4 NACIINAL ALTON v
TaIVERSIDAD NACH n.\un.umc,,
=V ol —
et ?q L o

Naoin) T 2.2
el

TE N CT A
ES)

222

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

“ESTUDIO DE LA MICROFLORA NATIVA DE UN SUELO
CONTAMINADO CON DIESEL SOMETIDO A PRUEBAS

DE BIOTRATABILIDAD”

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B 1 O L O G O

P R E S E N T A
LUIS FELIPE VILCHIS ANAYA

. FACULTAD E CcraNel
MEXICO, D.Beccion rj.scoLARAs




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



M. EN C. ELENA DE OTEYZA DE OTEYZA
Jefa de la Divisién de Estudios Profeswnales de la
Facultad de Ciencias .
Prcsente -

' Director de Tesis L
: “Draz-

& Propictario

Propxctano

Fia Proplelano

A Suplcntc

: Suplente

"M.enC: lrima‘_“

‘ "Bml

pasante de la carrera de - Biologra

ML en C,- 8 AdmanavMuﬁoz Hernandez

_Biél. Elva Bazan MoraMy/ ,
R FACULT&H CE CIENCIAS

u.

Dra. Patricia Ramos Morales:3=
DEPARTANIINTO
D BIOLOGIA

Estudlo de la mlcroflora -




AGRADECIMIENTOS

AGRADECIMIENTOS

A mi di_nzfg_ui;a Moni (pecas) por su cf'zppyo;\bﬁdﬁvd'ad'o;d'ur'ahte el tiempo que estuvo

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002




Contenido

CONTENIDO

Il
1l
A.

1.1
1.2
1.3

1.
1.1
1.2
13
1.4
15
1.6
7
7.1
1.8
E.
L
2.

Resumen.......... I
Lista de tablas......... ceraneens

Lista de figuras.................

Introduccién..........

Objetivos................. v

Marco teérico.............

Microbiologia del suelo.

Microorganismos que inte
Bacterias.....ccoccovvereeeenis
Hongos.....cceeveviianceeias

Levaduras...............

Contaminacion del medi

Biorremediacién...;

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002




Contenido

1.1
1.2
VI.

VAR WN =YW

VIL
VIII.

Antecedentes eeiivieeienereeianbaesis e a e v i tededanirteanaareeneanes 23

Experimentacién : . RO SO P I SRR 27
Descripcion del sitio.... : ‘
Obtencion de la muestr

Técnicas Analiticas..:

Caracterizacién fisica

Caracterizacion microbioldgica del suelo

Pruebas de biotratabilidad en laboratori

Resultados y Discusidn...... %

Bacterias potencialmente degr

Nitrégeno Amoniacal.
Nitrégeno Total..

Fosfatos......ceeseuenss

Hongos y Levadd‘ras
Humedad... ...

AmMmonio...........l..il

Nitrégeno Total...........

Fosfatos...coccceivcenciccnennns

Conclusiones............ ieeeere

Recomendaciones........ vnnee .

Bibliografia................ RS ; sk 64

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002




Contenido

Datos degradacion de diese

Unidades experimentalesﬁ

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002




Resumen

'RESUMEN

En este trabajo se presentan los resultados de pruebas de bxotratablhdad a mvel mesocosmos de un

suelo contaminado con diesel, en el cual se utlhzaron dos matenales orgamcos texturlzantes- composta‘

y fibra de coco, ademds de la adlclon de femhzantes }
El suelo contaminado tema una concentracxon de dxesel de 86 926 mg/kg Se utlhzaron como controlesk

un suelo no contammado adlcmnado de texturizantes - y un ‘suelo’ contammado sm’ adlcxon de.”

,textunzantes, en este ultnmo se reahzo la caractenzac:on mlcroblologncay ﬁsncoquxmxca. Las pruebas

en reclpxentes de vndno con capacxdad para 3 kg de

de blotratablhdad se. reahzaron

humedad se mantuvo constante.

Se realizé un muestreo inicial (To),:
pardmetros fisicoquimicos (pH, hum‘
microbiolégicos (bacterias potencx

levaduras), adernas del diesel resxdual :
La utilizacién de te\(tunzantes ademas e su efecto como dlluyente, me_joré las caractenstlcas fisicas

(estructura y aeracién) y quimicas ‘del suelo especl lmente aporte de mtrogeno Y fosforo dxspomble,
lo cual se reflejo en la degradacxén del dlesel en mayor medida en los tratamientos sin adicién de
fertilizantes 72.25% (Sc+C), y: 60. 69% (Sc+Fc) El uso de una fuente de - nitrégeno como la urea,
posiblemente afecto de manera negativa a los mlcroorganlsmos tanto ‘en su desarrollo como en su
capacidad degradadora, pr'mcipalmenie por las‘dohdicio'nés alcalinas (pH 7.85 a 884) que se

generaron a lo largo del experimento, lo cual se reﬂe_jo en el porcenta_;e de degradacién del 33.55%

(Sc+C+F) y 31.75% (Sc+Fc+F1 . El niimero. de bactenas potencnalmente degradadoras oscilo entre

10° y 107 ufc/gr suelo tanto en los tratamlentos'

mclusnve en algunos casos no se obtuvo crecxmlento, no. obstante se asume que pudieron haber

partlcnpado en la degradacién del diesel.
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Introduccién

I. INTRODUCCION

El incremento en las actividades industrialesAa;nivel mun ial a t mdo como consecuenc1a

problemas de contaminacién en el medio acuatico’ terrestre. Ademas de la contammacxon del

' pehgrosos,‘ prmcxpales contammant

y fésforo.

Lo antenor lleva ala convemenma,de le_]orark las cond1c1ones f' 51cas del suelo mediante la

adlcxon de textunzantes orgamcos, as 5 como las cond1c1ones qulmlcas a través de la adicién de

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002 -~




Introduccién

fertlllzantes, lo cual podra favorecer una’ mas eﬁcxente blodegradacxon de los contaminantes,

medlante el uso de ]a ﬂora natlva

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002 : . 2




Objetivos

II. OBJETIVOS

Objetivo general

e Determinar los microorganismos nativos de un’ sue]o contammado con dlesel y su

comportamiento a largo de pruebas de blotratabllldad en el laboratorlo.

Objetivos particulares

e Determinar los grupos microbianos nativos de un suelo contaminado con diesel.

e Dar seguimiento a la respuesta de los grupos mlcroblanos natlvos durante el desarrollo de

pruebas de bxotratabllldad que mcluye de matenales orgamcos texturizantes y

de femhzantes

. @ - Observar la participacién de la-microflora nativa en la disminucién de la concentracién del

diesel.

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002 . 3



Marco Teérico

III. MARCO TEORICO

A. Microbiologia del suelo

El suelo es un ecosistema dindmico en el cual los’ mlcroorgamsmos se encuentran entrelazados

entre los componentes fisicos y blologxcos La mlcroﬂora de los ‘uelos es compleja:y puede

incluir miembros representauvos de’: dlversos grupos mlcroblanos. La magnitud - de las

poblaciones y tipos especnt' cos esta estrecha relacxon con los dxferentes tlpos de suelos y

factores mxcroamblentales,

microbianas nativas

::rhxdrocarbonoclasncas capacesrde la blodegradacmn extensxva de una gran variedad de

Q,pueden constituir arriba del 100% de los microorganismos viables. Estas diferencias reflejan

'k’cuantltatlvamente los grados o el grado de exposiciéon de un ecosistema a los hidrocarburos.
:Ademas una amplia degradacion de contaminantes del petréleo generalmente va acompaiiada por

una mezcla de especies microbianas, mas que especies microbianas individuales (Raiser, 1992).

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002 . 4



Marco Teérico

-;Unp";de' 10s primeros dios’ bbi‘e"la: diversidad microbiana fue realizado por Zobel en 1946, en

rganismos tienen la habilidad para utilizar hidrocarburos

éié’, y.los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en

‘ 'Muchas espemes d Mbact ri cia’_,obécterias, hongos filamentosos y levaduras coexisten en

ecosnstemas natura]es y pueden actuar independientemente o en combinacién para metabolizar

o algunos compuestos, como por ejemplo, hidrocarburos aromaticos (Gibson, 1984).

1. Microorganismos que intervicnen en la biodegradacién de hidrocarburos

1.1 Bacterias

Las bacterias son los organismos mas numerosos en el suelo, se dice que existe hasta 10%

poblaciones viables por gramo de suelo, y son asimismo los organismos que presentan mayor

diversidad fisiolégica (Wild, 1992).

En general, la mayor'l'a' ri n'av oi'ganotréf icas aerobias de una gran parte

de los suelos esta comp 0 ‘mvos. Es comin encontrar que hasta un 70%

de la totahdad de las‘bactenas alsladas del.suelo sean, de los géneros: Arthrobacter, Bacillus y

Mzcrococcus. La poblacxon gram neganva generalmente esta compuesta en su mayor parte por

especies de Pseudomonas y Flavobacterium, entre otros (Grant et al. 1989).

Existen numerosas especies de bacterias con capacidad para degradar compuestos derivados del
.. petrdleo. Entre los principales géneros aislados de suelos y de ambiente acuaticos se encuentran
- pricipalmente: Pseudomonas, Achromobacter, Arthrobacter, Flavobacterium, Micrococcus y

Nocardia. Las especies de Pseudomonas parecen ser las mas adaptadas a los diferentes

contaminantes (Balba, 1993).
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1.2 Hongos

En la naturaleza los hongos son. partlcularmeme eﬁc1entes para degradar los principales

pollmeros de las plantas celulosa y hgnma perote os’ ftamblen descomponen una enorme

secrecmn de enzimas degradatlvas extracelulares. La penetracxon hlfal” provee un mecamsmo‘, o

g ad_]unto la ruptura‘ qu1m1ca efectxva por las enzxmas secretadas Ademas,

extracelular de las en21mas perrmte a los: hongos tolerar altas concentracxone d compuestos;@

E qunmxcos toxxcos (Benett y Falson 997,

La hablhdad para utlhzar,hxdroca buros se da pnn01palmente en 2 6rdenes: los Mucorales y los

Moniliales, Aspergzllus y Pemczllum asimilan hidrocarburos (Cerniglia, et al, 1992).

Los hongos filamentosos no exhiben una degradacién preferencial por cadenas particulares y
parecen ser mas capaces de degradar o transformar hidrocarburos de estructura compleja, o largas

cadenas, de ahi que juegen un papel importante en la oxidacién de hidrocarburos en el suelo

(Gibson, 1984).

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002 6
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Marco Tebrico

1.3 Levaduras

La habilidad de algunos microorganismos, incluyendo_las levaduras, para utilizar alcanos como

fuente de carbono ha sido conocida desde hace muchos afios (Crow et al. 1980)

Por lo menos 7 géneros de levaduras (Ascomicetes) como: Deberomyces, Lodderomyces,
~Metshinkowia, Pichia, Saccharomycopisis, Schwaniomyces y Wingea tienen especies que pueden
i‘d'eslakr‘rollarse a expensas de hidrocarburos. Pero indudablemente las especies y géneros de
B rglér\;adjuras estudiadas, capaces para desarrollarse sobre hidrocarburos son: Candida, Rhodotorula,
: Séleﬁiil&, Sporidiobolus, Sporobolomyces, Turolopsis y Trichosporon, las cuales son capaces de

- utilizar n-alcanos (Rose, 1987).

:En 1977 Haglhara fue el primero en reportar la utilizacidn de alcanos de cadena ramificada

mca fuente de carbono y energla por Candzda Izpolynca En tanto que cepas de

(pnstano) como 0

levaduras que utlllzan hldrocarburos se ha estudlado en amblentes marmos, en contraparte con la

escasa informacién sobre su distribucién en ambientes terrestres (Ekundayo y Obuekwe 1999).

B. Contaminaciéon del Ambiente con Hidrocarburos

Una amplia variedad de quimicos organicos tdxicos son introducidos inadvertida o
deliberadamente en el ambiente. Los hidrocarburos son un ejemplo comiin de estos compuestos,
los cuales entran al ambiente en grandes volimenes a través de numerosas rutas (Balba et al.
1998).

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002 7
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Exjs't:en;t; 1 ) ‘hidrocarburos, una de las principales se refiere a las entradas

‘por_ejemplo, los provenientes de superficies carreteras, deshechos

’que enfatlcen la degradacion de los contaminantes, mas que el emprender una disposicién

onv ncnonal La biorremediacion estd entre las nuevas tecnologias que tienen la finalidad de

blqdegradar contaminantes (Boopathy, 2000).

C. Biorremediacion

Una variedad de tecnologias estan’ dlspombles para tratar suelos contammados con matenales‘

ontencxon de tierras rehabllltadas extraccxon de vapor‘

peligrosos, incluyendo la excavacwn

establhzacwn y solxdlf' cac1on :lavado’de: uelos, extraccién con solventes, desorcwn térmica,

kv1tnf icacion e mcmerac‘on ‘M 'stas tecnologlas sin embargo, son costosas 0 no resultan

ompleta del contarnmante o no devuelven su vocacion natural al suelo. De

f_en una destruccxo
F: el tratamiento" bxologlco parece estar entre los métodos mas promisorios para

cuparse de un amplio mtervalo de contammantes organicos, particularmente los hidrocarburos

A?‘del petroleo ‘(Balba et al. 1998).

" 'La biorremediacién consiste en la oxidacién biolégica o biodegradacién de un compuesto. El
grado de biodegradacién y la tasa en la cual ocurre depende de las interacciones entre el
ambiente, el nimero y tipo de microorganismos presentes, y la estructura quimica de los
contaminantes. Para que una biorremediacién sea exitosa, muchos factores deben ser tomados en

cuenta (Walter y Crawford, 1997).
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Marco Teérico

La més'im"p"o'rtante,caracter,lstlca"de la'biorremediacion es que los contaminantes no se destruyen,

en algunos casos no se logra su completa degradacidn (Saval, 1998).

Erii}lo’sv_ sitios donde ocurren derrames de hidrocarburos que no son atendidos inmediatamente, la

fl ré:rjniérobiana presente en el suelo se somete a un proceso de seleccién natural, en el que los
micrqoi‘ganismos sobrevivientes son aquellos que desarrollan capacidad degradadora. En estos es
i mejor usar la flora autéctona del sitio, en lugar de agregar microorganismos exégenos. Para tratar

derrames recientes, probablemente serd necesario recurrir a preparados microbianos (Saval,

"591998)

D'ado_que la practxca de la bxorremedlacmn se reahza en campo su e_;ecucnon debe ser vista como

o la Tabla III l (Saval 1999)

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002 9
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Tabla HI1.1. Desarrollo de un proyecto de bioremediacién (Saval 1999).

Caracterizacién del sitio
* Geohidroldgica

* Quimica del contaminante

* Fisica y quimica del suelo
* Microbiolégica

N

Estudios de biotratabilidad
* Consumo del contaminante
* Consumo de O;

* Generacion de CO;

* Consumo de sales minerales

+

Escalamiento al campo

La finalidad de la caracterizacion geohidroldgica es conocer el tamafio y forma de la mancha de
contaminaciévn‘, la cual habrd de convertirse en un biorreactor, que por naturaleza sera
heterogéneo. Por otra parte, a través de la caracterizacién quimica de los contaminantes se podra
conocer la a‘mplié*vanfedad de los compuestos que servirdin como substratos y de otros que
podrian ihhibir‘laﬁaétividad metabélica. La caracterizacion fisica y quimica del suelo permitira
conocer. el microambiente donde los microorganismos llevardn a cabo su accién mectabdlica

dirigida a la degradacién de los contaminantes (Saval, 1998).

- Dentro de la caracterizacién microbiolégica se incluye: conteo de microorganismos heterétrofos
totales y degradadores especificos de los hidrocarburos de interés en el suelo contaminado. Esta
caracterizacién proveerd informacidn ttil sobre la actividad biolégica del suelo y el grado en el
cual la poblacién microbiana nativa esta aclimatada a las condiciones del sitio. Los resultados
indicaran si el suelo contiene una poblacién microbiana saludable y suficiente, capaz de efectuar
una biorremediacién. En adicién a la evaluacidén inicial del suelo contaminado, la necesidad de

monitorear la poblacion microbiana durante la biorremediacién es una herramienta 1itil para

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002 10
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s Exxsten varias opciones para la biorremediacion, su aplicacién

contammado (Boopathy 2000)
epe"'de de, anos factores como son la profundidad de la contaminacién, el tipo de suelo, el tipo

oncentraclon de los contammantes, la presencia de actividad degradadora, la presencia de
' aceptores finales de electrones para la respiracion microbiana y las condiciones climatolégicas

- 'que imperan en el lugar (Saval, 1996). En la Tabla III.2 se resumen las diferentes opciones.

Tabla I11.2. Opciones de biorremediacién que se aplican
en funcién de las caracteristicas del sitio contaminado (Saval 1995)

1. Biolabranza. El suelo se extiendc en una capa de tamaiio regular y se mezcla
periddicamente (in situ 6 off site)

[2. Bioventeo. Suministro de aire para estimular la actividad microbiana nativa

3. Bioaumentacion. Adicion de bacterias previamente seleccionadas por su capacidad de
degradar contaminante (usada en sistemas in situ 6 off site)

4. Biocomposteo. Proceso aerobico que es llevado a cabo por microorganismos en el
cual el material contaminado es mezclado con composta después de su maduracién.

5. Bioestimulacion. Adicion de nutrientes para estimular la actividad de las bacterias
nativas. ]

1. Pruebas de Biotratabilidad

La biorremediacién es un procedimiento cientifico intensivo, el cual puede ser hecho a la medida,
de acuerdo a las condiciones de un sitio especifico. Para ello, previamente pueden ser llevados a
cabo estudios de biotratabilidad, ya que con estos se mide el potencial de efectividad de la

biorremediacion en una situacion dada.
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.EI objetliio de una prueba de biotratabilidad es identificar los factores limitantes y sugerir las vias

: por las’ que estos pueden ser superados en el campo (Skladany er al. 1992).

e biotratabilidad se llevan a cabo a cualquier nivel de operacién, pueden ser

‘estudlos s nc llos con duracién de una semana o menos para obtener informacién acerca del

»potenc1al de degradacxon de un contaminante; estudios a escala piloto o laboratorio, que pueden

‘llevar vanos meses de operacion 6 estudios a gran escala que consisten en la aplicacién del

‘squema de tratamiento propuesto a una pequefia porcidon del sitio. Los estudios de

' fblotratablhdad se complementan con informacién del sitio y caracteristicas del contaminante, de
"esta manera se puede hacer una comparacién con otras alternativas de remediacién, considerando

:factores como son la facilidad de llevarla al campo (Sims ef al. 1990).

En resumen, la informacién que aportan los estudios de biotratabilidad es:

- Sl los contammantes del suelo son p tencnalmente degradables.

o "-'Sl alguno de los contammantes es ‘potenmalmente téxico para el proceso de degradacxon

contemdo de humeda (Grulz et al. 1995)

El egu1m1ento de las pruebas de biotratabilidad incluye:
S Determmar el grado de reduccién del contaminante en el suelo, analizando muestras

periédicamente.
- Determinar el consumo de los aceptores finales de electrones y de nutrientes.

- Cuenta de microorganismos degradadores

Los estudios de biotratabilidad se realizan en una fase, o bien, divididas en 2 o mas. Cuando se

realizan en miltiples fases se tiene la ventaja de que se usen los resultados de la primera fase para
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Marco Teérico

rmar’ el disefio experimental apropiado para la siguiente, aunque tiene la

querir mas tiempo.

Q.T‘of‘g:io_s/' los gstgdxés de biotratabilidad requieren el uso de controles, independientemente de su
- sirmplj‘cidéd; los cuales no deben ser omitidos, ya que se usan para establecer la base de

comparacion de los pardmetros a evaluar.

D. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo que influyen en la biodegradacién de

hidrocarburos
1. Humedad

El contenido de humedad del suelo influye en el nimero y actividad de los microorganismos del
suelo. La influencia de la humedad depende en gran parte de la naturaleza del suelo, y de los

orgamsmos que en. él se. encuentren La cantxdad'optlma de agu"j para la mayona de los,;;

orgamsmos del s

bia ' de compuestos organicos en suelos, como los

idlStI’lb‘ucl‘On de espec1es (Cookson, 1995).
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2. pH

La actividad biolégica en el suelo es grandemenﬂtye;afectada por el pH, a través de la
disponibilidad de nutrientes y compuestos téxicos.“El pH puede influenciar la solubilidad o
disponibilidad de macronutrientes, especialmente Vevl fésforo, asi como de micronutrientes. El pH
ideal para promover la biodegradacion de hidroc;ifbhfos en suelos se encuentra dentro del

intervalo de neutro a ligeramente alcalino (Frankenberéer Jr., 1992).

3. Temperatura

La temperatura, al igual que la_humedad y el pH, es ‘un; factor 1mportante que controlan la

actividad microbiana en el suelo y por consxguxente 1a asa de descomposicién de materia

orgamca. Aunque mucho mlcroorgamsmos son capaces e obrev1v1r a temperaturas extremas,

' :entre 20 y 35°C en el cual la mayona!de los mlcroorgamsmos que utlllzan hldrocarburos como

fuente de carbono son mas activos (Rxser 1992)

4. Intercambio gaseoso

La presencia o ausencia de oxigeno claramente tiene un efecto importante sobre la tasa o grado
de degradacién, dependiendo si el contaminante es metabolizado a través de una via aerobia o

anaerobia. La biodegradacion de hidrocarburos es predominantemente aerobia. (Balba, 1993).
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El c‘c;nt‘é'riid"_ d SUelo depende de la textura, agregacion, porosidad, permeabilidad
: naje 1dad microbiana. En suelos contaminados con hidrocarburos y en
experlmentos a nivel de laboratono, se ha demostrado que un bajo contenido de oxigeno limita la
blodegradacmn segun Rhykerd et al. (1999), la mineralizacién de hidrocarburos disminuye

cuando el contenido de oxigeno es menor al 10 %.

75. Materia Organica

La descomposiciéon de los resxduos orgarucos es una funcidn principal de la vasta poblacién

microbiana del suelo. Cuando ‘los mlcroorgamsmos descomponen el material organico, la

mayoria del carbono’i s' transformado ‘a biéxido de carbono o incorporado a biomasa. Sin

xi“:derl‘ carbono es bioquimicamente alterado y el resto

embargo solo una p

- perm ¥ orgéanica.
La matena .organica el sueloes: importante porque . imparte propiedades quimicas, fisicas y
La cantidad ideal de materia orgdnica en el suelo se encuentra por arriba del

- blologxcas deseables.
g '5% del volumen total suﬁc1ente para e_]ercer una mﬂuencxa importante en las propiedades del

: ~suelo

- El mayor efecto de la matena orgénica en un suelo mmeral es que contribuye de un 20 a un 80 %
) de la capacndad de mtercambxo catiénico. La materia organica también influye en la propiedades
fisicas ‘el_sue_lo promqvxendo su agregacién. Esta propiedad es favorecida por la produccién de
k p'oAlisadcéﬁ‘(’losv: prﬁOdAurcivdos‘ por las bacterias del suelo y las substancias hiimicas producidas por

h()\'r‘igosv del syuéld(Wagner et al. 1998). La Tabla IIIL. 3 resume los efectos benéficos que imparte

la materia orgénica al suelo.
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Tabla I11.3. Propiedades que proporcionan al suelo la materia orgénica (Wagner ez al 1998)

| ) Propiedades Biol6gicas ' Propiedades fisicas !

- Provee una fuente de carbono y - Contribuye a mejorar la
una fuente de energia para soportar estructura del suelo y su
una grande y diversa actividad de
la poblacién metabdlicamente
activa.

Propiedades Quimicas

- Incrementa la capacidad de
intercambio catiénico.

- Favorece la capacidad buffer

- Disminuye la densidad en masa, y
de esta manera incrementa el
porcentaje de espacio libre.

- Provee una lenta liberacién y
suministro de nutrientes como:
N,PyS.

- Favorece el desarrollo de la
cubierta vegetal, derivado de las
modificaciones fisicas y quimicas
del suelo y la existencia de
elementos esenciales y agua para el
desarrollo.

|- Incrementa la capacidad de

- Tiene una alta capacidad para

absorber compuestos organicos y
asi reducir la biodisponibilidad de
xenobionticos téxicos.

- Favorece el intercambio gaseoso,
la aireacién y disponibilidad de
oxigeno para los microrganismos
—

Una de las principales diferencias entre los suelos superficiales, suelos de la zona vadosa y
sedimentos subterraneos es el contenido de materia organica. El alto contenido de materia
organica esta asociado con la gran diversidad de poblaciones y diversidad de la actividad
microbiana. En tanto, los suelos subsuperficiales (o subsuelo) y sedimentos subterraneos tienen

bajos niveles de materia organica, y por lo tanto, una menor.cantidad de microorganismos y

diversidad de poblaciones (Wagner ez al. 1998).

6. Textura

La textura del suelo se refiere biasicamente al porcentaje de arena, limo y arcilla de un suelo.
(Tamhane er al. 1986). El area superficial de un material puede influir mucho en sus propiedades
fisicoquimicas, esta superficie es fundamentalmente una funcién del tamaifio de las particulas.
Los suelos difieren, en forna marcada, en el area superficial como resultado de las diferencias de
textura, tipos de material arcilloso, y cantidad de materia organica. Propiedades tan importantes
como la retencién de agua y capacidad de intercambio estan intimamente relacionadas con la

superficie especifica de los suelos (Gavande, 1991).
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Las arenas, consisten en ﬁiinéféles' resistentes, son de gran tamaifio y exponen poca superficie, son
principalmente inactivas y édﬁStimyen en realidad el armazén de la masa del suelo. Los limos
muestran propiedades en cierto sentido intermedias entre las arenas y las arcillas, y se componen,
fundamentalmente de fragmeﬁtos minerales originales. Las arcillas consisten principalmente, de
productos secundarios del intemperismo quimico, tienen tamario ultramicroscépico, y exponen un
area superficial grande. Son las fracciones del suelo mas activas e influyen en la mayor parte de

sus propiedades fisicoquimicas (Tamhane et al. 1986).

7. Capacidad de intercambio catiénico

El mecanismo de intercambio catidnico, se da entre los cationes absorbidos sobre las superficies

cargadas del suelo y los cationes que estin en solucién, es un fenémeno reversible entre las

particulas y solucién del suelo.

Er_;f los suelos, los cationes:intercambiables mas comunes son: Ca™, Mg™, H', K', Na” y NH,*,

1t Ic 1 min / la-abundancia del resto de los cationes es muy

a capacidad suelos: de absorber e intercambiar cationes y aniones varia de

aéﬁé'rap'af la'naturaleza'y. ontenido"dé arcilla y de humus (Bear,1963).
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8. Nitrégeno

El nitrégeno esta presente en grandes cantidades en muchos suelos, como constituyente de la
materia orgédnica. El nitrégeno asociado a la materia organica puede ser convertido de formas

organicas a inorganicas mediante procesos de mineralizacion.

La materia orgamca del suelo, particularmente las substancias hiimicas, actitan como un almacén

. y sumlm tro. de mtrogeno, para plantas y microorganismos; casi un 95 % del nitrégeno total esta

asocxado a esta'(Hasset et al. 1992).

& 'La mmeral acion del N es llevada a cabo pnncnpalmente por microorganismos heterétrofos. A

traves “de este’ proceso’ el N orgamco es llberado como NH3 o NH,". Los organismos sintetizan

tales como: aminoacidos,

mtrogeno

b trato con un alta relacion C/N

provocara una raplda mmovmzacnon mlcroblana de,NH4 La nmovxllzacxon no representa una

'«»perdlda permanente de N ya que a; la los‘mxcroorgamsmos se produce una

‘mineralizacién y retorno al suelo el mtrogéno mmov:hzado (Mengel 1996).

8.1. Amonificaciéon

El amonio es el punto final de la degradacion de proteinas y acidos nucléicos, y a su vez, es
utilizado por los microorganismos para la sintesis celular. La amonificacién es un importante

proceso microbiano, no sélo porque proporciona la materia prima para la nitrificacién posterior
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‘que es'de!interés para muchas especies de

'sino también; porque genera N’ facilmente asimilable,

plani'as;"'(wild 1992).

or las plantas, 2) adsorbido por

: ‘El amonio resultante de Ia : 1c1v6n pug‘dé 'ser: ,i)f‘abS;

‘las arc1llas o por la matena orgamca 3) mmowllzado por mxcroorgamsmos 4) lixiviado a través

‘del suelo, 6 5) oxxdado ‘hasta el nivel de nitratos (Fassbender,‘ 1987).

La amonificacion es catalizada por enzimas presentes en muchos microorganismos heterStrofos
quedando libre el NH,* en la solucién del suelo (Wild, 1992). Una flora diversa libera amonio de
los compuestos nitrogenados orgdnicos; ciertamente casi todas las bacterias, hongos y
actinomicetos atacan alguna forma compleja del elemento pero la tasa de descomposicion y los
compuestos utilizados varia de acuerdo con los géneros y especies involucrados. En el caso de los
hongos se ha reportado que liberan cantidades considerables de amonio por la descomposicién de
proteinas y aminodcidos, entre otros. Sin émbargo, la cantidad de amonio que se acumula varia

" con el orgamsmo, el tipo de sustrato el ti po:de ’fsue‘lo y las condiciones ambientales (Alexander,

nltl' c)genadas podna estar en forma de NH3 (Hasset, 1992).

Otra pérdida potencial de nitrégeno por volatilizacién, puede ocurrir con la aplicacién a los
suelos de urea como fertilizantes. La urea es enzimaticamente hidrolizada por las ureasas del

suelo, dando como resultado la liberacién de NHj, lo que aumenta el pH (Tabatabai ez al. 1972)

En las pruebas de biotratabilidad la cantidad de N y P necesarias para el desarrollo de los
microorganismos es usualmente estimada tomando algunas medidas del C disponible en el

sistema, incluyendo el contaminante y asumiendo una relacién ideal de C/N/P (Skladany 1992).
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9. Foésforo

Los fosfatos del suelo se pueden dividir en 2 grupos: inorgdnicos y orgéanicos. La proporcién del
P organico generalmente varia entre 25 y 75%. De acuerdo con la estructura quimica del suelo,
en la materia orgénica, existen cinco tipos principales de compuestos fosfatados: fosfolipidos,
icidos nucléicos, fosfatos metabolizados, fosfoproteinas, y el hexafosfato de inositol (fitina), este

tltimo llega a constituir el 50% del P organico (Fassbender, 1987).

Por otra parte la forma inorgénica dominante en la solucién del suelo son los iones fosfato tanto
H,P04 6 HPO0,% dependiendo del pH del suelo, sin embargo, se encuentran normalmente en el
intervalo de pH de 4.0 a 8.5. Cuando el pH del suelo es cercano a 7.2 ambas formas estan

presentes en cantidades aproximadamente iguales (Hasset, 1992).

La disponibilidad del P en el suelo esta controlada por la mineralizacién e inmovilizacién a través
de la fraccidn organica y la solublllzacxo" y pre01p1tac1on de formas inorganicas de fosfato. Este

P enlos resxduos orgamcos puede s erad .y'.,ev‘star disponible para plantas y microorganismos.

La blomasa‘mlcrobxana puede:afectar ’dispgnibilidad de P a través de la inmovilizacién, y la

mcorporacxon d

asxmllacwn €l cion; entonces. el‘P morgamco de la solucién del suelo puede ser usado,
yla 1nmov1hzac1on neta ocurre. Contranamente si mas P esta presente la mineralizacion neta de

ortofosfato ocurre (Wagner, 1998)

Generalmente, el P es adicionado en los suelos contaminados con hidrocarburos. La relacién
propuesta para una mezcla de biomasa microbiana en el suelo es 100:1. Varios estudios han
mostrado que la adicidn de P puede estimular la degradacion de hidrocarburos (Dibble et al.

1979; Mills, et al. 1992).
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La adi‘éio’n‘r de fésforo como  fertilizante puede ser incluida en pruebas de biotratabilidad
coml'mniente en la forma de ortofosfato 6 superfosfato triple (Skladany, 1992), ya que contiene

Wg‘xitre 40 y 49% de P,Os que es la forma mas disponible en el mercado (Yifera, 1987).

- E. Uso de Materiales Texturizantes

Entre los materiales texturizantes de suelos més utilizados como estin la composta.y.la fibra de

coco, sus propiedades se mencionan a continuacién.

1. Composta

Un suelo contaminado es a menudo: pobre en materia orgénica y tlene una baja actividad

microbiana. Usualmente la comumdad mlcroblana se adapta ala presenma del contammante,

pero otras condiciones amblentales tales como dlspombxhdad de'n‘ s»y concentracnon de O,

pueden ser desfavorables, por lo: qu’ 1 degradacxon del Contaml' it esv lenta.

3 ';‘Las tecnologlas de composteo pueden ser apllcadas para_sanear: suelo contammados fuera del
~_§'smo., Ad|c10nando una::matriz; orgamca ‘a elo contamina a actiilldad microbiana
generalmente se’ ) ' : ;
: ;_encontrarse en el
f2000)

»»‘La composta es utlhzada para mejorar las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos como:

‘aeracxon ademas de mejorar ciertas caracteristicas como son: suministro de N y P, asi como

m oramlento del pH, y retencion de agua, aspectos que favorecen la actividad microbiana

1¢i, 111980, Hupe et al. 1998). Ademas la capacidad de intercambio catiénico de el suelo
_tambleﬁ'sé ‘puede ver beneficiada por la adicién de compostas, este efecto es principalmente
‘&ébi_do a la disociacion de H* de acidos débiles de la materia orgénica. Los sitios de intercambio
catiénico de la materia organica son principalmente los grupos carboxilicos y fendlicos. (Stratton

et al. 1995)
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2. Fibra de Coco

La fibra de coco es un subproducto de la industria del coco que se encuentra disponible en
grandes cantidades en los paises productores de coco. La fibra de coco consiste en particulas de

lignina y celulosa con una relacién C/N de 80.

Ester matenal tlene alta capacidad de retencion de agua y se utiliza para mejorar las propiedades

= fis sxcoqmmlcas 'de los suelos. Ademas de mejorar la retencién de agua, aumenta la disponibilidad

k,k:de"‘nut‘nentcs, y ‘la tasa de 1nfiltrac1on, asi como la porosxdad total (Bures, 1997). Tiene elevado

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002 22



Antecedentes

IV. ANTECEDENTES

> Saval, (1997) llevdé a cabo la biorremediacién de un suelo contaminado con diesel,
mediante la estimulacién in sifu de la microflora autdctona. El tratamiento consistié en
adicionar fertilizantes y mantener la humedad constante en el propio sitio contaminado,
durante 6 meses. El pH del suelo fue alcalino, arriba de 9, por lo que se decidid agregar
acido fosférico con la ﬁnélidad de llevar el pH a la neutralidad y a la vez suministrar
fosfatos como nutrlente, con esto se favorecié la actividad de los microorganismos
presentes en el suelo. A los 2 meses se observé una reduccion en la concentracién de
diesel del 80% y despucs dek6 meses de tratamiento, la remocién fue del 98%. Con el fin
de demostrar que se haBia llevado a cabo una biorremediacién, a partir de una muestra del

suclo saneado se obtuvo un cultivo en medio liquido con diesel como Unico sustrato, en la

muestra se 1dent1ﬁcaron Pseudomonas aureoginosa y P. fluorescens P. putida en las
mayores “diluciones, con un 98% de confiabilidad. En el propio sitio, se observé
crecimiento y desarrollo de las especies vegetales autdoctonas, ademas de las que fueron
- sembradas (). A diferencia de los resultados positivos obtenidos en el sitio de estudio, las
pruebas de biotratabilidad a nivel mesocosmos que pretendieron ser realizadas a nivel de
‘laboratorio en palanganas de pléastico no tuvieron éxito, ya que no se lograron simular las

condiciones reales del sitio.

> En Otro‘estudio se realizaron pruebas de biotratabilidad a escala de demostracion en
campo, ‘para reduc1r el contenido de diesel y gasolina en agua subterranea y suelos

: contammados en ‘una instalacion de almacenamiento de combustibles localizada en el

Valle de Mexnco Para ello, diferentes lotes de agua subterranea conteniendo la mezcla de

combustlbles n fase libre en concentraciones superiores a 20,000 mg/kg, se inocularon

con cultlvos' de bacterias degradadoras de diesel, ademas se adicionaron fuentes de
E mtrogeno amomacal y fésforo en forma de fosfatos, y se proporciond una ligera corriente
de aire. Los resultados obtenidos durante el saneamiento del agua subterranea, indicaron

una disminucion en la concentracion de diesel, casi del 100%. Los cultivos obtenidos de
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estas pruebas se utilizaron como inéculo para tratar el suelo contaminado excavado del
mismo sitio. Después de 2 meses de iniciada la biorremediacion en forma de biolabranza,
con riego y homogenizacion del suelo constantes, se observé que la concentracion inicial
de diesel (6,256 mg/kg) y de gasolina (313 mg/kg), se redujo en 99.77% y 100%,
respectivamente. Esta prueba result6 exitosa para el tratamiento de agua subterranea y del

suelo contaminados (Guzman, 2001).

> En otro estudio realizado a nivel de microcosmos se evalué el efecto de la concentracion
de diesel, nitrégeno y fésforo, asi como la relacién C:N:P durante la biodegradacion de
diesel industrial en un suelo contaminado, ‘aprovechando la actividad de la flora nativa.
Los resultados de la caracterizacién del suelo proveniénte del mismo sitio del que se
utilizé6 para el presente estudio, permitié conocer las condiciones prevalecientes en el
lugar (Tabla IV.1). Como parte importante del estudio se empled una técnica estadistica
basada en la metodologia de superficie de respuesta con un disefio experimental central
ortogonal compuesto, a partir del cual fue posible conocer los efectos significativos de la
concentracién de diesel, de nitrégeno amoniacal y de fosfatos, asi como las necesidades
reales de nutrimientos requerldos para la 6ptima actividad metabdlica de la flora nativa.
Ademéds, se encontré que: la concentracién original del diesel en el suelo, de 86,926

mg/kg, debe ser reduc1da a  aproximadamente a 35,000 mg/kg para favorecer la

degradacién y se: hagaw v1dente la necesidad de mayores concentraciones de nutrientes

(Zegarra, 2000)

nativa, ya que la bacterlas presentes, pertenecientes al género Pseudomonas, contenian

n ese mlsmo suelo se demostréo una importante actividad biolégica

los genes espec1ﬁcos para la degradacion del diesel (Milcic et al. 2000).
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Tabla IV.1. Caracteristicas quimicas, microbiolégicas y fisicas
del suelo contaminado con diesel y del suelo control

Parametro*

Concentracion de diesel
(mg/kg)

Suelo control

Suelo contaminado

86,926.31

Humedad (%)

24.74

pH

5.47

Materia organica (%)

52.06

Carbono organico (%)

30.26

Nitrégeno total (img/kg)

140

Nitrégeno amoniacal (mg/kg)

2.73

Fosfatos (mg/kg)

1.82

Metales pesados lixiviables
(mg/l)
Bario
Cadmio
Niquel
Plata

0.400
ND
ND

0.370

Carbonatos (mg/kg)

ND

Bicarbonatos (mg/kg)

28.1

Cuenta de bacterias
heterétrofas (ufc/g)

116 E7

Cuenta de bacterias
potencialmente degradadoras de
diesel (ufc/g)

1.74 E7

Capacidad de retencién de agua

(ml/kg)

536

Densidad aparente (g/ml)

1.20

0.98

Densidad real (g/ml)

2.31

1.90

Porosidad (%)

47.98

48.67

Clasificacion textural

Migajén arenoso

Migajon arenoso

Proporcién de componentes (%)

* Concentraciones expresadas en base seca. ND: No detectado

Arena Limo

Arena Limo

55 45

62.5 37.5

> Varias investigaciones han demostrado que la biodegradacién de contaminantes en un

suelo puede verse aumentada por la adicion de texturizantes organicos como la composta.
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Ademas algunos estudios comparativos realizados sobre la degradacion de hidrocarburos
poliaromaticos en suelos, muestran que la degradacién fue estimulada mas efectivamente
por adicién de composta, que por adicién de bacterias degradadoras (Kastner et al. 1996).

Esto ha sido comprobado para antraceno y hexadecano (Kastner ez al. 1995).

> Trabajos realizados en el Instituto de Geologia por Rangel et a/ (en prensa) permitieron
demostrar que la adicion de fibra de coco a suelos mejora sus caracteristicas fisicas como:
porosidad y la textura, asi como la capacidad de campo, mientras que el pH y la

conductividad eléctrica se mantienen constantes.

> Estudios 'de biotratabilidad que se realizaron en el laboratorio de manera simultanea con
suelo . provemente del mismo sitio, a nivel de mesocosmos en charolas de vidrio,

,confirmaron que la adicién de texturizantes organicos como composta y fibra de coco

,;_faclhta la blodegradacmn del diesel como respuesta a la modificacion de sus

:"c:,‘aracterxstlcas ~fi isicas y ~al aporte de nutrientes naturales de facil aprovechamiento
,2001; Pérez, 2001). ‘

,Con bas ‘en’las’experiencias ntenores, se ‘reahzo el presente estudlo con el enfoque especxﬁco
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V. EXPERIMENTACION

A. Sitio de muestreo

El suelo contaminado se encontraba debajo de un tanque de almacenamiento de diesel, de 500 1
de capacidad, que abastecia una planta de emergencia generadora de energia eléctrica, el cual, por
falta de mantenimiento tuvo un goteo constante que duré aproximadamente 12 afios. El suelo del
lugar es un relleno artificial con un espesor de 4.60 a 6.40 m. La mancha de contaminacién se
localiza en la parte superficial cercana al tanque y llega aproximadamente a 5 m de profundidad

(Instituto de Ingenieria y AMBSA, 1996). La Figura V.1 muestra una vista del tanque.

Figura. V.1. Tanque de almacenamiento de diesel
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B. Obtencion de l1a muestra

La muestra se tomd superficialmente, aproximadamente a 15 cm de profundidad, mediante
excavacién con ayuda de una pala de albaiiil. Se colectaron aproximadamente 12 kg de suelo en
frascos de vidrio de 500 g de capacidad y se trasladaron al laboratorio donde se almacenaron a 4
°C hasta su procesamiento. Para llevar a cabo los andlisis y las pruebas de biotratabilidad, se
homogeneizd perfectamente la muestra con la finalidad de minimizar fuentes potenciales de

variacion durante la experimentacion.

C. Técnicas Analiticas

1. Caracterizacion fisica y quimica del suelo

Para la caracterizacion del suelo se consideraron los siguientes pardmetros fisicos y quimicos
como son: nitrégeno total, nitrégeno amoniacal, fésforo (en forma de fosfatos), pH, humedad y

capacidad de retencién de agua.

1.1. Nltrogeno total. Se llevé a cabo por digestién 4cida (Jackson, 1982; NOM DGN-AAA-24-
ihzand“"un’eqmpo de digestion BUCHI modelo 435 con extractor de humos y un

CHI m Qdelo 323.

destllador

1.2. ,Nitfoggnp moniacal. Se determiné por destilacién en ‘un equipo BUCHI modelo 323, a

' partlrdeun xtracto que se realizé con 450ml de NaCl al 10% por cada 100 g de suelo.

1.3. Fosfatos ' Se reallzo de acuerdo al método colorimétrico de Bray P-I (Jackson, 1982),

empleando un espectrofotometro Milton Roy Spectronic 20D.
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1.4. 'pH.;Svjc“m,idié en una suspension 1:2 de suelo - agua desionizada (Aguilera, 1986; Jackson,
'1982) ‘empleando un potenciémetro Conductronic modelo pH20 con electrodo de vidrio

‘ j,vcvomi‘fi’g ;G‘-p Combo W/RJ.

1.5 Porcenta_]e de humedad. Se cuantificé por gravimetria (INOM-AA-16-1984; Allison, 1985) El =

secado se reallzo en un horno Felisa modelo 243 a 105°C.

1.6 Capacidad d retencién de agua (CRA). Se determiné por el método de saturacién del suelo

dr ﬁdﬁdo por gravedad (Carter, 1993).

:1 7 Conc'edtt cién dxesel Se llevo a cabo por el método 8015 (USEPA 1966"), por ‘

reﬂh_]o y eliminacién de agua con sulfato de sodio anhidro y de partlculasf s

extraccxon de:hexan

un cromatografo de gases (Varian mod.3350) con detector de ionizaciéon de flama (FID) a 300° C

e myector a 320° C.
2, Caracterizaciéon microbiolégica del suelo

- Antes de llevar a cabo las pruebas de biotratabilidad se realiz6 una caracterizacién
microbioldgica inicial a partir de los microorganismos cultivables, tanto de bacterias heterétrofas
y bacterias potencialmente degradadoras del suelo contaminado con diesel y un suelo control no

contaminado cercano al punto de contaminacion.

2:1 Conteo d b tenas potencialmente degradadoras. Se realizé conteo en placa, en un medio

mmeral con 100 mlcrohtros de diesel industrial como tUnica fuente de carbono.

2.2 Conteo de hongos y levaduras Se determinaron mediante conteo en placa utilizando el medio

agar—papa-dextrosa (Merck No. Catalogo 119).
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Experimentacion

2.3 BdClCllaS amomﬁcames. Se: cuantlf'caron de acuerdo al metodo del Numero Mas Probable
(NPM), segun Katznelson (1946) utlllzando un medxo de cremmlento agar BBL-Gelatina

nulnuva (Mcrck No Catalogo 11481).

D. Pr‘ur‘el')‘éfs‘dé' biotratabilidad en laboratorio

,pelmcablhdad y estructura Los texturizantes utlllzados fueron composta y: ﬁbra de coco los :

cuales se adicionaron cn una Proporcwn 1 1. 3 para ]eva, 'yla concentraczon'de dlesel"de 86, 926 L

mg/kg a 30,820 mg/kg (corresponde a: una -dilucién de 34'51%) ya que en un estudlo antenor

(Zegarra, 2000) se encontro que‘la concentrac10 ‘de diesel debe sef reducrda a 35 000 1g/kg con

lo cual se favorecera la degradac1on

Previamente, ambos texturlzantes se secaron y se molleron para tener un tama o de partlcula, .

homogeneo postenormente sc estenhzaron 2 veces por espacm de 'una hora (1 5 lb a 120°C), con -

la ﬁnahdad de ehmmar los mlcroorgamsmo Vy‘ sporas: resxstentes Dcspues d sterlhzar se ’

de_;aron alrear de manera: natural (sobre cha de alummxo) proxxmadamente ‘un dxa para

ellmmar todos los compuestos volatnes pre

Tratamzentos e ; ;
“ 4. Sc + C‘ Suelo contammado + composta (trlpllcado)
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5. Sé + C‘+!"F : Suelb contaminado + composta + fertilizantes (triplicado)
6. Sc+ Fé:Suelo contaminado + fibra de coco (triplicado)
7. 'Sc+Fc+F: Suelo contaminado + fibra de coco -+ fertilizantes (triplicado)

A los tratamientos correspondientes se les adicionaron fertilizantes previamente disueltos. La
solucién se preparé con urea y superfosfato triple, hasta alcanzar una relacién C: NH,* PO, de

100:15:0.1. Se mantuvieron a temperatura constante a 25°C, procurando mantener las

condiciones dptimas de humedad (%) y asi favorecer la actividad microbiana.

1. Seguimiento de las pruebas de biotratatabilidad

Se llevaron a cabo muestreos al inicio del experimento (To) a los 40 (T,) y 80 (T) dias, con la
finalidad de tener un seguimiento de los grupos microbianos presentes a lo largo del tiempo asi
como de la biodegradacién del diesel.

1.1 Variables biologicas

Se cuantificaron: bacterias potencialmente degradadoras de diesel (ufc/g.suelo), bacterias

amonificantes (NMP), hongos y levaduras (ufc/g suelo).

1.2 Variables quimicas

Se determinaron: contenido de humedad, pH, nitr6geno amoniacal, nitrégeno total y fosfatos.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

* Los datos de este capitulo fueron tratados como valores promedio para cada una de las grdficas. En el apéndice 2 se muestran los datos

completos obtenidos para los andlisis fisicoquimicos ,microbiolégicos y degradacion de diesel

A. Bacterias potencialmente degradadoras de diesel

1. Efecto de la humedad

El contenido de humedad del suelo es uno de los factores esenciales para la actxvndad mlcroblana,

hcas, smo

ya que ésta caracteriza no sélo la disponibilidad de agua para las reaccxone - meta

también la disponibilidad de Oz y la dlsolucmn de Ios nutnentes (Fxlonov et al::1999

El porcentaje de humedad maximo 'q

capacidad -de retencxon de ag

principalmente de la matcna organi

En este trabajo, el hecho de haber mcorporado materlales texturizantes

modifico el contenido de matena orgdnica y.con ello la ca acidad de: retencxon de agua De esta

, forma para los tratamlentos con fibra de coco (Sc+Fc, Sc+Fc+F CFc)'la capac1dad de retencion

'de agua oscilé entre 1,1 15y 1,723 ml/kg, en tanto que p ]
Sc+C+F y CC) los valores estuv1eron entre 133 y- 389 m

‘ comprueba que la ﬁbra de coco es capaz de retener una. mayor cantidad de agua, en comparacién

S ratamxentos con composta (Sc+C,

e agua/kg de suelo (Figura VIL.1). Esto

con la composta“y por.1 ‘tanto los porcenta_]es d humedad requeridos en presencia de fibra de

: UCOCO fueron 'ne la mlsma con51ste

Con base e »paf'aél suelo contaminado con diesel y composta, la humedad se
:;encontro alrededor de 23% (Sc+C+F) y 31% (Sc+C) a lo largo del experimento (Figura VI1.2).
En tanto que para los tratamientos con fibra de coco, el porcentaje de humedad fue, de 43 %
(Sc+Fc) y 57 % (Sc+Fc+F). Estas diferencias en humedad estuvieron de acuerdo a los resultados

obtenidos en cuanto a la capacidad de retencion de agua se refiere.
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20001 173
150 1115 1221
2 100
= Ll , L
500 134 1 , b
e :

CcC SetC Sc+ C+F CFe Sc+Fe Sc+Fc+F

[ Tratamiexbos

Figura. VI1.1. Capacidad de retencién de agua en los distintos tratamientos

Nota: en todas las figuras se utilizara la siguiente nomenclatura para distinguir entre las diferentes condiciones de
tratamiento, tal como se menciond en el capitulo de Experimentacién.

Controles
CC: Suelo no contaminado + composta
. CFe: Suelo no contaminado + fibra de coco
Sc: Suelo contaminado (ver Tabla IV.1)

Tratamientos TESIS CON

Sc + C: Suelo contaminado + composta
Sc + C + F: Suelo contaminado + composta + fertilizantes FALLA DE ORIGEN
Sc + Fc: Suelo contaminado + fibra de coco

Sc + Fc + F: Suelo contaminado + fibra de coco + fertilizantes

Algunos reportes sefialan que un contenido de humedad superior al 15 %, puede ser éptimo para

la biorremediacion de un suelo, aunque otros sefialan que una humedad menor al 40 % reduce la
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tasa dg."'l:)io'rre‘rh dia'c:iénr."(j(:qoksdn_k Jr., 1995) . Lo importante es enfatizar que el porcentaje de

hum'édéd‘fépti' puede ser una cifra o intervalo fijos, todo depende de las caracteristicas del

~_material que

'En el caso.de:la fibra de coco aunque el porcentaje de humedad fue mayor, la posibilidad de que: '
los nutr]ente quedaran’ absorbxdos es baja debldo a su menor capacidad de intercambio catlomco §

) Vdeﬁg,ntrfe 31 meq IOOg suelo (Abad et aI 2002)

En los Lyfra m 'y .Sc Fc+F el porcenta_,e de humedad estuvo sobre el 50 %, aunque en:

ex:stleron var1ac1ones entre los dlferentes u'atamlentos y aln en uno:- mlsmo como se puede

'aprecxar en la Flgura V1.2,
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TO _TI_T2 TO T1 T2 TO T! T2 TO T!I T2 TO TI1 T2 TO TiI T2
CcC Sc+C Sc+C+F CFc Sc+Fe Sct+Fc+F

3 Humedad —%— Bacterias potencialmente degradadoras

% TO 24.0 27.4 28.6 37.0 37.5 35.1
T1 28.9 31.0 32.5 53.1 53.3 57.6
Humedad [~ 23.2 25.7 23.2 39.0 33.6 53.0

Figura. V1.2, Porcentaje de humedad y su efecto sobre las bacterias potencialmente
degradadoras

En el tratamiento Sc+C se obtuvieron cuentas de bacterias potencialmente degradadoras que
fluctuaron entre 10°y 107 UFC/g de suelo, en tanto que en el Sc+Fc el niimero permanecié en 107
UFC/g suelo (Figura VL.2). Estas cifras son semejantes a lo encontrado por Watkinson y Morgan
(1989), quienes sefialan que el mimero de bacterias degradadoras de hidrocarburos presentes en

suelos con historia de contaminacién es tipicamente entre 10° y 10° UFC/g de suelo.

Podria parecer extraiio haber encontrado bacterias degradadoras en los controles de ambos
tratamientos, los cuales fueron preparados con suelo no-contaminado, sin embargo, el suelo del
lugar de estudio es suelo biolégicamente activo y ademas, el hecho de haber adicionado composta

o fibra de coco incrementa de manera importante el contenido microbiano, (no obstante que
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=sino de aquellas que son

e 6rgénicos Es posible que

e coco. Esta pob]acmn al 1gua1 que l ! del uelo no-f‘_ ,

g ,mlcroblana qu apo 1

~_'{contammado por estar presente‘en n sustrato rxco ‘en nutnentes se consxdera muy actxva y puede‘

: tolerar e mc]uso degradar el dxesel

2. pH

El intervalo de pH sugerldo para el desarro]lo de bactenas se encuentra entre la neutralxdad a una

ligera alcallmdad esto es, entre 6 y 8 (Meetmg Jr., 1992)

En general los tratamxentos con adxcx

alcanzando cxfras superlores a 8 (Flgu

puede reacc1onar con el agua y produmr condiciones alcalinas: alformarse hldrox1d0‘de amonio,

fademas de promover aun mas la volatlllzacmn del mtrogéno en forma ‘de amoniaco (Mobley,
1992). s o

Por otra parte el resto de la urea que no se hidroliza, por si misma también puede haber elevado el
pH y mantenerlo a lo largo del tratamiento, ya que se menciona que alrededor de las particulas de

urea, se pueden alcanzar valores de 8 y hasta 9 (Alexander, 1980) .

Aun asi el nimero de bacterias fluctué entre 10° y 107 (UFC/g de suelo) sélo en el caso del

tratamiento Sc+C+F T, se observé una disminucién a 10° UFC/g (Figura.V1.3), aunque algunos
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datosfsuéi:erchi duéiuh}pl—l;arrriba de 8.5 v_la‘ga‘ctj’vi'(v!éd‘:ae bacterias pbiencialmente degradadoras de

hidrocarburos podria ser limitada (Cookson Jr. et al. 1995) .

8 10
7 \/. ./\- 1°
.T 8
T7
(=}
I o
20 : —
E M ‘ Ts &
=) # e
g ” J( 4
e 2
r2
T1
- -0
TO_T1_T2 IO T1I T2 TO_T1 T2 TO _T1 T2 TO T: T2 TO TI T2
CcC Sc+C Sc+C+F CFc Sc+Fc Sct+Fe+F
3 pH —®— Bacterias potencial mente degradadoras
TO 7.3 5.8 8.2 6.6 5.8 7.8
pH Tl 7.4 6.7 8.8 5.8 5.6 8.4
T2 7.1 7.1 8.5 5.7 6.5 8.2
Fig. V1. 3. pH y su efecto en las bacterias potencialmente degradadoras
37
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3. Nitrégeno amoniacal

La concentracién de nitrégeno amoniacal en.los. tratamientos sin fertilizantes fluctuaron entre

12.6 y 76.7 mg/kg, mientras que en"yl()s tratamientos con fertilizantes fueron muy altos, entre

2,894 a 5,620 mg/kg (Flgura. VI 7) P051blemente estas diferencias se debieron a un exceso en -

la concentracién de mtrogen‘ ‘del cual solo se utlllzo lo necesario por parte de las bacterias, y el

exphcacxon . € : actenas amomfcant as cuales mcreme aro

(107 a: 10 8UFC g/s Uelo) del Tyal Tz 'Con esto se podna suponer que las bactenas potenmalmente : =

degradadotas solo utlllzaron el necesario para su metabohsmo, y el resto se quedden los smos de

intercambio y en la solucién del suelo.

80
70 A
60
50
40
30 7
20
10 1

% de degradacidn de dicsel

Sc+Fc+F

T

Sc+C+F

B mn | T2

Figura V1.4 Porcentaje de degradacion en los distintos tratamientos
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35000
30000 4
25000 -
20000 A
15000
10000 -

5000 |

Concentracion (mg/ kg)

Sc+C Sc+C+F Sc+Fc¢ Sc+Fc+F

B 10 8 mn m T2

Figura VL. 4.1 Concentracion de diesel en los tratamientos con y sin fertilizantes

NMP/g suclo

TO0 T1 T2 TO T1 T2 TO T1 T2 TO Tl T2 TO T! T2
Sc+C Sc¢+C+F CFc¢ Sc+Fe Sc+Fc+F

[J Bacterias amonificantes

Figura VI. § Variaciéon de bacterias amonificantes en los distintos tratamientos
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contammado por un largo periodo de tlempo y.en ausenc1a de un programazd blorremedxacxon,' :

sera pobre en mtrogeno (Deni et al. ,'1999) Esto es porque comunmente o

denvados del petroleo son extremadame te deﬁc1entes en mtrogeno Y. la entrada de una gran

diversidad de fuentes de carbono tiende a esultar en una_rapida disminucién del nitrégeno

natural disponible (Morgan et aI 1989)
Ademas generalmente en los amblentes I tin'alye"s la biodegradacién de compuestos organicos es
a menudo lenta porque uno o mas nutnentes necesarios para el desarrollo microbiano estan en
;ba_]as concentraciones ( Steffensen er al. 1995) . Lo cual se hizo evidente en la caracterizacién
inicial del suelo contaminado en el cual tuvo un contenido de nitrégeno total de 140 mg/kg y de

1.82 mg/kg de foésforo lo cual es considerado como un suelo pobre (ver Apéndice 1)

La incorporacion de urea y su posterior hidrélisis a amonio posiblemente afectd la capacidad

degradativa en los microorganismos, no solo por el aumento del pH, sino ademas por las altas
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'(Flgura. VI 5)

eglui'ié la actividad ureasa una gran

- Con ambos. procesos:

e’amonio‘estaria/presente:e ; del» cual 'se utilizé sélo lo necesario para el

_cantidad

desarrollo mlcroblano El resto del amonio; pudo haber permanecxdo en los sitios de intercambio,

cas de la composta ya que en ella se encuentran una gran cantidad de

) cargas negatlvas debldo a la disociacién de H* de los grupos funcionales, como es el caso de los

grupos carboxllo y fenol del humus de la materia organica ( Bohn er q/. 1985).

Ademas, existen datos en los cuales se sefiala que el aumento en el contenido de materia
organica, incrementa la capacidad de intercambio catiénico de entre un 20 y 80% en muchos

suelos ( Wagner et al. 1998) .

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002 41




Resultados y Discusién

s, a los cuales no se les adiciond fuente de

‘]'De’vigual manera, en el suelo contaminado (SC)' fluctué entre 10° y 10° UFC/g, ( Figura 6 ) sin
" t' is] oquxmlcas predominantes en el suelo (Tabla IV.A .1.), la

"embargo, debldo a las condxcx ‘
'blodegradacmn se llevo a cabo, pero mas ]entamente Figura VI. 6.1

6.8
6,6
6,4
6.2

6

5.8

log/UFC g suelo

5.6
5,4 1

5,2 7

Figura VI.6 Determinaciéon de 1a presencia de bacterias potencialmente degradadoras en el

Suelo contaminado
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Figura VI. 6.1 Concentracién de dicsel en el suclo contaminado (Sc)

En algunos casos U a‘concentracion excesiva de nutrientes puede no tener un efecto inhibitorio

en la bxodegradacxo de: hldfocarburos, sin embargo, la inhibicidon ha sido reportada en una tasa”
'4,000 mg/kg de mtrogeno en el suelo ( Braddock et aI 1997) '

de aphcac1on d '

En otro caso un suelo expenmentalmente contammad, con dlesel la presencm‘ o ausencxa de

nutnentes no mﬂuencw sxgmﬁcatxvamente los conteos de orgamsmos degradadores (Margesm et

al. 2000)

El mismo resultado fue obtenido por Van der Waarde et al. (1995), quienes asumieron que
aunque el aumento en el nimero de bacterias es un indicativo de una estimulacién en el proceso
de biodegradaciéon, esto puede no representar una franca medida de la biodegradacién real,

(Margesin et al 2000) por lo que es indispensable determinar la disminucién de la concentracion

del contaminante Figura VI1.4.1.

Generalmente los niveles de N y P adicionados para estimular la biodegradacién en sitios

contaminados son a menudo estimados a partir de la relacién C:N.
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incrementara solo después de que

A51 en lo tratam e 0S.co adxcxon, e parece que'la cantldad adxcxonada ﬁ.le en exceso lo_', .

:_doraé,j o

cual se reﬂe_]o en una respuesta mas lenta por parte de las bacterias potencialmente. degra

debldO a las condlcxones hostiles en el micro ambiente tanto por el pH alcalino; y un posxble,

efecto inhibitorio por el nitrégeno amoniacal, atin cuando no se observd una gran dlferencm entr ,

las poblaciones potencialmente degradadoras, en los tratamientos con y sin: adnc:on:,de,}".

fertilizantes. Figura V1.7
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8 6000
7 -
T 5000
6 -
° 1 4000
S 54 )
g ° =
4 T 3000 —
;s .\-\' :-:,
&3 z
T 2000
21
T 1000
14
0 N -t — - — - 0
TO.T1_T2 TQ T2 T2 TO T! T2 TO TI T2 IO TI X2 IO TI T2
CcC Sc+C Sc+C+F CFe Sc+Fe Sc+Fc+F

CONitrégeno amoniacal —®—Bacterias potencialmente degradadoras

Nitrégeno | TO 95.9 12.6 2,894.0 3.1 7.4 5,620.9
Amoniacal [T1 16.7 20.9 3,632.4 105.0 76.7 3,9134
(mg/kg) |T2 35.9 57.2 3.618.2 158.2 43.3 5,064.9

Fig.V1.7 Concentracién de nitrégeno amoniacal y su efecto sobre Ias bacterias

potencialmente degradadoras

4. Nitrégeno total

Los tratamientos a los cuales no se les adicionaron nutrientes, el nitrégeno que se encontraba en
la materia organica del suelo, y la misma biomasa microbiana aporto nitrégeno total al suelo. Las
mayores concentraciones fueron de 5,792 mg/kg (Sc+C) enel Tz y 6,163 mg/kg (Sc+Fc) para el
T, (Figura VL8) lo cual es considerado como un contenido de nitrogeno extremadamente rico

segun, Aguilera, 1989; Vazquez, 1993; Tavera, 1985 (ver Apéndice 1) .
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: Algunos estudios seﬁalan que ‘los texturizantes empleados en este

‘estudio) pueden representar un-aporte de fuentes de nutrientes facilmente aprovechables, aunque
el mtrogeno representa un pe' ue ateria. orgamca del suelo ( Lunqu1st

~et. al. 1999)

El ad1c10na materi

; ,fv;degradacxon se vio afectada por el pH alcalmo del suelo prevalec1ente a lo largo del tratamiento,

—como ya se dlscutxo anteriormente.
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8 16000
74 1 14000
6 4 1 12000
2 —_
S 5 1 10000 3
4 1 8000 =
= 3
=] '\‘\- ; =
a3 &1 6000
2] T 4000
1 4 T 2000
0 d—== =] . L
Io T1 T2 IO TI T2 TO T1 T2 IO _T1 T2 IO Ti T2 TO Tl _T2
CcC Sc+C Sc¢+C+F CFc Sc+Fe Sc+Fc+F
C—ONitrégeno total —%— Bacterias potencial mente degradadoras
Nitrégeno | TO 184.2 4,620.0 8,693.0 2,900.3 3,737.9 6,494.0
Total T1 407.8 5,126.0 9,251.0 3,710.0 6,193.0 15,132.0
(mgkg) T2 419.2 5.792.0 8.880.0 2,962.3 4.579.0 15,045.0

Fig. VI. 8.Concentracion de nitrégeno total y su efecto sobre las

bacterias potencialmente degradadoras

S. Fosfatos

El fésforo existe en el medio casi en su totalidad en forma de fosfatos, por lo general como
ortofosfatos, aunque muy poco puede estar disponible, ya que se puede presentar como fosfato
inorganico- insoluble, particularmente de calcio o hierro (Campbell, 1987) . Lg concentracioén de
fésforo en solucién cominmente va de 0.1 a 1mg/l en el suelo, de éste mas de la mitad puede

éstar en la forma de compuestos organicos solubles liberados por la muerte de células o en los

componentes organicos coloidales (Mullen, 1998) .
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exnstxo su 101ente fosforo dlspomble y la posibilidad de quedar adsorbldos es mlmma ya que la

) carga neta de la matena orgamca de la composta (principalmente humus) es negatlva.

del" fosfato e

‘Con base en lo antenor, se esperaba que al adicionar un sustrato orgamc
tnple se observana un efecto posx vo, en el desarrollo microbiano, ya que’ el suelo contammado

: ongmal contema mveles muy bajos de fosforo (Tabla IV.A.l1,) . Sin embargo, algunos estudios

‘ ”:;senalan que el adxcxonar fosforo a suelos contammados con hidrocarburos, puede no tener efecto

: alguno en un aumento de bacterias potencnalmente degradadoras, que normalmente se esperaria

: ""despues de la incorporacion del mismo (Riser, 1992) . En contraparte algunos otros autores

: . senalan un aumento en el desarrollo microbiano y consecuentemente la biodegradacion de ciertos
/compuestos organicos ( Manilal ez al. 1991) .

De acuerdo con Mullen, (1998) la utilizacion neta de ortofosfato ocurre si la relacién C:P es
menor a 200:1, mientras que una relacién C:P mayor a 300:1 resultard en inmovilizacién del
mismo, por lo que relaciones intermedias resultaran en un pequeiio cambio en las

concentraciones de fésforo en solucion .
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Tonign’»c'lrd co > mas recomendada es de 100:1

dnsmmucxon de 15y 17 mg/kg, respectxv nte,’ se rV T gfitos, (Figura
- VIL.9) lo cual se podria deber a una uuhzacwn sociada a'la degrad 6n del diesel ‘en este lapso

de tiempo (Figura VI4 y VI.4.1).. i
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0 _T1 T2 T_Q__'LI__IZ I0 TIL T2 To TI1 T2 TO TI 12 TQ TI T2
CcC Sc+C Sc+C+F CFc Sc+Fc Sc+Fc+F
L Fésforo disponible —®— Bacterias potencial mente degradadoras
Fosforo TO 17.8 19.4 14.0 27.9 28.0 20.0
disponible{ T1 17.6 15.9 22.0 19.2 17.0 22.0
(mg/kg) | T2 9.0 8.0 15.0 13.5 10.0 17.0
Fig. VL. 9.Concentraciéon de fosfatos y su efecto sobre
las bacterias potencialmente degradadoras
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B. Hongos y Levaduras

1. Humedad

La ventaja competmva entre bacterlas y hongos en suelos cambla marcadamente con los niveles

,ﬁ:v' ‘contammado con dlese _(Sc) (F igura VI.10). Cabe destacar q

‘ obtuvo crecnmlento, prmcxpalmente debido a las condiciones hostxles en ‘cuanto al p

L I 7 I S - -

tog UFC/g suelo

G Hongos O] Levaduras

Figura VI.10 Determinacion de UFC para hongos y levaduras en el Sc
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equerimientos de agua para el desarrollo de las
industria alimentaria, en donde se maneja

acion de agua libre en un ambiente especifico

995)
12 70
J
- 60
u
T 50
-
[} =
= = .
D e =1 3
E.. ; 5
R o
=4 =

TO _T1 T2 TO TI T2 TO _T1 T2 TO TI_ T2 TO0O TI T2 TO_ TI1 T2
CccC Sc+C Sc+C+F CFe Sc+Fe Sc+Fc+F
C—JHumedad—®— Hongos —&— Levaduras
% TO 24.0 27.4 28.6 37.0 47.5 45.1
TI1 28.9 31.0 32.5 53.1 533 57.6
Humedad |—r5 23.2 25.7 23.2 38.9 43.6 53.0

Fig, V1. 10.1. Porcentaje de humedad y su efecto sobre
¢l desarrollo de hongos y levaduras
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2. pH

La influencia del bH 'sbbre el desarrollo y metabolismo fiingico es complejo. Los hongos

caracterlstlcamente toleran valores de pH bajos y. muchos txenen un pH optimo entre 5 y 7 para

desarrollarse (B ‘rry‘*1984)

De esta manera,:los’ tratamlentos sin fertlllzantes en donde predommo un pH de llgeramente acldo S

g };a#nerutro, se-encontré el mayor cremmlento de entre 104 y 108 UFC/ de suclo Pori el contrarlo enr o

los trata
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i ’;rebléffatdos‘,

* degradadoras (Schmitz et al. 2000).

a'seleccién de levaduras en los sitios

contaminados

gieren “quelas; levaduras ‘pueden ser miembros “establecidos de comunidades

-12 10
+ 9
10 4
1+ 8
— ]
= 8 Bl [ ] T7
S : A [] p
) «| == -
S 6 4| = s N s =
=) m L
| 4
g ., %\l‘-n
3
2 2
) 1
0 - AL L L . 0
TO TI T2 TO T1 T2 TO TI T2 TO TI T2 T0 Ti T2 TO TI1_T2
CccC Sc+C Sc+C+F CFc Sc+Fc¢ Sc+Fc+F
[ pH—=— Hongos —*— Lcvaduras
TO - 7.3 5.8 8.2 6.6 5.8 7.8
pH T1 7.4 6.7 8.8 5.8 5.6 8.4
T2 7.1 7.1 8.5 5.7 6.5 8.2

Fig. VI. 11. Determinacion del pH y su efecto sobre el desarrollo de hongos y levaduras
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3. Amonio

La mayoria de los hongos pueden usar. amomo como la tnica fuente de nitrégeno en su

metabolismo (Garraway ‘et a 991), como ‘es el caso de especies de Alternaria, Aspergillus y

Vet al 1984)

Penicillum entre otras (Pat m

1chos tratamlentos ademas de los controles (CFc, CC y Sc) fluctud

- entre 104 v 106 UFC/g e'suelo (Flguras VI.12 y VL10) lo cual es semejante al numero'
encontrado en muchos suelos ‘con valores a menudo de entre 10* y 10° UFC/g de suelo (Thorn

1997).Debido  a esto‘-es, de,suponer que -los hongos pudieron haber CQﬂtrlbUIdO en la

biodegradacion del diééél 'Pbrr:“éj‘e‘mplo, Garraway (1991) sefialé que allgunosu' hdngos como

Cladosporium se desarrolla obre sustratos como diesel, kerosina y parafinas. Algunos otros
s Ly Pemczllum degrada hidrocarburos poharomatlcos como

como Aspergillus terrus
a mood"et aI 1993)

antraceno y fluorantren
Por otra parte los hongos:también se pudxeron beneficiar con la act1v1dad mlcroblologlca por la
hberacmn ‘de am elo, ya que el nimero de bacterias amomﬁcantes fue alto (108

en o (Flgura VI 5) Aunque también se tlenen reportes de muchos

‘lv‘a abundancia y actividad de los hongos, puede variar

 del Sc+Fc+F (Figura VI.12).

ligero crecimiento en Tg
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rep’brtes sefialan que generalmente utilizan iones
1987), sin embargo la urea también es usada
enr los tratamientos sin fertilizantes el mayor

n onde la concentracién de amonio fue mayor,

tanto para’ el tratamlento Sc+C (Tz)y Sc+Fc{;(T|) el cual podnan haber utlllzado como fuente de

- mtrogeno en la degradacmn del diesel.’

12 6000
10 ]+ 5000
S - —
S 4000 _\c‘o
& g
S0
o 3000 +-
5 £
&P
k) 2000
1000
0

TO T1 T2 TO TI1 T2 TO Ti1 T2 TO TI! T2 TO_T! T2 TO Tt! T2

CC Sc+C Sc+C+F CFc Sc+Fe Sc+Fc+F

I Nitrégeno amoniacal—#— Hongos —#— Levaduras

Nitrégeno | TO 95.9 12.6 2,894.0 3.1 7.4 5,620.9
Amoniacal [ T1 16.7 20.9 3,632.4 105.0 76.7 3.913.4
(mg/kg) {T2 35.9 57.2 3,618.2 158.2 43.3 5,064.9

Fig. V1. 12. Concentracién de nitrégeno amoniacal y su efecto sobre
el desarrollo de hongos y levaduras
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4. Nitrégeno total

Existieron grandes diferencias entre el mtrogeno amoniacal y el nitrégeno total del suelo (Figura

VI. 12 y13). Con lo anterior se puede decn' que la presencia de hongos en el suelo, contribuyé de
concentracxon del diesel, en los tratamientos Sc+C y

manera significativa a la reduc . e’
Sc+Fc, ya que existd un suministro’ adecuado de nitrégeno. En el caso de los tratamientos

Sc+C+F y Sc+Fc+Fv aunque la_concentracién: de nitrégeno total fue mucho mayor (Figura
ber e S tado llmltada tanto por el pH, como se mencioné

. VI.13) ]a presenc:a “e
anternormente como por: el ‘exceso de mtrogeno acumulado en Ia SOIUCIOI’I del suelo, que pudo

rresultar toxxco para su desarrollo

12 - - 16000
ﬁ B
. T 14000
10}
T 12000
=
@ —
5 10000 =3
E B
20 S
E 8000 =
=) Z.
_g.o 6000
4000
2000
{ 0
TO _T1_T2 TO T1 T2 TO T1 T2 TO Ti T2 TO T1 T2 TO TI T2
CcC Sc+C Sc+C+F CFe Sc+Fc Sc+Fce+F
C—INitrégeno total—#— Hongos —&— Levaduras
Nitrégeno | TO 184.2 4,620.0 8,693.0 2.900.3 3,737.9 6.494.0
Total Tl 407.8 5,126.0 9,251.0 3.710.6 6,193.0 15.132.0
(mg/kg) T2 419.2 5,792.0 8,880.0 2.962.3 4,579.0 15.045.0

Fig. VI. 13. Concentracion de nitrégeno total y su efecto en hongos y levaduras
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5. Fosfatos

Los hongos se encuentran altamente adaptados para la obtencién de fosforo del suelo, en varias
formas, liberando enzimas fosfatasas al medlo (que rompen las formas organicas de fosfato), o

bien, solubilizando los fosfatos’ morgamcos po hberacxon de acidos organicos al suelo (Deacon,

os pudxeron desarrollarse adecuadamente y contribuir en la

inorgénico dlspomble no: fue utlhzado ‘completamente y mostro una pequefia disminucién
(Figura VI. 14) : =

En el caso de las l‘evyag'_l:ﬁi'ﬁa‘s‘v i)“ttklfed‘é’ni,ser apf69§CHados tanto el ortofosfato y fosfatos inorgdnicos
condensados comd fuentes 'comuﬁés de fésforb (Walker, 1998). De esta forma los requerimientos
de fosforo pudleron haber quedado satisfechos, ya que sen observo el desarrollo de levaduras en
ambos tratamientos sin adicién de fertilizantes (Figura VI1.14). Cabe sefialar que s6lo en el
tratamiento Sc-+Fc+F (T)) es en donde se obtuvo el valor mas alto de.UFC/g, de 10", y en donde

se tuvo la mayor concentracion de fosfatos, el cual pudo ser utilizado para su crecimiento y por
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ende su posible partlclpacmn el degradacxon del dxesel no obstante las condiciones adversas en

donde su efecto en mayor medlda se reﬂe_]o en los hongos. e

12
10
=
s ]
oo P
&) Ly
% -\
&
, E]
T2 TO _T1 T2 TO_T1 T2 T0 TiI T2 TO T! T2 TO TI T2
Sc+C Sc+C+F CFc Sc+Fe Sc+Fc+F
[ Fésforo dis ponible—8— Hongos —&— Levaduras
Fésforo | TO 17.8 19.4 14.0 27.9 28.0 20.0
disponible | T1 17.6 15.9 22.0 19.2 17.0 22.0
(mg/kg) | T2 9.0 8.0 15.0 13.5 10.0 17.0

Figura. VI. 14. Concentraciéon de fosfatos y su efecto sobre cl desarrollo de hongos y
levaduras
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Conclusiones

VII. CONCLUSIONES

v’ Mediante el uso de medios de cultivo selectivos se logré la determinacién de grupos
microbianos, tales como bacterias potencialmente degradadoras de diesel, bacterias
amonificantes, hongos y levaduras en los distintos tratamientos aplicados a un suelo

contaminado con diesel..

v" La utilizacion de texturizantes organicos ademas de su efecto como diluyente, mejoré las
caractenstlcas fisicoquimicas del suelo, asi como el aporte de nitrégeno y fésforo disponible,

lo cual se reﬂe_]o en la disminucién de la concentracion de diesel; esto se observdé mas

claramente en los tratamientos sin fertilizantes.

v. El .uso é*'la urea como fuente de nitrégeno, afecté de manera negativa a los
mxcroorgamsmos tanto en su desarrollo .como en su capacidad degradadora de diesel,
principalmente por las condiciones alcalinas que predominaron a lo largo del experimento,

siendo mas evidente en el caso de hongos y levaduras.

v" La adicién de una fuente de fosfatos en forma de fertilizante parece no haber sido necesario
para la actividad microbiana, ya que en ambos texturizantes contenian fosforo disponible

suficiente para la poblacidn existente.

v El aporte de amonio por parte de las bacterias amonificantes, en los tratamientos Sc+C y
Sc+Fc pudo haber contribuido en cierta medida a la actividad de los microorganismos

potencialmente degradadores de diesel.

v El‘nﬁmerokde bacterias potencialmente degradadoras , oscilé entre 10° y 107 ufc/g.suelo en
:los tratamlentos con y sin fertilizantes, ademas del suelo contaminado (Sc), sin embargo el
mayor porcenta_]e de degradacion se obtuvo en los tratamientos Sc+C y Sc+Fc, con un 72.25
% y 60. 69 % lo que representa una reduccién de 30,000 a 8,553 y 11,892 mg/kg de diesel,

respectlvamente.
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v" La cuenta de hongos en los tratamientos sin nutrientes oscilé entre 10° y 10° ufc/g suelo,
semejante a lo encontrado en el suelo contaminado (Sc), esto sugiere que la presencia diesel

no interfirié en su metabolismo.

v" La cuenta de levaduras en los tratamientos Sc+F y Sc+C, fue mas variable entre 10° y
108 ufc/g suelo, por lo que pudo haber existido un efecto del diesel sobre el crecimiento de las

levaduras.

v" En los tratamientos con adicién de fertilizantes el niimero de hongos y levaduras resuité

muy variable, ( ND a 10! ufc/ ‘suelo)en parte debido al pH alcalino y a exceso en la

lo: ual pudo inhibir su actividad, y consecuentemente la
csulto de 20,480 (33.55%) y 20,649 (31.75%) mg/kg

para el tratamiento Sc+C+Fy Sc+Fc+F i-éspectivamente.

concentracién de mtrogeno,

concentracion final de die

iabilidad en los- anallsls fi sxcoqmmlcos en la mayoria de los

' nfiere representatividad a los datos, con

‘en algunos casos) Esto se debe a que normalmente esta sujeto a

a traves de procesos como amonificacién, nitrificacion y

desnitrificacion.::"

v Exfi"rc':‘iialjto'a los analisis microbioldgico, presentd una variabilidad mayor al 10 %; en
partey se debi6 al hecho de tener diferentes lotes, (por tratamiento) ademas de la variabilidad

intrinseca que puede existir en un sistema como es el suelo.

v ‘Finalmente cabe destacar que ain cuando en el mejor tratamiento (Sc+C) también
existieron variaciones en cuanto a microorganismos se refiere, posiblemente interactuaron de
manera tal, que cada uno utilizé las diferentes fracciones del diesel de acuerdo a su menor o
niayor complejidad estructural como una fuente de carbono ficilmente asimilable, ya que
tanto bacterias, hongos y levaduras poseen capacidades metabdlicas muy particulares, lo cual

se reﬂéjo en el % final de degradacion del combustible.
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VIII. RECOMENDACIONES

Algunos de los aspectos que se recomiendan para poder en un futuro continuar con

investigaciones de este tipo son las siguientes:

> Realizar experimentos de degradacién de diesel considerando exclusivamente hongos y

levaduras, con el fin de confirmar su posible participacion en la degradacion de diesel.

> Confirmar si-las bacterias que fueron cuantificadas son verdaderas degradadoras de diesel

y ;5rdé¢dér~ats 1dentxﬁca016i1; Esto incluye aquellas que corresponden al control del suelo

. no contaminado

sobre todo en el caso de la composta, fueron suficientes para los

microorganismos.

> Esterilizar los texturizantes mediante otro método que asegure una completa eliminacién

" de la actividad microbiolégica.
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Apéndice |

Niveles de Nitrogeno, Fosfatos y Materia Organica

en Suelos
Nitrégeno Fosfatos I Viateria Urganica l I
(%) mg/kg mg/kg (%) Denominacion |
<0.032 <320 0-0.2 Extremadamente pobre
0.032 - 0.063 < 4.0 320 - 630 0.8-2.0 Pobre
0.064 — 0.095 640 - 950 2.0-4.0 Regular
0.096 - 0.126 4.0-6.9 960 - 1260 4.0 - 8.0 Medianamente rico
0.127 - 0.158 7.0-12.5 1270 - 1580 8.0-15.0 Rico
0.159 — 0.221 1590 - 2210 15.0-30.0 Muy rico
>0.221 <12.5 >2210 >30.0 Extremadamente rico
A
(Tomado de Aguilera, 1989; Vazquez, 1993; Tavera, 1985)
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Apéndice 2

RESULTADOS OBTENIDOS

ANALISIS FISICOQUIMICOS

Nitrégeno Nitrogeno Fosfatos
Tiempo Tratamicntos Humedad % pH amoniacal total (mg/kg) (mg/kg)
(mg/kg)
27.49 5.83 13.68 3.985.07 19.43
Sc+C 27.20 5.83 18.82 4,848.9 d 15,92
27.0 5.75 13.49 5,027.4 21
Promedio 27.4 5.80 12.6 4,620 19.4
% variabilidad 1.91 0.80 12.61 12.06 15.87 I
49.0 5.92 3.86 3,568.63 27.52
Sc+Fe 45.3 5.86 10.8 3,583.18 28.06
48.3 5.76 7.62 4,061.9 28.06 I
Promedio 47.53 5.84 7.4 3,737.90 28.0
TO % variabilidad 4.14 138 46.77 7. 51 .11
29.0 8.11 2,807.77 8,774.65 15.14
Sc+C+F 29.3 8.29 2,892.19 9,108.91 12.39
27.7 8.24 2,980.93 9.004.15 13.05
Promedio 28.67 8.21 2,894 8,963 14
% variabilidad 2.97 1.13 2.99 1.91 10.61
42.3 7.73 5,563.48 5,996.53 20.24
Sc+Fc+F 46.2 7.86 6,215.83 7,290.31 20,1
46.9 7.96 5,083.67 6,195.86 20.94
Promedio 45.14 7.85 5,620.9 6,494 20
% variabilidad 1.47 5.50 10.11 10.73 2.20
CcC 24.0 7.31 3.13 184.21 17.81
CFe 37.0 5.82 95.98 2,900.39 27.93
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Ti Tratamientos Humedad % H :::;2.3::; Nitrégeno Fosfatos
lempo p (mg/kg) total (mg/kg) (mg/kg)
31.0 6.36 40.00 5.072.00 15.34
Sc+C 32.6 6.84 11,69 5.341.24 16.49
29.5 6.91 11,18 4,964.54 15.09
Promedio 31.03 6.70 20.9 5,126 15.92
% variabilidad 5.00 4.a7 78.71 3.78 4.79
386 5.62 95.89 5.583.66 14.12
Sc+Fce 53.0 5.58 96.49 5,872.34 17.34
58.2 5.65 37.73 7,033.49 18.42
Promedio 53.26 5.61 76.7 6,163 17
T1 % variabilidad 9.02 0.63 44.01 12.45 13.44
325 8.88 3,585.14 9.343.02 20.28
Sc+C+F 34.6 8.87 4,058.23 9,633.03 23.02
31.4 8.79 3,253.80 8,775.51 21.95
Promedio 32.56 8.84 3,632.40 9251 22
% variabilidad 4.93 0.56 11.13 4.72 635
60.6 8.45 4,253.93 15.710.7 23.42
Sc+Fc+F 54.8 8.41 3,690.62 14,0044 23.07
57.4 8.39 3.795.54 15,680.8 20.46
Promedio 57.6 8.41 3,913.4 15,132 22
% variabilidad 5.04 0.36 7.66 6.45 7.24
CC 29.0 7.42 16.69 307.8 17.67
CFc 531 5.80 105.09 3.710.02 19.21
| Nitrégeno .
Tiempo Tratamientos Humedad % pH amoniacal tor:'::.::r?;;;?g) f;g;;:g)s
(mg/kg) -
28.2 6.95 87.86 5.752.08 8.2
Sc+C 25.7 7.13 32.69 5.693.14 8.69
23.3 7.38 51.93 5.932.20 5.85
Promedio 25.73 7.15 57.2 5792 8.0
% variabilidad 9.52 3.02 18.71 2.15 20.02 |
325 6.89 69.91 4.113.26 9.35
Sc+Fe 51.1 6.19 37.10 5,357.87 11.71
46.8 6.45 22.82 4,266.92 9.26 I
Promedio 43.6 6.51 43.3 3,579 10.0
T2 % variabilidad 21.82 5.44 55.80 14.82 13.73
27.0 8.42 3.828.29 9,493.15 15.68
Sc+C+F 30.69 8.71 3.545.20 8.988.6 11.76
12.1 8.32 2.481.05 8.157.0 17.67
Promedio 23.26 8.48 3,618.2 8,880 15.0 1
% variabilidad 4231 2.39 32.48 7.60 19.99 |
536 8.20 2,932,324 13.396.6 18.83
Sc+Fc+F 56.2 8.26 8,233.31 15,799.1 17.83
49.4 8.11 4,029,39 14.938.7 15.59 I
Promedio 53.07 8.19 5,064.9 15,045 17.0 |
% variabilidad 6.47 0.92 55.25 3.70 9.53
CC 23.2 7.15 35.93 319.27 9.03
CFc 39.0 5.67 158.24 2.562.35 13.5

W
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Apéndice 2

ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Bacterias Bactcrias |
Tiempo Tratamientos potencialmente [l amonificantes Hongos Levaduras
degradadoras (NMP/g (ufc/g suelo) || (ufe/g suelo)
(ufc/g suelo) suelo)
2.03x 10 0 1.78x 10° 0
Sc+C 2.29 x 10’ 2.74 x 107 1.86 x 10° 0
2.15x 107 2.73x 107 2.05x 10° 0
Promedio 2.15x 107 2.74x107 1.96 x10~ 0
% variabilidad 6.18 86.60 6.73 0 II
1.33x 107 2.54x 107 3.0 x10° S.41x10°
Sc+Fe 1.04 x 107 3.10x 10® 3.52x10° 2.97 x10°
2.07 x 10’ 2.51x10° 1.41 x10° 2.57x10°
Promedio 1.48 x 107 1.95 x 10" 2.31 x10° 1.98 x10° i
% variabilidad 35.74 76.84 46.97 149.03 |
1.32x 107 339x10° 0 0
TO Sc+C+F 5.94 x 10° 2.40x 10° 0 0
2,61 x 10° 2.35x 10° 0 0
Promedio 6.46 x10” 2.38x10° 0 0 1
% variabilidad 100.23 1.19 0 0 ||
8.49x 10° 2.53x10° 5.89x10° 4.61 x10°
Sc+Fc+F 1.79 x 10: 7.39 x lo: 3.25 xlOZ 3.71 x10:
3.53 x 10 2.48x 10 8.19 x10 1.88x10
Promedio 9.97 x 10° 8.74 x 10° 4.80 x10° 1.53x 10
% variabilidad 73.20 141.31 84.21 173.17
CC 743X 10° 3.28x 107 1.05x10° 236x10° ||
CFc 3.03 x 107 4.8x 10° 1.27 x10° 4.35x10°
2.03x 10° 2.72x10° 1.52x10° | 3.30x10
Sc 1.60 x 107 3.24x 107 1.62 x 10° 5.11x107
2.66 x 10° 4.74 x 10° 1.16 x 10° 1.74x 107
Promedio 7.0x10° 9.0x10° 6.0x10° 1.0x10
% variabilidad 114.47 142.65 133.12 167.92 J
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Bacterias

N Bacterias
Tiempo Tratamientos pdotencmlmcntc amonificantes Hongos Levaduras
cgradadoras (ufc/g suelo) (ufc/g suelo) | (ufc/g suelo)
(ufc/g suelo)
1.30x 10° 2.89x 10° 8.69 x10° 1.23 x10°
Sc+C 3.71 x10° 3.70 107 1.51 x10° 6.52 x10°
1.43 x10° 3.54x107 5.67x 10° 1.39 x10°
Promedio 2.14 x10° 1.20x 10” 983 x 10° 1.09 x10°
%% variabilidad 62.96 145.80 49.13 35.65
1.10x 10’ 7.78 X107 536 x10° 2.68 x10’
Sc+Fe 1.74 x10° 2.76 x10° 3.46 x10° 3.59 x107
2.94 x 10° 5.98 x10’ 3.18 x10° 2.51 x10°
Promedio 5.22x10° 1.38 x10° 2.01 x10° 1.04 x10”
% variabilidad 96.03 87.13 144.58 121.32
4.60x 10" 252X 10° 0 0
T1 Sc+C+F 1.79 x 10° 2.59 x 10° 0 0
7.14 x 10* 247 x10° 0 0
Promedio 9.88 x 10° 1.00 x10° 0 0
% variabilidad 71.43 129.65 0 0
1.72x 107 3.29x107 6.75x 10° 246x 10"
Sc+Fc+F 1.13 x 107 5.53 x107 442x10° 2.94 x 10"}
2,19x 107 5.86 x107 2.34x 10° 2.00x 10"
Promedio 1.68 x 10’ 3.24 x10° 225 x10° 2.47 x 10"
%% variabilidad 31.80 82.03 173.18 18.93
CC 3435 x10° 2.81 x107 2.353x10° 1.68 x10°
CFc 3.82'x10° 3.62 x107 5.82x10° 2.13 x10
5.39x 10° 3.08x 10’ 6.16x 10° 1.534x10°
Sc 1.07 x 10° 3.10x 107 4.64x 10° 4.18 x 10°
7.60 x 10° 2.96 x 107 4.19x 10° 496 x 10°
Promedio 8.0 x 10° 3.0x 107 5.0x10° 1.0x 10°
% variabilidad 33.66 2.45 30.67 161.18
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jBacterias -
. Bacterias
. R potencialmente A Hongos Levaduras
Tiempo Tratamientos amonificantes
degradadoras (ufc/g suelo) (ufc/g suclo) ] (ufe/g suelo)
(ufc/g suelo) g sue
3.62x10 2.78 x10° 1.20 x10° T 1.0l xI10""
Sc+C 1.23 x10° 2.28 x10° 2.55x10° 2.82x 10°
1.40 x10° 3.25 x107 3.68 x10° 5.08x 10°
Promedio 5.77x 10 1.79 x10° 1.37 x10° 3.37x 107
% variabilidad 99.88 72.25 80.16 173.19
.70x 107 521 x10° 317 x10° 496 x10°
Sc+Fe 4.38x10° 3.47 x10° 2,98 x10° 4.08 x10°
1.50x 107 3.75 x 107 3.85 x10° 4.04 x10°
Promedio 1.21 x 107 3.02 x10" 3.00 x10° 4.36 x107
%% variabilidad 55.95 81.11 27.92 11.88
1.36x 10° 1.78 X10° 0 1.09 x10°
T2 Sc+C+F 2.19x 10° 3.60 x10° 0 1.08 x10*
8.76 x 10° 2,27 x10° 0 2.84 x10’
Promedio 1.47 x 10° 1.87 x10° 0 9.48 x10°
% variabilidad 45.08 50.37 0 173.01
1.9Tx10° 3.66 x10" 0 1.84x10°
Sc+Fc+F 2.49x 107 3.88 x10° 0 4.79 x10*
2.63x 10° 592 x10° 0 4.84 x10°
Promedio 9.81 x10° 3.39 x10° 0 2.39 x10°
% variabilidad 76.51 82.94 0 93.34
CC 2.43x 10° 221 xX10° 2.21 x10° 0
CFc 8.23x 10° 6.54 x10° 3.92 x10° 390x10°
6.79x 10° 1.94x 10’ 365x10° 3.03x 10°
Sec 5.63x 10° 6.26 x 10° 3.22x 10° 6.41 x 10°
4.29x 10° 2,67 x 10° 1.26 x 10° 1.57 x 10°
Promedio 6.0x10° 9.0x10° 3.0x10° 2.0X10°
% variabilidad 22.49 113.24 3717 155.50
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DEGRADACION DE DIESEL

CONCENTRACION DE o -
DIESEL(mg/kg)) % ELIMINACION
TO T1 (40 dias) | T2 (80 dias) | T1 (40 dias) | T2 (80 dias) | 40-80 dias

30,820.00 21.130.75 10,251.81 31.44 66.74 51.48
Sc+C 30,820.00 15,765.38 6,418.60 48.85 79.17 59.29
30,820.00 18,419.35 8,989.24 40.24 70.83 51.20
Promedio 30,820.00 18,438.49 8,553.215 40.27 72.25 53.99
30,254.18 29,254.10 17,268,18 3.31 42.92 40.97
Sc+Fc 30.254.18 19,704.17 8.,715.31 3..87 71.19 55.77
30.254.18 23,729.27 9,695.46 21.57 67.95 59.14
Promedio 30,254.18 24,229.18 11892.98 19.91 60.69 51.96
30.820.00 29,644.28 20,536.99 3.81 33.36 30.72
Sc+C+F 30.820.00 28.787.60 14,099.94 6.59 54.25 51.02
30.820.00 27.889.60 26,805.75 9.51 13.02 3.89
Promedio 30,820.00 28,773.82 20,480.89 6.64 33.55 28.54
30.254.18 29,573.89 26.090.96 2.25 13.76 11.78
Sc+Fe+F 30.254.18 23,145.31 17,012.29 23.50 43.77 26.50
30.254.18 24,745.21 18,843.85 18.21 37.71 23.85
30,254.18 25,821.47 20,649.03 14.65 31.75 20.71

Sc 1 86,926.00 63,229.98 61,465.39 27.76 25.93 -

Sc2 86,926.00 85,239.64 75.512.98 1.94 12.34 -

Sc3 86,926.00 78,885.35 56,548.07 9.25 25.69 -
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Unidades Experimentales

Controles

. * .| Suelo contaminado (SC) L

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Unidades Experimentales
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Y

81

Luis Felipe Vilchis Anaya 2002




	Portada
	Contenido
	Resumen
	I. Introducción
	II. Objetivos
	III. Marco Teórico 
	IV. Antecedentes
	V. Experimentación
	VI. Resultados y Discusión
	VII. Conclusiones
	VIII. Recomendaciones
	Bibliografía
	Apéndices



