (1934) se hicieron
mediciones potenciométricas.

El contenido de carbono organico del suelo se obtuvo de la siguiente manera:

%C =MxV1-V2x0.39
S

En donde:

M = solucion molar de sulfato ferroso

V1 = mL de solucién molar de sulfato ferroso requeridos para el blanco
V2 = mL de solucién molar de sulfato ferroso requeridos para la muestra
S = peso de la muestra en gramos

La conversion de porcentaje de carbono a porcentaje de materia organica se hizo
empleando la siguiente formula:

% materia organica = 1.9 x % de carbono

Determinacion de fosforo disponible (Bray- I, Jackson, 1976)

Este método ha sido ampliamente usado como un indice de fosforo disponible en
los suelos. La mezcla de HCL y NH4F tiene como finalidad remover las formas de
fésforo facilmente solubles en medio acido, en gran parte de los fosfatos de calcio
y una proporcién de los fosfatos de aluminio y de hierro. El NH4 F disuelve los
fosfatos de aluminio y hierro al formar un ion complejo con estos iones metalicos
en solucién acida. Este método ha sido mas exitoso en los suelos acidos.

Se peso 1.0 g de suelo secado al aire y tamizado con una malla de 2 mm y se
colocaron en una botella de extraccion, en donde se anadieron 20 mL de una
solucién extractora (mezcla de HCI 0.025 N y NHs;F 0.03 N) y se agitd
vigorosamente por 5 minutos. Después de agitar, se filtr6 utilizando papel filtro
Whatman No.2. Se transfirieron 2 mL del extracto a un tubo al que se anadieron 8
mL de una solucion de sulfuro-molibdato y acido ascorbico-L, mezclando
perfectamente. Después de 10 minutos se midid la intensidad del color (%T) a

882nm.
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Se prepard una curva estandar incluyendo 2 mL de la solucién extractora en un
intervalo de 0.1 a 1 ug de fosforo por mL. Los calculos se hicieron de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

ppm de P en suelo = ppm de P en solucién x 35
Determinacion de nitrégeno total (Jackson, 1976)

Nitrégeno en forma organica e inorganica (nitratos, nitritos, amonio intercambiable
y amonio fijo). El procedimiento Kjeldahl es el mas usado en la determinacion de
nitrégeno en suelos. Existen de él versiones macro, semi-micro y micro adaptadas
a varias circunstancias y condiciones, pero todas ellas constan de dos pasos bien
definidos: la digestiéon de la muestra y la evaluacion del amonio. La relacion
generalizada del procedimiento Kjeldahl se representa en la siguiente ecuacion:

H,S04
N organico ——»CO; + H; +NH4HSO,
calor
catalizador

Para llevar a cabo esta determinacion, se pesé 1.0 g de suelo previamente
tamizado a través de malla 60 y se colocé en un frasco micro-Kjeldahl seco, al que
se adicionaron 1.1 g de mezcla de catalizadores K;SO4, 3 mL de H>SO,, para
después colocarse en la unidad digestora a temperatura media alta hasta que el
digestado se tornd claro. A partir de este momento se dej6 ebullir la muestra por
una hora. Una vez que se complet6 esta etapa, se agregaron 20 mL de agua al
frasco, para poner en suspensién el digestado. Se dejaron decantar las particulas
de silice. El contenido liquido se transfirié a la camara de destilacion del aparato
de destilacion por arrastre de vapor. Se colocaron 10 mL de NaOH 10 N en el
fondo de la camara de destilacién. Se destil6 hasta colectar 75 mL de destilado.

Se determiné el nitrégeno amoniacal presente en el destilado, titulando con H,SO,

0.01 N y realizando los siguientes célculos:

%N = (Vi = Ve) x N x 14
P x 100

En donde:

V= Volumen de H,SO,4 empleado en titular la muestra
Vg= Volumen de H,SO, empleado en titular el blanco
N= Normalidad exacta de acido sulfarico

14= Peso equivalente del nitrogeno

P= Peso de la muestra expresado en gramos

100= Factor para convertir a porcentaje
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ANEXO B _ , ,
DESARROLLO DE LA METODOLOGIA DE EXTRACCION Y ANALISIS DE

HIDROCARBUROS EN SUELOS

TECNICA  UNEP/IOC/IAEA  (1992) DETERMINATION OF PETROLEUM
HYDROCARBONS IN SEDIMENTS REFERENCE METHOD 20. UNITED NATIONS

ENVIRONMENT PROGRAMME

Extraccion Soxhlet

La extraccion de la muestra se realizé mediante un procedimiento para extraer
compuestos organicos volatiles y semivolatiles de sélidos tales como suelos, dicha
extraccion maximiza el contacto entre la matriz de la muestra y el solvente
extractante (método 3540 de la U.S. EPA, métodos para la evaluacién de residuos

solidos).

Se colocaron 5 g del suelo contaminado, 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 un refrigerante. Una
vez montado el extractor, se colocé en un calentador. La extraccidon permanecio
durante 8 horas con ciclos de sifon de 10 minutos. Posteriormente, el extracto se
concentré hasta un volumen de 5 mL.

Separacion en columnas

Se utilizaron columnas de vidrio de 2 cm de diametro interno por 30 cm de
longitud, las cuales se empacaron como sigue: 30 ml de hexano + fibra de vidrio+
4 g de silica+ 4 g de alimina +sulfato de sodio anhidro. Se afiadié la muestra y se
agregaron 20 ml de hexano para obtener la fraccién 1 (hidrocarburos alifaticos). La
fraccion 2 (hidrocarburos aromaticos) se obtuvo eluyendo con 30 ml de una
mezcla hexano:diclorometano (9:1) + 20 ml de una mezcla hexano:diclorometano
(50:50). Las dos fracciones por separado, se evaporaron hasta un volumen de 2-5
mL. Fueron trasvasadas a viales y se llevaron a sequedad con nitrégeno para su
posterior reconstitucién y analisis por cromatografia de gases de alta resolucion.

Nota: la silice y la alumina se activan a 200 °C durante 4 horas y se deactivan al
5% en peso/peso con agua tridestilada.

Para el analisis cromatografico se utilizé un cromatégrafo de gases con detector
de ionizacion de flama con las siguientes especificaciones:

Columna capilar de silice fundida 5% fenil metil silicona de 30 m de longitud, 0.25
mm de diametro interno y 0.25 um de espesor de capa. Para la determinacion de
hidrocarburos alifaticos, el inyector y el detector se calentaron a una temperatura
de 300 °C. El horno se program6 con una rampa de temperatura que inicié en 70
°C en la que se mantuvo por medio minuto con un intervalo de 11 °C por minuto
hasta 180 °C con un intervalo de 10 °C por minuto hasta 245 °C con un intervalo
de 9 °C por minuto hasta 320 °C durante 14 minutos.

PINA COBOS MIRIAM 65



ANEXOS

Para la determinacion de hidrocarburos aromaticos, el inyector y el detector se
calentaron a una temperatura de 320 °C. El horno se programé con una rampa de
temperatura que inicid6 en 90 °C temperatura en la que se mantuvo por medio
minuto con un intervalo de 8 °C por minuto hasta 180 °C continuando con un
intervalo de 5 °C por minuto hasta 245 °C subiendo con un intervalo de 2 °C por
minuto hasta 300 °C durante 6 minutos.

Las muestras fueron comparadas con una mezcla de estandares para
hidrocarburos alifaticos, cuya especificacién se da a continuacién:

TPH-6M

“diesel range organics mixture No. 2"

1000 pg/mL en cloruro de metileno

lote 214-25A. CHEM SERVICE

La mezcla de estandares para hidrocarburos aromaticos fue:

PPH-10M

PAH mezcla 610/525/550

100 ug/mL en metanol

lote 199-85A. CHEM SERVICE

Los reactivos que se emplearon fueron grado CLAR (HPLC siglas en inglés) de
Merck y gas acarreador de alta pureza marca LINDE.

TABLA B.1. Muestra el programa de temperaturas para la determinacion de

hidrocarburos alifaticos y aromaticos.

Programa de temperatura | Hidrocarburos alifaticos | Hidrocarburos aromaticos
Temperatura 1 70°C 90°C
Tiempo 0.5 min 0.5 min
Incrementos 11°C /min 8°C /min
Temperatura 2 180°C 180°C
Tiempo 0 min 0 min
Incrementos 10°C /min 5°C /min
Temperatura 3 245°C 245°C
Tiempo 0 min 0 min
Incrementos 9°C /min 2°C /min
Temperatura final 300°C 300°C
Tiempo 15 min 6 min
Tiempo total de corrida 59.7 min 58.3 min

Mediante el uso de cromatografia de gases, se determinaron los niveles de
hidrocarburos aromaticos y alifaticos presentes tanto en el suelo contaminado,
como en el testigo (suelo artificial sin contaminante), previa calibracion del equipo

con un estandar comercial.
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Fue posible detectar los 16 compuestos poliaromaticos, con las condiciones
cromatograficas descritas anteriormente.

TABLA B.2. Mezcla de estandares de 16 hidrocarburos policiclicos aromaticos
(HPA) a una concentracion de 40 ppm

Nombre del compuesto Tiempq 'de Concentracién % HPA
retencion (ppm) recuperado
naftaleno 8.60 40.21 100.5
acenaftileno 13.43 40.10 100.4
acenafteno 14.06 39.93 99.8
fluoreno 15.90 40.41 101
fenantreno 19.76 40.38 101.2
antraceno 19.96 40.63 101.6
fluoranteno 25.26 40.73 101.8
pireno 26.38 40.81 102
benzo(a)antraceno 33.90 41.15 102.8
criseno 34.20 41.10 102.8
benzo(b)fluoranteno 42.43 40.82 102.1
benzo(k)fluoranteno 42.66 41.02 102.6
benzo(a)pireno 45.01 41.11 102.8
benzo(ghi)perileno 54.45 34.23 85.6
dibenzo(ah)antraceno 54.56 39.62 99.1
indeno(1,2cd)pireno 56.70 40.77 101.9
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TABLA B.3. Mezcla de estandares de 16 hidrocarburos alifaticos (40 ppm).

Hidrocarburos
Nombre del Tiempo de | Concentracion alifaticos
compuesto retencion (ppm) recuperados
(%)

C-10 8.26 40.91 102.3
C-11 10.63 39.97 99.9
C-12 13.11 40.0 100

C-13 15.58 40.12 100.3
C-14 17.95 40.16 100.4
C-15 20.23 40.11 100.3
C-16 22.38 40.24 100.6
C-17 24 45 40.74 101.9
C-18 26.40 41.33 103.3
C-19 28.28 41.87 104.7
C-20 30.06 42.91 107.3
C-21 31.70 42.35 105.9
C-22 33.18 42 .49 106.2
C-23 34.51 43.80 109.5
C-24 35.83 4210 105.3
C-25 37.15 39.58 98.95
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ANEXO C , ,
RESULTADOS EXPERIMENTALES DEL ANALISIS CROMATOGRAFICO

El cromatégrafo de gases se calibra con un estandar de los HPA. Para realizar el
analisis cuantitativo de forma confiable se requiere trabajar las muestras dentro de
un intervalo comprendido entre 1 y 100 ppm. Es por esa razén que las muestras
tienen que ser diluidas para que la concentracion quede dentro de dicho intervalo.
Lo mas adecuado es que todos los datos se obtengan en idénticas condiciones.
No obstante, se ha observado que una muestra con una concentracion de 20 ppm
del estandar de HPA, que se inyecta en dos ocasiones, al principio y al final de la
secuencia de andlisis, genera respuestas diferentes. Este tipo de respuesta se
debe a que el analisis se realiza en forma continua, con una duracion de 40 horas,
aproximadamente, por lo que es muy probable que las condiciones de respuesta
del detector de masas varien a lo largo del tiempo.

TABLA C.1. Curva de calibracién para antraceno, muestra la concentracion real y
la concentracion registrada por el cromatégrafo

Concentracion |Respuesta
real cromatégrafo
ppm antraceno
0.7 1.09
65.9 20.8
19.3 20.8
63.9 41.6
91.8 109.28

120
100 -

Conc. real ppm
oD
o

Conc. cromatégrafo

FIGURA C.1: Muestra la curva de calibracion del antraceno
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TABLA C.2. Curva de calibracién para criseno, muestra la concentracion real y la

concentracion registrada por el cromatégrafo.

Concentracion |Respuesta
real cromatografo
ppm criseno
1 1.08
56.1 19.95
15.5 19.95
51.9 39.7
98.2 107.92
:-““__- ) o CRIS-EN_O__ - B __.-y=6,_639?9x" ]
120 r2=0.6599
100 - - =
:(J 30 .
o
g ¥
j 8 40 -
i 20 -
0@ i . I
0 20 40 60 80 100 120

CONC. CROMATOGRAFO

# Respuesta cromatografo criseno @LINEAL

FIGURA C.2. Muestra la curva de calibracion del criseno.
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TABLA C.3. Curva de calibracion para dibenzo(a,h)antraceno.

Concentracion| Respuesta
real cromatografo
ppm db(a,h)ant
0.2 0.51
29.9 10.78

7.3 10.78
25.3 21.55
46.2 67.76

Dibenzo (a,h) antraceno

CONC. REAL

CONC. CROMATOGRAFO

! [ Respuesta cromatografo @ LINEAL |

FIGURA C.3. Muestra la curva de calibracion del dibenzo (a,h)antraceno.
ANALISIS CROMATOGRAFICO DEL SUELO CON HPA Y AZIDA DE SODIO

Los extractos se obtuvieron por duplicado para los ensayos correspondientes a los
dias 0, 4, 8, 16 y 32. Después de ser fraccionados se diluyen 1:10, se hace una
reaccion con TMS y se analizan en el cromatégrafo de gases. Una vez obtenidos
los resultados del analisis cromatografico en los extractos del suelo con HPA y
azida de sodio (concentraciéon en ppm), se calculd la concentracion de los HPA
corrigiendo por el factor de dilucién y por la cantidad de suelo seco en la muestra.

Como ya se menciond, este ensayo fue planteado para observar la remocion de
factores abiéticos, ya que al agregar la azida de sodio se inhibe la actividad
microbiolégica, también se sabe que los HPA son compuestos que dificilmente se

evaporan.
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De acuerdo con lo anterior, la concentracion de HPA en el matraz 2 debe
permanecer sin variaciones, para antraceno y criseno: 500 ppm. Sin embargo, al
observar los resultados en la tabla anterior, las concentraciones de HPA
permanecen por debajo de los valores mencionados e incluso en el dia cero, se
observan variaciones, lo anterior se debe principalmente a la eficiencia del
proceso de extraccion y la adsorciéon entre los HPA con el suelo.

El calculo de la eficiencia de extraccion se hace dividiendo los valores encontrados
de antraceno y criseno entre 500 y los de dibenzo (a,h) antraceno entre 50. Los
resultados se muestran en la siguiente tabla:

TABLA C.4. Eficiencia de extraccién de HPA en el suelo con azida de sodio

CONC. PPM

DIA | ANTRACENO | CRISENO iﬁfgfgéﬁg)
0 0.294 0.335 0.164

4 0.615 0.600 0.360
8 0.157 0.144 0.086

16 0.329 0.308 0.181

90 0.684 0.647 0.362

o 4 8 16 80

—— ANTRACENO DIAS

—A— CRISENO
- DIBENZO(a,h) ANTRACENO

FIGURA C.4. Muestra la eficiencia de extraccion de los HPA analizados

Nota: Los resultados mostrados son promedio de 2 muestras
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En la grafica anterior, se puede observar que la eficiencia de extraccion es
diferente para cada uno de los dias de muestreo, y durante la extraccion se da una
selectividad del disolvente empleado para cada uno de los HPA. Del mismo modo
se encontré una relacién entre la eficiencia de extraccion del dibenzo (ah)
antraceno con la del antraceno y criseno. De esta forma se determiné que si la
eficiencia de extraccion del dibenzo (a,h) antraceno aumenta, existe un aumento
en forma proporcional para el criseno y antraceno; en este caso, dado que el
primero es un compuesto dificil de degradar, se puede emplear como estandar
interno.

Nota: el factor esta determinado por la proporcion de criseno y antraceno con el
estandar interno y por la eficiencia de extraccion
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ANEXO D
ESTADISTICA APLICADA A LOS RESULTADOS: ANOVA Y PRUEBA DE
TUKEY

Ho= No existe diferencia significativa en la concentracion del contaminante a
través del tiempo

Ha= Si existe diferencia significativa en la concentracion del contaminante a través
del tiempo. Se considerd que hay diferencia significativa cuando P<0.05

TABLA D.1. Analisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar el efecto del
tratamiento en el matraz 2), sobre la concentraciéon de antraceno con respecto al
tiempo (suelo con HPA y azida de sodio).

FUENTE DE
VARIACION SG gl CM F P
EFECTO 968.00 4 242.00 2233 | 0.002178
Error 5418 5 10.33

TABLA D.2. Como resultado de la prueba de Tukey, se observa que la
concentracién de antraceno no difiere para los dias 0, 8, 16 y 32, aunque si difiere
en el dia 4.

TIEMPO CONC. ANTRACENO
(DIAS) (PPM)
0 495 51 a
4 474 .05 b
8 500.40 a
16 496.00 a
32 500.44 a

TABLA D.3. Analisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar el efecto del
tratamiento en el matraz 2, sobre la concentracion de criseno, con respecto al
tiempo.

FUENTE DE
VARIACION = gl cM F P
EFECTO | 11509.30 4 2877.32 25330 | 0.000006
Error 56.80 5 11.35

TABLA D.4. En lo que se refiere a la prueba de Tukey, se observa que la
concentracion de criseno en el matraz 2 difiere en los dias 0, 4, 8, 16 y 32, sin
embargo no difieren entre si los dias 4, 8 y 16, los cuales forman un solo grupo.
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TIEMPO | CONC.CRISENO
(DIAS) (PPM)
0 499.06 a
4 408.16 b
8 410.30 cb
16 417.45 db
32 438.54 e

En el matraz 2, se encontré solo una diferencia significativa en la concentracion de
antraceno a través del tiempo (tabla D.2), para el criseno hay diferencia
significativa a través del tiempo sobre todo en los dias 0 y 32, ya que se esta
registrando la aparente degradacion por factores abiéticos, en este caso, es muy
probable que se estén presentando procesos de adsorcion; sin embargo, esto se
registré a lo largo del experimento de manera similar, y podria atribuirse a errores
experimentales.

TABLA D.5. Analisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar el efecto en
el matraz 3, sobre la concentracion de antraceno, con respecto al tiempo (suelo

con HPA e inoculo).

FUENTE DE
VARIACION SC gl G E P
EFECTO | 5399286 7 7713266 | 109426 | 0.000000
Error 56.39 8 70.49

TABLA D.6. Como resultado de la prueba de Tukey, se observa que la
concentracion de antraceno, en el matraz 3, no difiere en los dias 0, 4, 8 y 16 los
cuales se agrupan en un mismo grupo, este grupo, difiere significativamente con
los dias 32, 64, 90 y 132, que a su vez difieren entre si.

TIEMPO | CONC. ANTRACENO
(DIAS) _(PPM)

0 497.84 a

4 496.66 a

8 474.53 a

16 494.11 a
32 430.10 b
64 258.50 c
90 97.35 d
132 15.54 e
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TABLA D.7. Analisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar el efecto en
el matraz 3, sobre la concentracién de criseno, con respecto al tiempo.

FUENTE DE
VARIACION SC gl cM a -
EFECTO 108774.1 7 15539.16 1391.20 | 0.000000
Error 89.4 8 1117

En este tratamiento se esperaba encontrar una diferencia significativa por la
presencia del inoculo, lo cual es corroborado por el valor de P= 0.000000, que
indica una diferencia altamente significativa, es decir a partir de este resultado se
consideré factible lograr una reduccion en la concentracion de ambos

contaminantes.

TABLA D.8. En lo que respecta a la prueba de Tukey, se observa que la
concentracion de criseno, para los dias 0, 4, 8, 16, 32, 64, 90 y 132 difieren
significativamente, sin embargo los dias 8 y 16 no difieren entre si.

TIEMPO |CONC. CRISENO
(DIAS) (PPM)
0 501.11 a
4 485.39 b
8 367.02 &
16 372.85 dc
32 349.48 e
64 322.85 f
90 272.43 g
132 261.40 h

TABLA D.9. Analisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar el efecto en
el matraz 4, sobre la concentracién de antraceno, con respecto al tiempo (relacion
carbono:fésforo de 100:1 y un valor de pH de 6.5).

FUENTE DE
VARIACION SC gl CM F P
EFECTO | 78472.77 4 19618.19 2657.97 0.000000
Error 36.90 5 7.38
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TABLA D.10. Como resultado de la prueba de Tukey, se observa que en la
concentracion de antraceno en el matraz 4, no difieren entre si los dias 8 y 16,
pero si difieren con los dias 0, 4 y 32.

TIEMPO |CONC.ANTRACENO
(DIAS) (PPM)
0 499.24 a
4 459.11 b
8 311.19 c
16 321.21 dc
32 276.13 e

TABLA D.11. Andlisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar el efecto en
el matraz 4, sobre la concentracién de criseno, con respecto al tiempo.

FUENTE DE
VARIACION SC gl cH F F
EFECTO | 13551.74 4 3387.93 49553 0.000001
Error 34.18 5 6.83

TABLA D.12. Como resultado de la prueba de Tukey, se observa que la
concentracion de criseno en el matraz 4, no difiere en los dias 0 y 4, y 16 y 32,
pero si con respecto al dia 8.

TIEMPO |[CONC.CRISENO
(DIAS) (PPM)
0 492.05 a
4 484.10 a
8 431.51 b
16 413.17 c
32 402.11 dc

En el matraz 4 se observé una diferencia significativa tanto para criseno como
para antraceno, lo cual se atribuye principalmente al valor de pH, ya que pese a
que no contiene el nutrimento nitrogeno, el cual es un elemento muy importante en
los procesos de degradacion bidtica se logré un porcentaje de remocién de los
contaminantes
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TABLA D.13. Analisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar el efecto en
el matraz 5, sobre la concentracién de antraceno, con respecto al tiempo (relacién
carbono:nitrégeno:fosforo de 100:10:1 y un valor de pH de 6.5).

FUENTE DE
VARIACION SC gl cm F R
EFECTO 139190.3 4 3479757 | 9478.99 | 0.000000
Error 18.4 5 3.67

TABLA D.14. En lo que respecta a la prueba de Tukey, se observa que la
concentracion de antraceno en el matraz 5, entre los dias 0 y 4 no hay diferencia
significativa, pero si de estos con respecto a los dias 8, 16 y 32.

TIEMPO | CONC. ANTRACENO
(DIAS) (PPM)
0 500.26 a
4 497 68 a
8 447 39 b
16 253.14 c
32 235.50 d

TABLA D.15 Analisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar el efecto del
tratamiento en el matraz 5, sobre la concentraciéon de criseno, con respecto al

tiempo.

FUENTE DE
VARIACION SC gl CM F P
EFECTO | 8232159 4 20580.40 | 301853 | 0.000000
Error 34.09 5 6.82

Se observa diferencia altamente significativa para ambos contaminantes, lo cual
se habia previsto, ya que de acuerdo a las referencias bibliograficas el pH de 6.5 y
la relacion C:N:P de 100:10:01 son los mas adecuados para lograr una excelente
reduccion de los contaminantes(Bewley, 1996)
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TABLA D.16. Como resultado de la prueba de Tukey, se observa que la
concentracién de criseno, en el matraz 5, los dias 0, 4 y 8 forman un grupo ya que
no difieren entre si, por su parte, los dias 16 y 32, forman otro grupo.

TIEMPO |CONC.CRISENO
(DIAS) (PPM)
0 500.56 a
4 495.25 a
8 493.68 ba
16 312.85 [
32 309.87 dc

TABLA D.17. Andlisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar el efecto
del tratamiento en el matraz 6, sobre la concentracion de antraceno, con respecto
al tiempo (relacion carbono:nitrégeno:fosforo de 100:10:1 y un valor de pH de 4.2).

FUENTE DE
VARIACION s¢ gl cu B P
EFECTO | 152230 3 507.43 160.49 0.000127
Error 12.64 4 3.16

TABLA D.18. En cuanto a la prueba de Tukey, se observa que la concentracion
de antraceno en el matraz 6, no difiere entre los dias 0 y 4, pero si para los dias 8

y 16.

TIEMPO |CONC.ANTRACENO
(DIAS) (PPM)

0 49532 a

4 500.22 a

8 486.26 b

16 464.25 c

TABLA D.19. Analisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar el efecto
del tratamiento en el matraz 6, sobre la concentracién de criseno, con respecto al

tiempo.

FUENTE DE
VARIACION SC gl Ch i P
EFECTO | 5161.05 3 1720.35 94115 | 0.000004
Error 3 4 1.82
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De acuerdo al analisis estadistico, en ambos contaminantes existe diferencia
altamente significativa, con un valor de P<0.01, sin embargo, el valor maximo de
remocion para el dia 16 fue de 7.19 para el antraceno y de 7.52 para el criseno, lo
cual puede deberse en parte al pH que se manejé que de alguna manera puede
inhibir la actividad microbiana pese a que esta dentro del intervalo en el que
crecen las bacterias, aunque como se puede observar, muy cerca del limite

inferior.

TABLA D.20. Como resultado de la prueba de Tukey, se observa que la
concentracién de criseno en el matraz 6, muestra un comportamiento similar al

antraceno.

TIEMPO |CONC.CRISENO
(DIAS) (PPM)

0 499.14 a

4 500.19 a

8 440.22 b

16 462.58 c

TABLA D.21. Analisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar el efecto
del tratamiento en el matraz 7, sobre la concentraciéon de antraceno, con respecto
al tiempo (relacion carbono:nitrogeno:fésforo de 100:10:1 y un valor de pH=9.2).

FUENTE DE
VARIACION Sc gl CM F P
EFECTO 101.46 2 50.73 20.82 0.017412
Error 7.30 3 2.43

TABLA D.22. En lo que se refiere a la prueba de Tukey, se observa que la
concentracion de antraceno en el matraz 7, forma un grupo con los dias 0y 16, y
ambos difieren con el dia 4.

TIEMPO |CONC. ANTRACENO
(DIAS) (PPM)
0 497.68
4 490.41
16 500.09
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TABLA D.23. Analisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar el efecto
del tratamiento en el matraz 7, sobre la concentracion de criseno, con respecto al
tiempo.

FUENTE DE
VARIACION SC gl G A ”
EFECTO 7.90 2 305 2.42 0.236321
Error 4.89 3 1.63 .

Definitivamente se puede decir que el pH de 9.2, no fomenta la actividad
microbiana para la degradacién de los contaminantes, ya que por lo que se
observa en el valor de P para ambos contaminantes, hay diferencia significativa
para el antraceno, aunque en menor grado que los tratamientos anteriores y, se
observa que, en el caso del criseno, no existe diferencia significativa y ello se
atribuye en gran parte al pH como ya se habia mencionado anteriormente.

TABLA D.24. En cuanto a la prueba de Tukey, se observa que la concentracion
de criseno en el matraz 7, para los dias 0, 4 y 8 no difiere significativamente.

TIEMPO [CONC. CRISENO
(DIAS) (PPM)

0 500.49 a

4 498.73 a

8 497.71 a
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PRUEBA TUKEY ENTRE LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS, CON RESPECTO
AL TIEMPO PARA EL ANTRACENO

Ho= No existe diferencia significativa en la concentracion del contaminante entre
los distintos tratamientos aplicados a un tiempo determinado.

Ha= Si existe diferencia significativa en la concentracion del contaminante entre
los distintos tratamientos aplicados a un tiempo determinado.
Se considerd que existe diferencia significativa cuando P<0.05

TABLA D.25. Analisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar las
diferencias significativas en la concentraciéon de antraceno entre los distintos
tratamientos a un tiempo determinado (Dia 0).

FUENTE DE
VARIACION G gl M F i
EFECTO 38.75 5 7.75 166 0.274688
Error 27.88 6 4.64

Para el dia 0, no hay diferencia significativa por lo que no se aplicé prueba de
Tukey. Este resultado es muy importante porque indica que todos los tratamientos
iniciaron con una concentracion de contaminante similar.

TABLA D.26. Andlisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar las
diferencias significativas en la concentracion de antraceno entre los distintos

tratamientos a un tiempo determinado (Dia 4).

FUENTE DE
VARIACION 56 gl CM F P
EFECTO | 2674.00 5 534.80 105.44 0.000009
Error 30.43 6 5.07

TABLA D.27. Como resultado de la prueba de Tukey, se observa que en cuanto a
la concentracién de antraceno, en el dia 4, los tratamientos 2, 4, 5 y 6 forman un
grupo, ya que no difieren entre si, pero si difieren con respecto a los tratamientos

1y3.

CONC. ANTRACENO
TRATAMIENTO ( PPM)

1 474.05
496.05
459.11
497.68
500.22
490.41

FEE ool

D ;| a|w|M
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TABLA D.28. Analisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar las
diferencias significativas en la concentracion de antraceno entre los distintos

tratamientos a un tiempo determinado (Dia 8).

FUENTE DE
VARIACION sc gl CM F P
EFECTO | 52347.75 5 1046955 | 124815 0.0000
Error 50.32 6

TABLA D.29. Como resultado de la prueba de Tukey, se observa que en cuanto a
la concentracién de antraceno, en el dia 8, no difiere para los tratamientos 1 y 6,
sin embargo, se observa diferencia significativa con los tratamientos 2, 3, 4 y 5.

CONC.ANTRACENO
TRATAMIENTO (PPM)

500.40
474.53
311.19
447.39
486.26
500.09

DO hWN|=
L oo |T|o

TABLA D.30. Andlisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar las
diferencias significativas en la concentracién de antraceno entre los distintos
tratamientos a un tiempo determinado (Dia 16).

FUENTE DE
VARIACION SC gl CM™ F P
EFECTO | 9962145 4 2490536 | 148353 | 0.000000
Error 83.94 5 16.79

TABLA D.31. Como resultado de la prueba de Tukey, se observa que en cuanto a
la concentracién de antraceno, en el dia 16, no difieren el tratamiento 1y 2, pero si
con los tratamientos 3, 4 y 5 que también difieren entre si.

CONC.ANTRACENO
(PPM)
496.00
494.11
321.21
253.14
464.25

TRATAMIENTO

AWM=
alo|T|o|o
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TABLA D.32. Analisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar las
diferencias significativas en la concentracion de antraceno entre los distintos
tratamientos a un tiempo determinado (Dia 32).

FUENTE DE
VARIACION SC gl CM F P
EFECTO 167844.95 3 55948.31 2121.63 0.0000
Error 105.48 4 26.37

A partir del dia 4, para el caso del antraceno, se puede observar el efecto de los
distintos tratamientos, ya que en los tiempos 3, 4 y 5 también hay diferencia
significativa.

TABLA D.33. Con respecto a la prueba de Tukey, se observa que en cuanto a la
concentracion de antraceno, en el dia 32, difiere en los tratamientos 1, 2, 3y 4.

CONC. ANTRACENO
(PPM)

1 500.44

2 97.35

3 276.13

4 235.50

TRATAMIENTO

alo|o|w
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PRUEBA TUKEY ENTRE LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS, CON RESPECTO
AL TIEMPO PARA EL CRISENO

TABLA D.34. Analisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar las
diferencias significativas en la concentracion de criseno entre los distintos
tratamientos a un tiempo determinado (Dia 0). Se consideré que hay diferencia
significativa cuando P<0.05

FUENTE DE
VARIACION SC gl CM F P
EFECTO 114.11 5 22.82 463 0.0444129
Exror 29,53 6 4.92

Para el caso del criseno, en el dia 0, se observa diferencia significativa entre los
distintos tratamientos, con un valor de P<0.05, lo cual, es importante dado que al
dia 0 no debe haber diferencia, o al menos ésta no debe ser significativa, puesto
que es la concentracion con la que inicia el experimento.(pagina 55 texto victor)

TABLA D.35. Como resultado de la prueba de Tukey, en cuanto a la
concentracion de criseno, en el dia 0, los tratamientos 1, 2, 3, 4, 5 y 6 no difieren
significativamente y los tratamientos 3, 4 y 5 forman otro grupo que no difieren
entre si.

CONC.CRISENO
TRATAMIENTO (PPM)
1 499.06 a
2 501.11 a
3 492 05 ab
4 500.56 ac
5 500.49 abc
6 500.49 a

TABLA D.36. Analisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar las
diferencias significativas en la concentracién de criseno entre los distintos
tratamientos a un tiempo determinado (Dia 4).

FUENTE DE
VARIACION sc gl cm F P
EFECTO | 12374.49 5 2474.89 357.23 | 2.4533E-07
Error 41.56 6 6.92
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TABLA D.37. En lo que se refiere a la prueba de Tukey, en el dia 4, se observa
que en cuanto a la concentracion de criseno, se forma un grupo con los
tratamientos 2, 3, 4 y, otro entre los tratamientos 5 y 6, ambos grupos difieren con
respecto al tratamiento 1.

CONC.CRISENO
TRATAMIENTO (PPM)
1 408.16 a
2 485.39 b
3 484.10 cb
4 495.25 db
5 500.19 ed
6 498.73 fd

TABLA D.38. Analisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar las
diferencias significativas en la concentracién de criseno entre los distintos

tratamientos a un tiempo determinado (Dia 8)

FUENTE DE
VARIACION sC gl cN F &
EFECTO | 2498374 5 4996.74 69581 | 3.3423E-08
Error 43.08 6 7.18

TABLA D.39. Como resultado de la prueba de Tukey, se observa que en cuanto a
la concentracién de criseno, en el dia 8, se forma un grupo entre los tratamientos 4
y 6, y otro entre los tratamientos 3 y 5, mientras que los tratamientos 1 y 2 difieren
significativamente de ambos grupos.

CONC.CRISENO
TRATAMIENTO (PPM)

410.30
367.02
431.51
493.68
440.22
497.71

o o|hs|wrf=
g8lalo|o|w
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TABLA D.40. Analisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar las
diferencias significativas en la concentracion de criseno entre los distintos
tratamientos a un tiempo determinado (Dia 16).

FUENTE DE
VARIACION SC gl CM E i
EFECTO | 2527471 4 6318.67 1099.08 | 1.5212E-07
Error 28.74 5 5.74

TABLA D.41. Como resultado de la prueba de Tukey, se observa que en cuanto a
la concentracién de criseno para el dia 16, los tratamientos 1 y 3 forman un grupo
que difiere significativamente con los tratamientos 2, 4 y 5.

CONC.CRISENO
(PPM)
417.45
372.85
413.17
312.85
462.58

TRATAMIENTO

B |wWwiN| =
ajo|w|ow

TABLA D.42. Andlisis de varianza y Prueba de Tukey para determinar las
diferencias significativas en la concentracion de criseno entre los distintos
tratamientos a un tiempo determinado (Dia 32).

FUENTE DE
VARIACION 86 gl cM F P
EFECTO | 19330.18 3 6443.39 1366.89 0.00000
Error 18.85 4 471

TABLA D.43. Como resultado de la prueba de Tukey, se observa que en cuanto a
la concentracion de criseno para dia 32, existe diferencia significativa entre los 4

tratamientos.

CONC. CRISENO
TRATAMIENTO (PPM)
1 438.54 a
2 349.48 b
3 402.11 o
4 309.87 d

Para el criseno se observa diferencia altamente significativa entre los tratamientos,
para los dias 4, 8, 16 y 32, pese a ello es importante mencionar, que la diferencia
no se presenta igual que para el antraceno sino que es menor, esto se atribuye a
que el criseno es un compuesto de 4 anillos mas dificil de degradar.
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ANEXO E
ANALISIS MOLECULAR APLICADO A LAS BACTERIAS AISLADAS

Una vez que se logré el aislamiento de las cepas en el suelo conformado
artificialmente y contaminado con HPA, se procedié a realizar el analisis
molecular, a fin de valorar con que géneros son filogenéticamente cercanos los
microorganismos involucrados en el proceso de biodegradacion. Los resultados de
las secuencias obtenidas se muestran a continuacion.

TABLA E.1. Secuencias obtenidas en la identificacion mediante analisis
molecular.

MUESTRA| TAMANO | ADENINAS | CITOSINAS | GUANINAS | TIMINAS | N (%)
(NTS) (%) (%) (%) (%)
1060 267(25) | 223(21) | 230(22) | 192 (18) | 148 (14)
968 247 (26) | 220(23) | 296 (31) | 178(18) | 27 (3)
993 239 (24) | 214(22) | 303(31) | 195(20) | 42(4)
970 243 (25) | 224(23) | 278(29) | 181(19) | 44 (5)
969 245 (25) | 216(22) | 299 (31) | 179(18) | 30(3)
978 239 (24) | 215(22) | 309 (32) | 188(19) | 27 (3)
982 241(25) | 214(22) | 313(32) | 189(19) | 25(3)

N AWM=

Secuencia 1: Correspondiente a la muestra 1, cepa aislada del suelo contaminado
con HPA a un pH de 9.2 y una proporcién C:N:P 100:10:1

SEQ SEQ1: 1060 bp;

Composicion 267 A; 223 C; 230 G; 192 T; 148 Otras

Porcentaje: 25% A; 21% C; 22% G, 18% T, 14% otras

Peso Molecular (kDa): ssDNA: 327.79 dsDNA: 653.6

ORIGIN

1 CCNNAANNGA ACGCTAGCGG GATGCCTNAC ACATGCAAGT CGAACGNCCN GCCACGGGAC
61 TNGCNGTCTG ANGGCTGANT GGACGAACGG GGTNACGTAA NGTTTNGNTA ACGTGCTCTA
121 GTCAGCGGGN GAGCATAACG TCACAACTNN NAGTCGTGAT NCTNNTNCCG NNTACAACNA
181 CTANNNGGGG NAAAGGCANG GGCANCGCAN GGACCTTGCN CTATTNGAGN GGCCGANGTN
241 GNCNTAGGCT AANTGGTGTA GTAACGGCTC ACCAGNGCAT CGATCCGCTG GTGGTTTGAA
301 CAGGACGACA AACTCACNCT GGGACTGAGC ACACGGGGNA TACTGCTNCN NGGAGGCNAC
361 ACCNGNTGAA TTTNATGACA ATGTGGAGGA GAACCACTGG ATCCAGNGCA TNGCCAAAGT
421 GTCGCTTATG CAAGGGCCTT CATGNTNGCA AAGCACTTTT GGCAAAGANN GAAACTTACA
481 TGGGCTAATA CCCCGTGAAA CTGACGGTAG CCTGCTAGAA TAAGCACCGN TTAACTNCGN
541 GCCAACAGCA CGCTGTAATA CCTATGGTGC AAGCGTTNAT NTCCAATTAC TNNAACCTAA
601 AGNGCTGCGC TTTGCANGCT CGGAAAGATG ATGTGAAATC CCANAGCTNA ACTTTCGAAC
661 TGCATTGTTA ACTACCGAGN TATTAGTGNG NNACACGGAG GTGGAATTCC GCTTGTAGCA
721 CCATAACTGC ACTACTTATG CGGAAGANCA CCGATAGCAA AAGCAATTCT ANTNNNATNA
781 CACTGACGCT CATGCACNAA NANNGTTGGN NGCAAACAGN ATTAAATACC CTGGNANNCC
841 ACTCCCTAAN CNANGTNNNC TACCTGGTNG GGCCTTCGGA CCNTNANANC NCANNTANCC
901 CNGAGTNCNC NCCTGNGGAG TACNGTNNNG AGNNNAAACT NNANGGANTT GACGNTACCC
961 CCCNNGCGTG NGNGATGNGG ATAAATNAAT GNNNCNNAAA AACNTACTNC CNTTAATNTN
1021 TGGANTNCNA AAAAATTNNA NTNTNNNAAA AAACCNAANC
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Secuencia 2: Correspondiente a la muestra 2, cepa aislada del suelo contaminado
con HPA con un pH de 6.5 y una proporcién C:N:P 100:0:1

SEQ DNAMANZ: 968 bp;

Composicion 247 A; 220 C; 296 G; 178 T, 27 Otras

Porcentaje: 26% A; 23% C; 31% G; 18% T, 3%0Otras

Peso Molecular (kDa): ssDNA: 300.73 dsDNA: 596.8

ORIGIN

1 CCNNCGANTG AACGCTAACG GGATGCCTTA CACATGCAAG TCGAACGGCA GCACGGACTT

61 CGGTCTGGTG GCGAGTGGCG AACGGGTGAG TAATGTATCG GAACGTGCCT AGTAGCGGGG
121 GATAACTACG CGAAAGCGTA GCTAATACCG CATACGCCCT ACGGGGGAAA GCAGGGGATC
181 GCAAGACCTT GCACTATTAG AGCGGCCGAT ATCGGATTAG CTAGTTGGTG GGGTAACGGC
241 TCACCAAGGC GACGATCCGT AGCTGGTTTG AGAGGACGAC CAGCCACACT GGGACTGAGA
301 CACGGCCCAG ACTCCTACGG GAGGCAGCAG TGGGGAATTT TGGACAATGG GGGAAACCCT
361 GATCCAGCCA TCCCGCGTGT GCGATGAAGG CCTTCGGGTT GTAAAGCACT TTTGGCAGGA
421 AAGAAACGTC ATGGGCTAAT ACCCCGTGAA ACTGACGGTA CCTGCAGAAT AAGCACCGGC
481 TAACTACGTG CCAGCAGCCG CGGTAATACG TAGGGTGCAA GCGTTAATCG GAATTACTGG
541 GCGTAAAGCG TGCGCAGGCG GTTCGGAAAG AAAGATGTGA AATCCCAGAG CTTAACTTTG
601 GAACTGCATT TTTAACTACC GAGCTAGAGT GTGTCAGAGG GAGGTGGAAT TCCGCGTGTA
661 GCAGTGAAAT GCGTAGATAT GCGGAGGAAC ACCGATGGCG AAGGCAGCCT CCTGGGATAA
721 CACTGACGCT CATGCACGAA AGCGTGGGGA GCAAACAGGA TTAGATACCC TGGTAGTCCA
781 CGCCCTAACG ATGTCACTAG CTGTNGGGGC CTTCGGCCNT GGTAGCGCAN CTACGCGTGA
841 NTTGACGCCT GGGGGTNCGT CNCAGATAAA CTCAAGGANT GACGGGACCG CCAGCGGGGN
901 TGATGNGNNN ANTCATGCAC NNAAAACNTA CTACCTNANT GTNTGNATNC NAAAAATTGN

961 AGGCTCCN

Secuencia 3: Correspondiente a la muestra 3, cepa aislada del suelo contaminado
con HPA con un pH de 6.5 y una proporcién C:N:P 100:10:1

SEQ DNAMAN4: 993 bp;

Composicion 239 A; 214 C; 303 G; 195 T, 42 Otras

Porcentaje: 24% A; 22% C; 31% G; 20% T; 4%0tras

Peso Molecular (kDa): ssDNA: 308.60 dsDNA: 612.2

ORIGIN

1 CCNNCGAANG TAACGCTNNG ACGGNAAGCA TNNACACNNG CNAGCGGNGA CACGTGTGNT
61 NCTCTNGGAG GCAGTGGCAG ACGGGTGAGT AACGCGTGGG AATCTACCTT TTGCTACGGA
121 ACAACAGTTG GAAACGACTG CTAATACCGT ATGTGCCCTT CGGGGGAAAG ATTTATNCGG
181 CAAAGGATGA GCCCGCGTTG GATTAGCTAG TTGGTAGGGT AAAGGCCTAC CAAGGCGACG
241 ATCCATAGCT GGTCTGAGAG GATGATCAGC CACACTGGGA CTGAGACACG GCCCAGACTC
301 CTACGGGAGG CAGCAGTGGG GAATATTGGA CAATGGGCGC AAGCCTGATC CAGCCATGCC
361 GCGTGAGTGA TGAAGGCCCT AGGGTTGTAA AGCTCTTTCA CCGGTGAAGA TAATGACGGT
421 AACCGGAGAA GAAGCCCCGG CTAACTTCGT GCCAGCAGCC GCGGTAATAC GAAGGGGGCT
481 AGCGTTGTTC GGATTTACTG GGCGTAAAGC GCACGTAGGC GGACTTTTAA GTCAGGGGTG
541 AAATCCCGGG GCTCAACCCC GGAACTGCCT TTGATACTGG AAGTCTTGAG TATGGTAGAG
601 GTGAGTGGAA TTCCGAGTGT AGAGGTGAAA TTCGTAGATA TTCGGAGGAA CACCAGTGGC
661 GAAGGCGGCT CACTGGACCA TTACTGACGC TGAGGTGCGA AAGCGTGGGG AGCAAACAGG
721 ATTAGATACC CTGGTAGTCC ACGCCGTAAA CGATGAATGT TAGCCGTTGG GGAGTTTACT
781 CTTCGGTGGC GCAGCTAACG CATTAAACAT TCCCCTGGGG AGTACGGTCG CAGANTAAAA
841 CTCAANGAAT TGACGGGGNC CCCACAGCGG NGGNCNTGGG GTTNATTCNA NCACGCCAAA
901 NCTTACAGCC TTGAATACNG TCGGGNCCAN ANATGGNNTT TANTTCGCTG NCCGNNNCAG
961 GGCTGCANGG TGTCTCANTC NGTCNGAAAN TTG
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ANEXOS

Secuencia 4: Correspondiente a la muestra 4, cepa aislada del suelo contaminado
con HPA e indculo microbiano, obtenido de una planta de tratamiento de aguas
residuales

SEQ DNAMANSG: 970 bp;

Composicion 243 A; 224 C; 278 G; 181 T, 44 Otras

Porcentaje: 25% A; 23% C; 29% G; 19% T, 5% Otras

Peso Molecular (kDa): ssDNA: 300.88 dsDNA: 598.1

ORIGIN

1 CGATATNTNG CTAACAGAGG ACACCTCNNC ACATGCAAGT TCGAAANCAG AGAGTACCNC

61 ACTTCGGTCT GNTGGCCAGT GGCGAACGGG TGAGTAATGT ATCGGAACGT GCCCAGTAGC
121 GGGGGATAAC TACGCGAAAG CGTAGCTAAT ACCGCATACG CCCTACGGGG GAAAGCAGGG
181 GATCGCAAGA CCTTGCACTA TTGGAGCGGC CGATATCGGA TTAGCTAGTT GGTGGGGTAA
241 CGGCTCACCA AGGCGACGAT CCGTAGCTGG TTTGAGAGGA CGACCAGCCA CACTGGGACT
301 GAGACACGGC CCAGACTCCT ACGGGAGGCA GCAGTGGGGA ATTTTGGACA ATGGGGGAAA
361 CCCTGATCCA GCCATCCCGC GTGTGCGATG AAGGCCTTCG GGTTGTAAAG CACTTTTGGC
421 AGGAAAGAAA CGTCGCGGGT TAATACCCCG CGGAACTGAC GGTACCTGCA GAATAAGCAC
481 CGGCTAACTA CGTGCCAGCA GCCGCGGTAA TACGTAGGGT GCAAGCGTTA ATCGGAATTA
541 CTGGGCGTAA AGCGTGCGCA GGCGGTTTCG GAAAGAAAGA TGTGAAAATC CCAGAGCTTA
601 ACTTTGGAAC TGCATTTTTA ACTACCGGGC TAGAGTGTGT CAGAGGGAGG TGGAATTCCG
661 CGTGTAGCAG TGAATGCNTA NATATGCGGA GGAACACCGA TGGCNAAGGC ANCTCCTGGG
721 ATAACNCTGA CGCTCATGCN CGAAAGCGTG GGGGAGCAAA NAGGATTANA TNCCCTGGTA
781 GTCCNCGCCC TAAACNATNN CANCTNNCTG TTGGGGCCTT CGGGCCTTGN TNGCGCAANT
841 TAACCCTGAA NTTGACCNCC TGGGGGNTTC GGTNCCANAT AAANCNCAAA GAATTNCCGG
901 GGACCCCCNA CCGGGGGTAA ATTGNATTAT TCNANCNACC CAAAAACTTN CNCCCTTGAA
961 TGTNGGNANC

Secuencia 5: Correspondiente a la muestra 5, cepa aislada del suelo contaminado
con HPA con un pH de 6.5 y una proporcién C:N:P 100:10:1

SEQ DNAMANS: 969 bp;

Composicion 245 A; 216 C; 299 G; 179 T; 30 Otras

Porcentaje: 25% A; 22% C; 31% G; 18% T, 3% Otras

Peso Molecular (kDa): ssDNA: 301.17 dsDNA: 597.4

ORIGIN

1 CGATGNACGC TAGACGGGAT GCCTTACACA TGCAAGTCGA ACGGCAGCAC GGACTTCGGT
61 CTGGTGGCGA GTGGCGAACG GGTGAGTAAT GTATCGGAAC GTGCCCAGTA GCGGGGGATA
121 ACTACGCGAA AGCGTAGCTA ATACCGCATA CGCCCTACGG GGGAAAGCAG GGGATCGCAA
181 GACCTTGCAC TATTGGAGCG GCCGATATCG GATTAGCTAG TTGGTGGGGT AACGGCTCAC
241 CAAGGCGACG ATCCGTAGCT GGTTTGAGAG GACGACCAGC CACACTGGGA CTGAGACACG
301 GCCCAGACTC CTACGGGAGG CAGCAGTGGG GAATTTTGGA CAATGGGGGA AACCCTGATC
361 CAGCCATCCC GCGTGTGCGA TGAAGGCCTT CGGGTTGTAA AGCACTTTTG GCAGGAAAGA
421 AACGTCGCGG GTTAATACCC CGCGGAACTG ACGGTACCTG CAGAATAAGC ACCGGCTAAC
481 TACGTGCCAG CAGCCGCGGT AATACGTAGG GTGCAAGCGT TAATCGGAAT TACTGGGCGT
541 AAAGCGTGCG CAGGCGGTTC GGAAAGAAAG ATGTGAAATC CCAGAGCTTA ACTTTGGAAC
601 TGCATTTTTA ACTACCGGGC TAGAGTGTGT CAGAGGGAGG TGGAATTCCG CGTGTAGCAG
661 TGAAATGCGT AGATATGCGG AGGAACACCG ATGGCGAAGG CAGCCTCCTG GGATAACACT
721 GACGCTCATG CACGAAAGCG TGGGGAGCAA ACAGGATTAG ATACCCTGGT AGTCCACGCC
781 NTAACGATGT CACTAGCTGT NGGGGCCTTN GGCCTTGGTA GCGCANNTAC GCGTGANTTG
841 ACGCCTGGGG NNACNGTCGC AAAATAAANT CAANGANTGA CGGGNCCCCN CAANNGGGGA
901 TGATGGGGAT NATTCNTGCA CNCAAAANCT TACTACCTTG NAGTNTGNAT NCTGAAAANT
961 TNGANNNCC
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