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RESUMEN




En el presentetrabajo se evaluo el desempefio de un inoculante bacteriano inmovilizado durante
su aplicacion”en un sistema de biorremediacion de suelo artificialmente contaminado por co-
compostaje en presencia de lirio acuético a diferentes concentraciones de hidrocarburos (15 000,
25 000 y 35 000_.mg kg?'). Se analizaron diferentes parametros como el contenido de
hidrocarburos residuales,por el método de Soxhlet (EPA 3540); la actividad de la enzima lipasa
por el método espectrofotométrico (A=405 nm, Margesin et al. 2005); el numero de
microorganismos heterotroficosstotales y degradadores de hexadecano; el consumo de Oz y la
produccién de CO; durante ekcultivo para cada uno de los tratamientos mediante un sistema
semiautomatizado de respirometria» y se calcularon pardmetros cinéticos vinculados a la
biodegradaciéon y el coeficiente respiratorio durante el ensayo. El monitoreo se llevd a cabo
durante 18 a 25 dias para los diferentes parametros. Los resultados mostraron que la actividad
lipasa acumulada durante el ensayol se incrementd de forma lineal con respecto a la
concentracién, con maximos de 451.05UE y 852.24UE a los 15 dias de cultivo (15y 25 g kg™).
De igual manera, para microorganismos degradadores, se obtuvieron incrementos en cada
tratamiento en el dia 15 con un 4% para’SC 15 — LI, 20% para SC 25 — LI con el valor mas alto
de incremento para este tiempo, y finalmente, un 15% para SC 35-LI. La eficiencia de
biodegradacioén del inoculante presenté una ‘eorrelacién positiva con respecto a la concentracion
siendo de entre 28 a 37% a los 20 dias de cultivo, La tasa.de-mineralizacion (mg C-CO; kg* d?)
debida a la actividad microbiana presenté el valor mas alto”para el suelo contaminado a 35 000
mg kg™ con 206.4 mg C-CO, kg™ d?, lo cual coincide con la tasa-de consumo de O, mas alta con
un valor de 818.5 mg CO; kg d?! para ese mismo tratamientosta presencia del inoculante
permitié alcanzar tasas de consumo maximas de 1,200 a 2,400 mg @e hidrocarburos kg* de suelo
d?. La cinética de consumo de hidrocarburos se ajusté a un modelo de primer orden, a partir del
cual se obtuvieron valores de tiempo de vida media de 31 a 35 dias” para el intervalo de
concentraciones probadas.

Con base en los valores positivos obtenidos en los diferentes parametros (altos niveles de
actividad lipasa, biodegradacion y mineralizacion), el inoculante bacteriano resulto eficiente en el
intervalo de las concentraciones experimentales probadas. Lo cual permite inferir, que su
aplicacion es una estrategia viable para la remediacion biologica en suelos “altamente

contaminados por hidrocarburos totales de petréleo.
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ABSTRACT




In the presentwork, the performance of an immobilized bacterial inoculant was evaluated during
its application inya bioremediation system of artificially contaminated soil by co-composting in the
presence of hya€inth water at different hydrocarbon concentrations (15 000, 25 000 and 35 000
mg kg?'). Different” parameters such as residual hydrocarbon content were analyzed like the
residual hydrocarbons oy the Soxhlet method (EPA 3540); the activity of the enzyme lipase by
the spectrophotometricimethod (A =405 nm, Margesin et al. 2005); the number of heterotrophic
total and hexadecane-degrading microorganisms; the O, consumption and CO; production during
the cultivation for each of the, treatments using a semi-automated respiration system Kkinetic
parameters linked to biodegradation and the respiratory coefficient during the test were
calculated. Monitoring was carried out for 18 to 25 days for the different parameters. The results
showed that the accumulated lipase @ctivity during the assay increased linearly with respect to
concentration, with maxima of 451.05UE and 852.24UE at 15 days of cultivation (15 and 25 g kg
). Similarly, for degrading microorganisms, increases were obtained in each treatment at day 15
with a 4% increase for SC 15 -LI, 20% for SE€ 25, - LI with the highest value of increase for this
time, and finally, 15% for SC 35-LI. The biodegradation efficiency of the inoculant showed a
positive correlation with respect to the ‘concentration, ranging from 28 to 37% after 20 days of
cultivation. The mineralization rate (mg C-CO, kg* d*).due to microbial activity presented the
highest value for the contaminated soil at 35/000 ‘mg Kgl-with 206.4 mg C-CO- kg* d*, which
coincides with the highest O, consumption rate with a value0f818.5 mg CO; kg* d* for the same
treatment. The presence of the inoculant allowed reaching maximum consumption rates of 1,200
to 2,400 mg of hydrocarbons kg* soil d*. The kinetics of hydrocarbeh consumption was adjusted
to a first-order model, from which half-life values of 31 to 35 days were obtained for the range of

concentrations tested.

Based on the positive values obtained in the different parameters (high levels of lipase activity,
biodegradation and mineralization), the bacterial inoculant was efficientvin the range of
experimental concentrations tested. This allows inferring that its application is aviable strategy

for biological remediation in soils highly contaminated by total petroleum hydrocarlons.
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Con el inicio de la revolucion industrial, el mundo tuvo un crecimiento paulatino y constante en
las industrias’y las tecnologias necesarias para llevarlas a cabo. Al inicio los beneficios obtenidos
de la industrializacion eran mayores que las desventajas que esto provocaba, pero con el paso
del tiempo, los problemas ambientales se hicieron presentes con impactos en el medio y la salud
humana (Quispe et al.»2017). Uno de los principales causantes de la contaminacion de suelos y
aguas, asi como del deshalance en la estructura y proceso natural dentro de un ecosistema son
los derrames por hidrocarbares. Dichos hidrocarburos componen el petréleo crudo, el cual ha
tenido un impacto en la sociedad con la implementacién de nuevas industrias y el desarrollo de
diversas actividades humanasy dandole usos como el recurso hidrocarburifero empleado
mundialmente como un estandar energético (Vargas, 2020). Como desventaja, los hidrocarburos
llegan a ser nocivos para la salud dé plantas, animales y humanos por su alta toxicidad y su
compleja degradacion; afectando algunos bioprocesos realizados por las poblaciones
microbianas presentes, los cuales son de"gran importancia para los procesos biogeoquimicos
gue se llevan a cabo en la biota (Nagkirti, et'al: 2017; Pandolfo et al., 2023).

En México, la industria petrolera ha generado*un severo impacto al ambiente de manera que
repercute adversamente en los diversos ecosistemas, esto debido a la variedad de productos
derivados del petréleo y sitios afectados. Esta, cifra §e ha incrementado a través del tiempo ya
que de 2018 a 2021 Petréleos Mexicanos (Pemex) registt0.176 derrames y fugas en escala
moderada y grave, donde a Tabasco y Veracryz le correspendieron el 63% de los incidentes
(Ramirez, 2022). La contaminacién generada por hidrocarbures.se reconoce como un problema
desde hace varias décadas; sin embargo, recientemente adquirié-mayor relevancia el efecto
perjudicial (toxicidad) hacia el ambiente y el riesgo que representan sus efectos hacia la
sociedad, ademas de que el costo para remediar los suelos y cuerpos.de agua contaminados es
alto (Ortinez et al., 2003; Qiao et al., 2021).

Un problema ambiental de interés también creciente es la proliferacion de especies de hidroéfitas
en cuerpos de agua superficial. El lirio acuético (Eichhornia crassipes) es una especie de la
familia Pontederiaceae, la cual es originaria de sudamérica (Patel, 2012)" Esta especie,
considerada como invasora, es de gran importancia para la vida acuética ya que _pérmite el
resguardo y alimentacion de especies presentes como peces y macroinvertebrados (Villamagna
y Murphy, 2010). La velocidad de crecimiento natural del lirio es de elevada, registrandose hasta
dos millones de especimenes por hectarea, pudiendo alcanzar un peso de hasta 400 toneladas
(Tovar-Jiménez et al., 2017). Su presencia excesiva repercute negativamente en los ecosistemas
acuaticos (Ej. lagos, pantanos, rios) al disminuir considerablemente el paso de la luz solar,

provocando que los procesos de fotosintesis que se llevan a cabo en la flora acuatica se vean

]
27|

—



interrumpidos,#asi como también, que se reduzca el oxigeno disuelto en el agua; lo que es
perjudicial para‘diversos organismos acuéticos (Epstein, 1998; Humphrey & Dube, 2018). Por
otra parte, el lirio posee propiedades que son de gran interés en el campo de la biotecnologia,
aprovechandose para.generar productos, provenientes de la biomasa del lirio, tales como abono
organico, bioles y biogas; también, el lirio se ha utilizado como medio de fitorremediacion para
aguas residuales, principalmente para la remocién de organofosforados siendo asi una
alternativa sustentable y éficaz (Tovar-Jiménez et al., 2019; Rodriguez et al., 2022). Sin embargo,
para que la planta remueva’cenyéxito los contaminantes, se debe tomar en cuenta el grado de
contaminacion, la disponibilidadddel metal para su absorcion y la interaccién de la planta con su
habitat (Rai, 2009).

El compostaje es la degradacién aerdbica controlada de residuos organicos o diferentes materias
primas, por ejemplo, residuos agroindustriales, domésticos y lodos fecales (Tilley et al., 2018) El
producto obtenido puede ser aprovechado en la agricultura para mejorar los suelos o para el
tratamiento de residuos solidos, en cuyo caso-entre otros beneficios tiene la reduccién del metano
gue se produce en algunos sitios de~@isposicion final de residuos municipales, siendo de
importancia en la mitigacion de los flujos®de CH. a laatmdosfera (Kawai et al., 2020).

Una variante a este proceso es el co-compaostaje, ‘ensel cual materias primas usadas en el
compostaje se mezclan con suelos contaminado$ _con compuestos organicos como
hidrocarburos y plaguicidas permitiendo su remocion (Beaudin et al., 1996). Chilon & Chilon
(2015) evaluaron el comportamiento de diferentes tratamientes de compost con diferentes
activadores (caldo humus, fermento local, yogurt;y leche y levadura) bajo las condiciones
ambientales de la temporada de frio y temporada calida, asi como el'efecto del compost en la
remediacion bioldgica de suelos contaminados. Esta estrategia de remediacién combinada con
la adicion de microorganismos exégenos (bioaumentacion) se ha probadeComo una alternativa
para el tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos (Angelito-Garcia et al., 2018,
Notario-Acosta et al., 2018); sin embargo, su aplicacion usando lirio acuatico como
acondicionador organico a altas concentraciones y un inoculante estandarizado durante el co-
compostaje no se ha evaluado.

Considerando lo anterior, el presente trabajo tiene por objetivo evaluar el desempefio~de un
inoculante bacteriano a diferentes concentraciones de hidrocarburos durante su aplicacion €n un

sistema de biorremediacion de suelo por co-compostaje con lirio acuético.
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2.1. Hidrocarburos

Vilchez & Ulloay, (2015) definieron a los hidrocarburos como compuestos quimico-organicos
formados a partiryde la combinacion del carbono (C) con el hidrogeno (H), e incluyen los
diferentes estados de, la materia: gases, liquido, semisélido y sélido, que se encuentran en la
superficie terrestre, '© gases y liquidos en formaciones geoldgicas en el subsuelo. Mientras que
Velazquez (2017) menciona que por su composicién son compuestos organicos susceptibles a
la biodegradacion, donde se“eliminan o se transforman en sustancias menos tdxicas tanto en
suelos como en aguas contaminadas; permitiendo realizar analisis para disefios estratégicos que
contribuyan a su degradacion y, gponle tanto, con la descontaminacion de los suelos y los cuerpos
de agua.

Se ha observado que el comportamiento de los hidrocarburos en el suelo depende principalmente
de tres factores claves: el primero es el'tipo de hidrocarburo, el segundo el tipo de suelo y el
tercero las condiciones del ambiente. Varios_estudios reportados coinciden que en los suelos
donde se retiene mayor contenido de hidrocarburos, con el paso del tiempo, se tornan
hidrofébicos debido a la conversion dedas fracciones de mas facil degradacién a aquellas con
estructura mas complejas. Referente a €sto, en un estudio realizado en dos areas, la primera en
Jalpa de Méndez, Tabasco, las concentraciones de l0s_eomponentes polares incrementaron en
el suelo aluvial seleccionado; en comparacion cen el{suelo. lomerio situado en Macuspana,

Tabasco, donde se disminuyeron dichos componentes (Alegria et al., 2019).

2.1.1. Biodegradacion de los hidrocarburos

Una estrategia que se puede llevar a cabo para reducir el impacto ambiental causado por la
contaminacion es la biorremediacion; la cual, Ordofiez et al. (2018) describe como una
biotecnologia emergente que explota la capacidad metabdlica de |0os microorganismos en el
proceso (biodegradacion), como las levaduras, las bacterias, los hongos, las.microalgas, también
de las plantas y de los sistemas bioldgico para degradar, transformar o praeducir subproductos
menos toxicos. Fundamentalmente, la biorremediacion permite acelerar 10s procesos
biodegradativos que ocurren naturalmente en los ecosistemas contaminados.

La biodegradacion de los hidrocarburos de petréleo derramados es de gran importanciaj ya que
disminuye el impacto ambiental negativo ocasionado; una de las vias mas utilizadas paradograr
la biodegradacién es la remediacion biolégica o biorremediacion (Contreras & Carrefio, '2018).
Evaluando suelos entre un derrame simulado reciente y otro, a tres meses, Alegria et al., (2019)
pudieron concretar que un factor determinante en la degradacion, conversion o lixiviacion de 10S
hidrocarburos es el tipo de suelo, donde este es esencialmente una funcién sobre las

propiedades de este, como la retencidon de agua y la compactacion del suelo
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2.1.2. Monitoreo del proceso de biorremediacion

El proceso de biorremediacion se puede monitorear mediante medidas directas e indirectas. Las
medidas directas determinan la concentracién de hidrocarburos y su disminucién con el tiempo;
mientras que las medidas indirectas determinan la bioconversion de hidrocarburo, el consumo
de aceptores de electrones (AE), produccion de CO,, aumento de biomasa por mencionar el
recuento de degradadores'y también los cambios de pH (Barrios-Ziolo et al., 2015).

2.1.3. Técnicas de respirometria

De acuerdo con Barrios-Ziolo.et’al., (2015), la respirometria incluye técnicas que cuantifican el
consumo de total de oxigeno parada fase de adaptacién de microorganismos y la produccion de
CO.u otros gases producto de la mineralizacion, lo que permite evaluar el crecimiento microbiano

y el metabolismo activo durante la degradacion de los contaminantes.

2.1.4. Efectos en el suelo

Un factor decisivo en el impacto potencial de.les,hidrocarburos es la textura del suelo, es decir,
la proporcién de particulas como arenasglimos\o arcillas (Barrios-Ziolo et al., 2015).

La contaminacién causada por hidreearburos conduce a cambios en las propiedades
fisicoquimicas del suelo mencionando su permeabilidad, contenido de humedad, disminucién de
pH, la conductividad eléctrica, entre otras. EStos*cambios reducen la diversidad de la comunidad
bacteriana en su estructura funcional. Ademas, octirre una«réstriccion de la diversidad funcional
(Pandolfo et al., 2023). Mencionando como efecto de las hidrogarburos sobre la fertilidad a través
de mecanismos, se encuentra la toxicidad directa endos microorganismos en el suelo, reduccion
en la retencion de agua y/o nutrientes, compactacion y salinidad. LS hidrocarburos de petroleo,
tanto alifaticos como aromaticos, varian en toxicidad, siendo generalmente mas téxicos los de

pesos moleculares mas bajos (Velazquez, 2017).

2.2. Bioaumentacion

La bioaumentacion es la técnica para mejorar la capacidad de una matriz contaminada (suelo u
otro biotopo) contribuyendo en la eliminacion de la contaminacion mediante la introduccion de
cepas competentes especificas o consorcios de microorganismos; el enfoque de esta‘técnica es
aumentar las capacidades metabdlicas de la microbiota presente en el suelo (Omokhagboret al.
2015). La bioaumentacion busca producir un aumento en el acervo genético y por lo tanto en la
diversidad genética de la comunidad microbiana del suelo, a través de la inoculacion de células

individuales o consorcios microorganismos estandarizados que poseen genes degradadores que
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pueden ser transferidos a la microflora autéctona y microorganismos rizosféricos (Nagkirti et al.,
2017).

Varios autores gonsideran que la bioaumentacién debe aplicarse cuando la atenuacién natural y
la bioestimulacionhan fallado. Esto se debe a varias razones, las principales son: el nimero bajo
0 no detectable de' microbios degradadores con respecto al contaminante a degradar, la
presencia de compuestos 0 mezclas de compuestos que requieren varias rutas metabdlicas las
cuales operan simultdneamente con intermediarios metabdlicos, cuya toxicidad para los
microbios autdctonos puede’seralta y, por ultimo, algunas areas contaminadas que requieren un
largo periodo de adaptacién miCrobiana que justifique la bioaumentacién del suelo (Lebeau,
2011; Nagkirti et al., 2017).

Los inéculos bacterianos promueveng€l incremento en la eficiencia de biodegradacién en suelos
contaminados con hidrocarburos; esta €ficiencia del bioproceso incrementa proporcionalmente
con la concentracion del indculo, siendo esto Ultimo de suma importancia como parte del disefio
del proceso de degradacion (Otiniano et aly 2022) La utilizacién de preparados microbianos
(inéculos) como aceleradores de la degradacion de la materia organica en el compostaje es una
practica que ha sido implementada en diversos sistemas agropecuarios alrededor del mundo y
en el manejo de desechos organicos. Como, parte(desun sistema de compostaje, el indculo
microbiano debe garantizar la constitucion de agregados significativos en nimero, para producir
una bioaumentacion, asi como la reduccion del tiempo deformacién y maduracién del compost
(Medina et al., 2018).

2.3. Co-compostaje

El co-compostaje es la degradacion aerdbica controlada de compuestes‘organicos la cual utiliza
mas de una materia prima, por ejemplo, residuos solidos organicos y lodas feeales. El lodo fecal
tiene un alto contenido de humedad y nitrégeno, en cambio los desechos solidos biodegradables
tienen un alto contenido de carbono organico y también buenas propiedades de carga, es decir,
que el aire pueda fluir y circular sin obstrucciones. Al combinar ambas propiedades, los beneficios
gue conllevan individualmente se pueden optimizar tanto para el proceso como para el‘producto
(Tilley et al., 2018).

Existen dos tipos de disefio para el co-compostaje: abierto y cerrado. En el co-compostaje
abierto, el material mezclado (lodos y residuos sélidos) se coloca en hileras para dejar que se
efectle el proceso de descomposicién. Las pilas formadas se giran periddicamente para que ‘el
oxigeno pueda fluir, de manera que todas las partes implicadas mantengan el mismo tratamiento

térmico. En el co-compostaje cerrado (0 en vaso) se necesita control de humedad, suministro de
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aire y una mezcla mecéanica. A pesar de que el proceso de compostaje parece una simple y
pasiva tecnalogia, para que este funcione de manera adecuada se necesita una instalacion con
una buena planificacion y disefio con el que se puedan prevenir y evitar futuras fallas (Tilley et
al., 2018).

2.3.1. Disefio

La ubicacion de la instalacién debe estar cerca de las fuentes principales de desechos organicos
y lodos fecales para minimizarf1os costos de transporte, tomando en cuenta que también deben
estar lejos de hogares y negocios para minimizar las molestas. Dependiendo del clima y del
espacio que se tenga a disposicion, la instalacién puede estar cubierta para evitar el exceso de
evaporacion y como proteccion contrada lluvia y el viento. En el caso de los lodos, se debe utilizar
una proporcién de 1:2 a 1:3 entre la fasé de_lodos a residuos sélidos. En cambio, el lodo liquido
debe ser utilizado en una proporcion de*1:5.a 1:10 de lodo a residuo solido (Tilley et al., 2018).
Las hileras deben tener al menos 1 m degaltura y estar aisladas con compost o tierra para

promover una distribucion uniforme de calor dentre de la pila (Tilley et al., 2018).

2.3.2. Ventajas y desventajas
Segun Tilley et al., (2018) hay ventajas y desventajas’en el uso del co-compostaje, las cuales se

presentan a continuacion:

2.3.2.1. Ventajas

. Facil configuracion con el mantenimiento adecuado.

. Generacion de un recurso valioso que puede mejorar la agricultura y produccion de
alimentos.

. Su construccion es accesible, con materiales normalmente faciles de conseguir.

. Bajos costos de inversion y operacion.

. Bajo consumo de energia eléctrica.

. Facil adaptacion a las condiciones propias del lugar donde se realice.

2.3.2.2. Desventajas

. Requiere de areas amplias para su operacion.

. Requiere disefios especiales operados.

. Puede requerir mano de obra intensiva.

. Deben considerarse los costos de transporte
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2.4. Lirio aeudtico (Eichhornia crassipes)

De acuerdo<Con Guevara & Ramirez (2015) el lirio acuéatico es una planta acuética perenne
originaria de Brasily la cual es implementada como especie para los estanques; dicha especie se
caracteriza por ser una de las 10 malezas més invasivas del mundo, distribuyéndose en varios
paises del mundo. Es<altamente reproductiva y adaptable en el medio donde se encuentre,
afectando negativamente a la flora y fauna autéctona.

2.4.1. Utilidad de la especie

Desde su introduccion como.planta ornamental para jardines acuaticos en varias partes del
mundo, esta maleza invasiva quesse extiende de manera significativa, se puede controlar su
reproduccion en humedales artificiales’como la mejor alternativa por las amenazas ocasionadas

en ecosistemas naturales. (Guevara &Ramirez, 2015).

2.4.2. Reproduccidn

Ocurre en condiciones vegetativas a través 'de‘la produccién de estolones, pero también puede
ocurrir a través de semillas con baja_eantidad referente a la germinacién. El agua rica en
nutrientes, especialmente por nitrogene;-fosforo \y/ potasio, favorece el crecimiento de E.
crassipes. Ademas, se nutre de calcio, magnesio, azufre, hierro, manganeso, aluminio, boro,
cobre, molibdeno y zinc. Debido a su alta capacidad de reproduccién, la biomasa del lirio acuatico

puede duplicarse en un mes debido a su propagacion vegetativa (Guevara & Ramirez, 2015).

2.4.3. Impactos ambientales

Los estudios sobre los impactos del lirio acuatico en la calidad del'agua se han centrado en las
consecuencias de las densas capas formadas al entrelazar plantas.ndividuales. Los impactos
formados con mayor frecuencia son la reduccién de la productividad del fitoplancton y las
concentraciones de oxigeno disuelto debajo de estas esteras. De la misma manera, el lirio afecta
el flujo de agua y evita que la luz solar llegue a las plantas acuaticas nativas; le/que provoca una
caida en los niveles de oxigeno, cambios en la estructura y funcion del ecosistema y la
interrupcion de la cadena alimentaria y el ciclo de nutrientes (Rodriguez et al., 2022):

Cierto es que una de las mayores consecuencias que causa el lirio acuatico es la eutrofizacion,
la cual abarca aproximadamente un 41% de los lagos de Sudamérica causando un problema en
ellos (Guevara & Ramirez, 2015). Haciendo referencia a un problema de tipo socioambiental que
causa esta especie acuatica es que almacena larvas de mosquito, lo que provoca afectaciones
economicas, sociales y también afectaciones ecoldgicas; estas provocando una disminucion de

fuente de alimentos, trabajo, y calidad de vida en la sociedad (Guevara & Ramirez, 2015).
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2.4.4. Areas.de oportunidad

Como se menciono anteriormente, los estudios indican que el lirio acuético es una especie que
plantea multiples problemas a los ecosistemas, especialmente a aquellos que han sido alterados.
Sin embargo, esta especie esta siendo investigada por varios grupos alrededor del mundo como
fitorremediador. Ademds, trabajos realizados indican que E. crassipes se puede usar para
eliminar compuestos organafosforados. En un caso particular, el clorpirifos el cual es un
insecticida, fué eliminado’lo/que.demuestra que esta especie invasora podria usarse en beneficio
de los ambientes contaminades ‘con metales como zinc, cromo, cobre, cadmio, plomo, mercurio
y niquel. Ademas de colorantes )sintéticos, hidrocarburos, pesticidas y solventes clorados
(Guevara & Ramirez, 2015).

Por otra parte, esta maleza se considera un recurso con un gran potencial biotecnolégico. Su
biomasa se ha utilizado para el tratamiento de aguas residuales, la remediacién de metales
pesados, generacién de energia, las inddstrias, en alimentos humanos y antioxidantes, en la
medicina, alimentacion animal, la agricultura, ‘laalelopatia y fabricacion de productos para el
hogar (Rodriguez et al., 2022).

2.4.5. Condiciones 6ptimas de toleranCia

El lirio acuéatico puede tolerar amplias variaciones en lar concentracion de nutrientes, en la
temperatura y en los niveles de pH. El pH 6ptim0o para sy desarrollo est4 en rango entre 6 y 8;
aumenta en el rango de temperatura de 1 a 40°C.y parece Ser sensible a temperaturas con
valores menores de 1°C (Rodriguez et al., 2022). =0s valores para su crecimiento éptimo son
entre 25 y 27.5°C; en comparacion a temperaturas superiores & 33°C donde se disminuye su

reproduccion (Rodriguez et al., 2022).

2.5. Actividad enzimética lipasa

En la biotecnologia, la produccion y utilizacion de enzimas es una de las aplicaciones mas
comunes. Las enzimas son consideradas sustancias disefiadas como biocatalizadores
aportando grandes ventajas sobre los catalizadores quimicos convencionales, comoyson su
especificidad y selectividad, siendo una caracteristica importante en el proceso degeatalisis
enzimética, por el hecho de que son catalizadores Opticamente selectivos, trabajando’en
condiciones de reaccion cercanas a las que estan en medios fisiolégicos, a diferencia de.las
reacciones quimicas comunes (Gomes et al., 2023).

En el grupo de enzimas hidroliticos se encuentran las enzimas lipasas (triacilglicerol éster

hidrolasas: EC. 3.1.1.3) (Gomes et al., 2023). Las enzimas lipasas son proteinas que catalizan
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procesos| biolégicos, trabajan con diferentes sustratos realizando reacciones de sintesis,
hidrélisis o dé intercambio de grupos. Son versatiles, econémicas y menos contaminantes, se
extraen en abupdancia y se producen con regularidad. Ademas, son estables y su produccién es
eficiente y seguro. Se, caracterizan por su capacidad para reacciones de aciddlisis, alcohdlisis,
aminolisis, esterificacion, interestificacion y transesterificacion, etc. (Salazar et al., 2020). Su
funcion biolégica es catalizar la hidrdélisis de triglicéridos para producir acidos grasos libres y
glicerol o productos intermedios como mono o diglicéridos (Ali et al., 2023). La produccion de
lipasas a partir de microorganiSmos depende principalmente de factores ambientales, como la
temperatura, el pH, la composigion.del medio de fermentacion, por ejemplo, del contenido de
carbono, nitrégeno, concentracion de» sales inorganicas, cantidad de oxigeno disuelto. En
relacién con los factores mencionadgs, se utiliza habitualmente aproximadamente 30°C como
temperatura, un pH neutro y condicion€s_aerobias; para contenido de carbono suele ser una
fuente mixta de un glacido y un lipido que’sea como inductor para la produccién de las lipasas;
para el nitrégeno se suele utilizar como fuente las sales inorganicas de amonio o urea (Ali et al.,
2023).

Diversas cepas bacterianas son capaces de producirda enzima lipasa; las mas notables que han
sido investigadas para dicha produccion de la enzima son Bacillus, Pseudomonas burkholderia,
Streptomyces, Arthrobacter y Archomobacter; donde interviene el factor de la temperatura para
su crecimiento y fisiologia de los microbios. A diférencia de-fastlipasas de origen animal y lipasas
de fuentes vegetales, las lipasas microbianas tienen la capacidad de reproduccion continua,
tienen simplicidad de purificarse, modificacion molecular y estabilidad. Ademas de que poseen
una diversidad de aplicaciones y se producen en cantidades grandes en todas las industrias
como la textil, alimentos, cosméticos, papel, detergente, etc., esto debido a su capacidad de
mejorar sus procesos de produccion mediante la biotecnologia (Ali et al., 2023).

Para determinacion de la actividad de la enzima lipasa es necesario €l p-hitrofenol butirato
(PNPB) como sustrato. Se procede a incubar las muestras de suelo a 30°C y conypH 7 por 10
minutos. Se realiza enfriamiento en hielo y centrifugacién de las muestras, donde el.p-nitrofenol
que se produce por la hidrolisis del sustrato se determina por medio del espectrofotémetro a 400
nm. Para obtener la actividad catalitica de la lipasa se calcula a través de una curva de calibracion
preparada con pNP en presencia de suelo expresado en pug pNP g* de suelo seco 10 fmin
(Gonzalez-Diaz, 2014




3. ANTECEDE




Uno de los principales ocupantes en los desechos municipales producidos en México es la
materia organica, cuyo porcentaje de produccién es alto. Sin embargo, la materia organica tiene
grandes aprovechamientos, un ejemplo de estos es la composta, la cual trae beneficios consigo
como mejorar las condiciones del suelo y disminuir los impactos ambientales creados por el
incorrecto manejo de les,desechos. (Kawai et al., 2020). Respecto a esto, Beaudin et al., (1996)
expone en un estudio de co-compostaje con residuos de maple y alfalfa, con duracién de 172
dias, que las sustancias polares,se degradaron considerablemente (en un 83%) en comparacion
con las alifaticas o aromaticas=(con un 60 % y 54 % respectivamente). Los autores sefialan que
la razén del comportamiento atipico.de degradacion observada puede atribuirse a la biologia del
entorno del co-compostaje o los cambios en la sorcién de los hidrocarburos presentes. Y ademas
concluyen que el co-compostaje mejora.la estabilizacion de los contaminantes al unirse a los
acidos humicos que se forman en el(’proceso; por lo que, puede considerarse como una
tecnologia de biorremediacioén util para la remacién de contaminantes recalcitrantes cuando otros
métodos (sin adicion de carbon organico externo), como las biopilas, sean ineficientes.
Bohorquez et al., (2014) realizaron una.investigacion en la cual se evaluo la calidad del compost
elaborado con diferentes combinaciones de subproductos resultantes de la molienda de la cafia
de azucar (Saccharum officinarum L.). Los resultados muestran que la relacion C/N inicial de las
mezclas es primordial para obtener una buena calidad del compost. A su vez, el tiempo estimado
de compostaje que propicia una maduracién idghea con maximo contenido de nutrientes en el
compost fue 90 dias. Barlel6 et al., (2019) llevaron @ cabo a cabo-una investigacion que consistio
en evaluar un compostaje del lirio acuatico y estiércol de borrego'mediante un proceso dinamico
aerobio aprovechando los microorganismos de los propios sustratos y controlando los
parametros de humedad, temperatura, y pH. La relacién C/N que indicasel tiempo adecuado en
el que se degrada el material durante el proceso de compostaje resulté con'una composicion de
75% de lirio con 25% de estiércol. Esta relacion se analizd mediante una extrapolacion en la que
se determiné que la relacion ideal de C/N era igual a 20, logrando un tiempo de degradacion de
152 dias y obteniendo un sustrato rico en nutrientes a bajo costo.

En México, el lirio acuético (E. crassipes) ha llegado a considerarse como una maleza‘acuatica
invasora tanto de rios como de lagos (Espinoza-Acosta et al., 2022). Por lo que, con“el.objetivo
de darle un aprovechamiento adecuado al lirio, Jiménez et al., (2016) realizaron ensayos
orientados al compostaje de lirio acuatico y lodo residual, ambos materiales representan
problemas ambientales por su dificil control y disposicion final. Los resultados obtenidos indicaron
gue existe una alta resistencia a la biodegradabilidad en el compostaje por parte del lirio acuatico,

en especial de la raiz. La temperatura no se elevo a los niveles que normalmente se esperan
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durante el compostaje, sin embargo, se observo una reduccion del carbono de hasta el 15% y de
hasta del 30% de nitrégeno, del valor original de la mezcla. Por lo que, se concluyé que una
composta realizada a partir de lodo residual, lirio seco y triturado, asi como un material de
enmienda de facil"biedegradabilidad pueden facilitar la actividad microbiana reflejdndose en el
aumento de temperatura en el interior de una pila. El compostaje es un método eficiente en la
eliminacion de residuos, ademas, contiene una serie de compuestos microbianos que ayudan a
gue la degradacién de la materia organica suceda mas facilmente. El uso del inéculo microbiano
como acelerador ha tenido opigiones divididas respecto a su efectividad, por lo que, Medina et
al., (2018) evaluaron indculos gextraidos en cinco diferentes etapas durante el proceso de
compostaje como potenciadores del tiempo de biotransformacion de un compost de estiércol de
ovino y con paja de avena. Este procésa.les dio como resultado que el tratamiento 5, al cual se
le afadio inoculo de la ultima fase del“proceso de compostaje, se pudo notar con mejores
caracteristicas finales en comparacion con’los.demas tratamientos evaluados. Por lo tanto, esto
implico una maduracion mas rapida del compostyy, por ende, acelerando el proceso. El inéculo
tuvo estrategia que mantuvo activos a_l@s microorganismos, y asi, permitié disminuir el tiempo
del proceso de compostaje. Respecto alos.microorganismosy el CO,, entre mayor es la actividad
de dichos microorganismos, mayor es la acumulacion de CO., ademas de que, la madurez y la
calidad del compost se garantizan cuando se reduce el CO,;.esto se debe al hecho de que el
abono organico presenta etapas diferentes de descomposicion.

El uso de inoculante se presenta como una tecnologia’complementaria al compostaje, ayudando
a disminuir los residuos organicos, biotransformandolos para después utilizarlos como abono
organico en cultivos. Medina et al., (2018) concluyen entonces que; aun hay que abordar dichas
investigaciones ya que muestran una gran promesa en términos de./mejorar el ambiente y
rehabilitar suelos aridos que se encuentren contaminados con sustancias,toxicas. El uso de
inoculantes microbianos logran ser muy eficientes en casos de estudio, un ejemplo es el realizado
por Reyes-Ramirez (2014) donde indicaron que, el uso de estos inoculantes microbianos son
una estrategia viable para nutrir cultivos y aumentar la productividad de estos .cultivos sin
deteriorar el suelo donde se encuentren. El propdsito del caso de estudio fue evaluar€l efecto
de inoculantes microbianos en el crecimiento y la productividad en invernadero del chile*habanero
(Capsicum chinense Jacq). Se aplicaron los inoculantes durante el trasplante y efecto positivo de
la inoculacion con Pseudomonas spp. Al cabo de 120 dias después del trasplante, se obséervo
claramente el crecimiento del chile habanero. De esta manera, el efecto particular de este
inoculante pudo ser una mezcla del mecanismo de accion del inoculante y la fertilizacién

convencional (N, Py K).
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Muthukumar et al., (2022) hicieron un estudio utilizando suelo contaminado con lodo de aceite
crudo y suele’con aceite de motor, los cuales se bioaumentaron eficazmente mediante la mezcla
introducida des Consorcios bacterianos Pseudomonas aeruginosa PP3 y Pseudomonas
aeruginosa PP4."El-pH y la temperatura fueron factores importantes para el crecimiento
bacteriano y sus actividades. La tasa de remocién de Hidrocarburos Totales de Petroleo (HTP)
en suelos contaminados ‘con lodos de petrdleo y petréleo crudo fue del 52% y 67%. Los
resultados obtenidos mediante el analisis por cromatografia de gases y espectrometria de masas
de hidrocarburos residuales eenfirmaron que los hidrocarburos fueron degradados de manera
efectiva por los consorcios bacterianos, lo que dié como resultado que el nivel de eficiencia de
degradacién, tanto del suelo contaminado con lodos de aceite crudo, como de lodo de aceite de
65% y 83%, respectivamente. Este resultado indica que la degradacion bioaumentada se produjo
efectivamente en suelos contaminados{con lodos de aceite. Los autores concluyeron que los
consorcios bacterianos seleccionados ¢ degradaron efectivamente los hidrocarburos y
favorecieron el potencial de remocion en el suélo,contaminado con hidrocarburos en un periodo

corto.
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Actualmente] los recursos naturales conocidos por el hombre se han visto afectados
adversamente por’la creciente contaminacion que se produce todos los dias, producto de la
explotacion principalmente de hidrocarburos. Las secuelas que éstos dejan en los suelos
incluyen la perdida de“la mayoria de sus propiedades fisicoguimicas y funciones biolégicas,
afectando asi a diversos’ ecosistemas. El uso de inoculantes microbianos no sélo puede
beneficiar a los suelos contaminados con hidrocarburos, también puede ser benéfico como
propuesta agricola usado como biofertilizante con menor impacto en la salud y al medio
ambiente. Los microorganismos beneficiosos pueden ser Gtiles para mejorar el crecimiento de
los cultivos y plantas, ya que incrementan la resistencia contra los patégenos y al medio
ambiente, ademas de ayudar a disminuirel efecto negativo por estrés (Sanchez et al., 2022).
La SEMARNAT (2010) indico que durantésel periodo comprendido de 2003-2009, en el pais se
presentaron 1,219 emergencias ambientales en las cuales se derramaron materiales y/o residuos
peligrosos hacia el medio ambiente. Las principales causas de las emergencias, tomando en
cuenta su orden de magnitud, fueron: las fugas de ductos, los derrames de carros tanque, el robo
de hidrocarburos en ductos, los demrames de/ materiales peligrosos de tanques de
almacenamiento. Tabasco se encuentra.dentro de_las entidades mas afectadas por las
emergencias ambientales, siendo las fugas/ de ‘hidrocarburos la principal causa de dichas
emergencias principalmente en los municipios de Comalealco y Paraiso. Esta cifra se ha
incrementado con el tiempo, ya que de 2018 a 2021, Petréleos.Mexicanos (Pemex) registré 176
derrames y fugas, en moderado y graves, donde Tabasco y Veraeruz registraron una incidencia
de alrededor del 63% (Ramirez, 2022). Es por eso que se necesitan buscar soluciones para
manejar la contaminacion por hidrocarburos, haciendo hincapié.en las tecnologias de
biorremediacion como estrategia para tratar dichas contaminaciones presentes en suelo.
Chan-Quijano et al. (2015) mencionan que debido a la lenta renovacion que tiene el suelo, con
respecto a la contaminacion por hidrocarburos, es necesaria tener una alternativa,de limpieza
para suelos contaminados con hidrocarburos del petrdleo, como lo es la utilizacion de
componentes biolégicos que contribuyen a la oxidacién, degradacion, transformacion.y‘completa
mineralizacibn de estos contaminantes. Los métodos basados en tratamientos bielégicos
dependen principalmente de la capacidad de los microorganismos para degradar jlos
contaminantes organicos a productos inocuos y finalmente a compuestos como el dioxido de
carbono, agua y biomasa. Existen diferentes estrategias de biorremediacion, entre las que se
incluyen la bioestimulacion, la bioaumentaciéon y la atenuacion natural (Maduefio, 2013).

Haciendo énfasis en la bioaumentacion, este es un enfoque microbiolégico eficaz que implica la
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adicion de mieroorganismos especializados en los sitios contaminados, para incrementar las
tasas de remocign. En particular, se prefiere el uso de microorganismos autéctonos debido a sus
capacidades de“adaptacion al nuevo entorno y previamente aclimatados para el proceso de
biorremediacion. El exito de la bioaumentacion depende de las condiciones de preparacion previa
del inéculo y de la adaptacion de los microorganismos a otras fuentes de carbono ademas de las
presentes en el suelo (cantaminado. En el proceso de bioaumentacién, se mejora la tasa de
biodegradacién, aumentandoyla biomasa de las bacterias degradadoras. Sin embargo, es de
suma importancia considerara viabilidad de las cepas bacterianas a utilizar durante el proceso
(Zenteno et al., 2022). Teniendo&n)cuenta que el crecimiento bacteriano es de suma importancia
para la remediacion de suelos, es importante considerar que una concentracién alta de
microorganismos generalmente produce, un mayor nivel de biorremediacién (Escorza-Nufez,
2010; Pérez et al., 2012).

De acuerdo con lo anterior, en el preSente trabajo se evaluara el efecto de diferentes
concentraciones de hidrocarburos sobre la eficiencia de un inoculante bacteriano compuesto por
un cultivo mixto definido, compuesto por bacterias degradadoras, durante el proceso de co-
compostaje con lirio acuatico como tecnologia de biarremediacion del suelo. La evaluacion de la
eficiencia se basara en la determinacion de [aremocidn de los hidrocarburos y el comportamiento

de indicadores de la actividad microbiana.
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4.1. Objetivo general
Evaluar la eficiencia®de un inoculante bacteriano a diferentes concentraciones de hidrocarburos
durante su aplicacién“en un sistema de biorremediacién de suelo por co-compostaje con lirio

acuatico.

4.2. Objetivos especificos

e Determinar la eficiencia de biodegradacion de un inoculante bacteriano en presencia de
diferentes concentraciones dé hidrocarburos (15, 25 y 35 g kg?) en un sistema de co-
compostaje suelo contaminado-lirie‘acudatico.

e Evaluar la actividad respiratoria (produccién de CO; y consumo de Oy); asi como, la
actividad de la enzima lipasa durante el proceso de co-compostaje.

e Analizar el efecto de diferentes”concentraciones sobre el nimero de microorganismos
(heterotrofos totales y degradadores) de’ hidrocarburos presentes en el suelo

contaminado.

4.3. Hipotesis
La eficiencia del cultivo mixto definido en presencia.de difefentes niveles de concentraciéon de

hidrocarburos (15, 25y 35 g kg™) podra ser estimada‘a través de indicadores biolégicos como la
remocion de hidrocarburos, la actividad de la enzima lipasa, y el perfil respirométrico; los cuales
se veran favorecidos por la estrategia de aplicacién de un inoculante inmovilizado combinado
con la aplicacion de lirio acuatico como acondicionador organico durante el proceso de co-

compostaje.
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5.1. Estrategia experimental
A continuacién, se presenta la estrategia experimental (Figura 1) con las diferentes etapas para
la evaluacion del desempefio de un inoculante bacteriano durante su aplicacion en un sistema

de biorremediacién de suelo por co-compostaje con lirio acuatico.

Rewision bibliografica

Seleccion del sitio
defmuestreo

| Activacion de cepas

Recolecta de
muestfas
Preparacion inculante
Era Suelo bacteriano inmovilizado
Contaminado artificial: Capacidad de
Secado al sol | 0, 15 000, 25 000, 35 000 mg kg-L/=—= >| _ Campo P
Tamizado, diametro Y Preparacion de 1)(107 NMP/g

igual o menor a 2 mm tratamientos

4 tratamientos
1. Suelo no contaminado (0 mg kg-1) inoculado + lirio acuatico
2. Suelo contaminado (15,000 mg kg-1) inoculado + lirio acuatico
3. Suelo contaminado (25,000 mg kg-1) inoculado + lirio acuatico
4, Suelo contaminado (35,000 mg kg-1) inoculado + lirio acuatico

Determingcion de variables:
-Perfil respirometro

-Actividad lipasa
-Microorganismos heterdtrofos y
degradadores

-pH y conductividadyelégtrica
-Densidad aparente_y‘real

Determinacion eficiencia >
biodegradacion

Andlisis e interpretacion de resultados

Conclusiones

Figura 1. Estrategia experimental para la evaluacién del desempefio de un inoculante bacteriano a
diferentes concentraciones de hidrocarburos durante su aplicacién en un sistema de biorremediacién de
suelo por co-compostaje con lirio acuatico.
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5.1.1. Recolecta de suelo no contaminado y lirio acuético

Se recolecté”suelo no contaminado en la region del municipio de Huimanguillo, Tabasco. Se
tomaron aproximadamente 12 kg de suelo a una profundidad de 0 a 30 cm.

La recolecta del lifio.acuatico se llevd a cabo en la Divisibn Académica de Ciencias Bioldgicas,
en el cuadrante de la Unidad de Manejo Ambiental (UMA) donde existe una acumulacién de la
especie. El lirio fue triturado mecanicamente y secado al sol hasta obtener una humedad
aproximada de 35%. Posteriormente, se redujo el tamafio de particula para obtener un granulado

fino (<2 mm).
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Figura 2. Recolecta de suelo no contaminado y lirio acuético. a) Punto geogréafico (Google Earth) del
sitio. b) Panorama del sitio en Huimanguillo, Tabasco. ¢) Recolecta de lirio acuético en la UMA

5.1.2. Preparacion del inoculante bacteriano

Se prepar6 un inoculante bacteriano inmovilizado compuesto por bacterias degradadoras~de
hidrocarburos previamente aisladas de la rizosfera de una planta proveniente de un sitio
contaminado (Diaz-Ramirez et al., 2008). La preparacion se realizé a partir de cultivos axénicos

recientes crecidos en placas petri con los cuales se inocularon matraces (250 ml) con caldo de

]
48 |

—



soya tripticaseina (CST, 100 ml) y se incubaron durante 48 h en agitaciéon (120 r.p.m.).
Posteriormente,)se transfirieron 60 ml del precultivo como in6culo hasta obtener un cultivo con
300 ml de CST#y se incubaron por 72 h. Se registré la densidad Optica de las suspensiones
celulares en las diferentes etapas del precultivo y se verifico que los valores obtenidos fueran
mayores a 1A.

Para la preparacion delcultivo mixto definido (CMD) estandarizado se mezclaron
proporcionalmente las suspensiones microbianas obtenidas hasta que se obtuvo un volumen de
alrededor de 1L. Esta suspension microbiana se usé para la preparaciéon del CMD inmovilizado
en agrolita como se describe a continuacién: el inoculante se prepar6 usando: a) agrolita (1.20
mm — 2.38 mm) como soporte, previamente esterilizada (121°C, 20 min.), b) solucién de alginato
de sodio (9.1 mg mlt) y c) cloruro de cal€io (0.2M) previamente esterilizados. Para la preparacion
de la mezcla se adicion6 el inoculante a“la agrolita estéril (2:1 volumen/peso) mezclando con
ayuda de una homogeneizadora de paletas, 'se dejo reposar (24 h) y posteriormente se adiciono
la solucién de alginato con mezclado epsintervalos de 2 minutos. Posteriormente, se adiciono el
cloruro de calcio mezclando continuamente-hasta sutincorporacion. Se dejé en reposo 30 minutos
donde finalmente se drend la solucién excedente. EI'CMD-inmovilizado se dejé en refrigeracion
(5° C) hasta su uso.

b) Alginato de sodio y cloruro de calcio utilizado. c) Materiales utilizados. d) Mezclado de suspensiones
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microbianas, alginato de sodio y cloruro de calcio con una homogeneizadora de paletas. e) Mezcla
colocada en-recipientes para reposo.

5.1.3. Ensayo de“evaluacion del desempefio de un inoculante bacteriano sobre su remocién de

hidrocarburos durante el co-compostaje con lirio acuatico

Para la determinacion “de=Ja. eficiencia de biodegradaciéon en un sistema basado en
bioaumentacion y co-compaostaje, de suelo contaminado en presencia de lirio acuatico, se realiz
un experimento con un disefio de"un sélo factor con unidades experimentales con seis divisiones
individuales (12x12x15 cm) compuestas por mezclas de suelo artificialmente contaminado a tres
niveles de concentracién de hidrocarbtros (15 000, 25 000 y 35 000 mg kg?), lirio acuatico (10%)
y el inoculante (10%), en un periodo dertiempo de 20 dias de experimentacion. Estas unidades
experimentales estuvieron organizadas pofr triplicado de acuerdo a los siguientes tratamientos:

1) suelo no contaminado inoculado adicionado con lirio

2) suelo contaminado (concentracién'de 15,000 mg kg?) inoculado adicionado con lirio

3) suelo contaminado (concentracionde 25,000.mg kg?) inoculado adicionado con lirio

4) suelo contaminado (concentracién(de 35,000 img.kg™) inoculado adicionado con lirio

La bioaumentacion (tratamientos adicionados eon.el CMD-inmovilizado) se realizé para obtener
alrededor de 1x10” NMP/g y se ajust6 la relacién €IN del cultivo a 15, adicionando Triple 17
Vigoro® como fuente de nitrégeno inorganico para ajustar a estarelacion. Para establecer esta
relacion se considerd un balance entre el carbono total presente en laimezcla suelo contaminado:
lirio con respecto al nitrdgeno contenido en el suelo y el aportado por el lirio. La mezcla se
humect6 hasta obtener un valor de humedad aproximado al 75% de la capacidad de retencion
de agua (CRA).

Como variables de respuesta se determinaron: a) el perfil respirométrico (produccion de CO; y
consumo de Oy), b) la cinética de actividad de la enzima lipasa, c) la cinética de biodegradacion
d) el contenido de microorganismos heterotrofos totales y degradadores de thidrocarburos

(hexadecano).




Figura 4 Preparamon de unldades experlmentales a) Inoculante bacteriano afiadido a unidades
experimentales. b) Mezclado del tratamiento. ¢) Unidades experimentales

5.2.  Andlisis fisicoquimicos

5.2.1. Potencial de hidrégeno (pH) y conductividad eléctrica (CE)

La medicion del pH de la mezcla suelo mas lifio“acuatico se realiz6 a través del método AS-02,
descrito en la Norma Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000. Se pesaron muestras de 5
g de la mezcla y se colocaron en vasos desprecipitados de 50 ml. Se adicionaron 50 ml de agua
destilada a cada uno y se agitaron durante 30 minutos. Pasteriormente, se filtraron a vacio y el
filtrado fue utilizado para realizar las lecturas”utilizand@ un potenciémetro (Thermo Electron

Corporation modelo Versa B40) previamente calibrado.

5.2.2. Extraccion de Hidrocarburos Totales de Petréleo (HTP)

Se realizé usando el método de extraccion Soxhlet (EPA 3540).Utilizando 10 g a 15 g de la
mezcla (base seca) y manteniendo a reflujo durante 6 - 8 horas en el extractor Soxhlet con una
mezcla Acetona: Hexano (1:1). Los hidrocarburos residuales (mg kg*)~fueron cuantificados

gravimétricamente.

Figura 5. Extraccion de hidrocarburos. a) Método de extraccion Soxhlet. b) Recuperacién hexano/acetona
utilizando Rota-vapor BUCHI R-210. ¢) Charolas después de la evaporacion




5.2.3. Capacidad de campo

Se utilizé el método termogravimétrico (Powers & McSorley, 2001), el cual consistid
principalmente en el calculo de la humedad por diferencias de peso entre la mezcla saturada de
suelo més lirio actatico y después de un proceso de secado (105°C) durante 24 horas o hasta
peso constante.

5.2.4. Densidad aparente

Se utilizé el método modifieado por Mufioz-Iniestra et al., (2013), en el cual se emplearon
probetas de 50 ml las cuales se pesaron al inicio del experimento. Posteriormente se agregaron
10 gramos de las muestras de suelo mas lirio acuatico en estudio. Después de esto se aplicaron
ligeros golpes (5 veces) sobre una“franela o superficie suave. Posteriormente, se agrego la
cantidad de mezcla faltante hasta completar 10 ml y se golpeé nuevamente sobre la franela.
Finalmente se pesaron las probetas mas_lasmezcla y se le restaron los pesos registrados al

encontrarse estas vacias.

5.2.5. Densidad real

Se utiliz6 el método propuesto por Aguilera.& Dominguez (1980) modificado por Mufioz-Iniestra
et al., (2013). Se utilizaron matraces aforados con capacidad para 100 ml. Posteriormente se
afadieron a cada matraz 5 gramos de las muegstras desue€lo mas lirio acuatico. Después se
agreg0 agua destilada hasta las % partes de los matraces y’se, taparon. Luego, se agitaron las
mezclas de suelo durante media hora utilizando ehagitador (Shaker). Se aforaron cada uno de
los matraces con agua destilada y se dejaron reposar por un lapse’de 15 minutos, para después

pesarlos con la suspensién (mezcla de suelo + lirio acuéatico + agua).

5.3.  Andlisis microbiolégicos

5.3.1. Cuantificacién de microorganismos heterétrofos del suelo

Este se realizé por el método de nimero mas probable (NMP) de microorganismes heterétrofos
en microplacas. Se prepararon diluciones seriadas (1:10) usando solucién salima, (cloruro de
sodio 0.85% y pirofosfato de sodio 0.18%, Lorch et al., 1995). Para la determinacién de NMP
utilizando microplacas de prueba (96 pozos), se us6 caldo de soya y tripticaseina (CST).(480 pnl)
y se transfirieron alicuotas (20 ul) de cada dilucion seriada por pocillo. Para cada tratamiento-se
realizaron 4 réplicas para cada dilucién y con diluciones hasta la 108; los pocillos restantes’sé
utilizaron como controles adicionando solamente el CST estéril. Las microplacas se incubaron a,

32°C y se realizaron las lecturas a las 24 y 48 horas. Se registraron los resultados positivos y se
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realizo el{célculo del NMP de los microorganismos heterétrofos, utilizando el software MPN-
calculator (EPA)V 4.04), usando los criterios de prueba de Cornish & Fisher, con un 95% de

confianza.

o B =9 © |

Figura 6. Determinacion de microorganismos heteroétrofos en microplacas. a) Adicion de CST e in6culo de
diluciones seriadas. b) Incubacién de microplaca. c) Microplaca con pocillos positivos después de 48 horas.

5.3.2. Cuantificacion de microorganismos degradadores

Se utilizé6 el método de Nimero mas Probable (NMP g suelo seco) en microplacas descrito por
Wrenn & Venosa, (1996), brevemente, seisaron las'mismas diluciones que las preparadas para
el método anterior y se transfirieron alicuotas (20 ‘wl)” por triplicado a microplacas estériles
previamente adicionadas con 5 ul hexadecano (7,177 pg'mi?), y medio mineral (180 nl) con la
siguiente composicion (g I1): KzHPO4 1.0, KH2PQ4 12.8, KCI0.5, MgS0O,+7H,0 0.3, NaNOs 3.5.
Las microplacas se incubaron a 35°C por 14 dias’ Trascurrido el tiempo de incubacién se
adicion6 iodonitrotetrazolio (INT, 3 g I') a cada pozo e incubaref 24 horas. Se registraron los
resultados positivos y se realizé el célculo del NMP de los microerganismos degradadores,
utilizando el software MPN-calculator (EPA V 4.04) usando los criterios’de prueba de Cornish &
Fisher, con un 95% de confianza.

5.4.  Andlisis respirométricos

Para la determinacion de la actividad metabdlica del CMD-inmovilizado se midié el*cansumo de
02 y la produccion de CO; durante el cultivo para cada uno de los tratamientos. Est0 se realizo
utilizando un sistema de respirometria (Sistema SS4, SableSys International Co.) can una
configuracién estandarizada similar al protocolo descrito previamente por Riveroll-Larios.et al.,
2015. Se colocaron 50 g de muestra en botellas de vidrio con tapas de rosca (500 ml) come
unidades experimentales. Las botellas se cerraron herméticamente y se mantuvieron a
temperatura controlada (35°C). En cada tiempo de muestreo (0, 1, 4, 8, 12, 15y 19 dias) se
determinaron el consumo de O y el CO, producido durante 24 horas. Los datos crudos obtenidos




de ambos gases fueron tratados usando el software Expedata (Sable Sys International Co. Ver.
6.18) para calcular: el consumo total de oxigeno (mg O kg™?) y la produccioén total de diéxido de
carbono (mg CO% kg™); asi como la velocidad de consumo de oxigeno y de produccién de diéxido
de carbono (mg kg™.h:*) de cada gas.

5.5. Determinacion'de’lasactividad de la enzima lipasa

La actividad de la enzimaslipasa se determiné utilizando el método propuesto por Margesin
(2005), modificado como sigues, Se pesaron por triplicado con exactitud alrededor 0.5 g de cada
muestra de suelo en tubos para centrifuga (15 ml). Posteriormente se afiadié 5 ml de buffer de
fosfatos (pH=6), después se incubé en.bafio de agua a 30°C durante 10 minutos. Posteriormente
se mezclé en vortex durante 2 minutos y se adicioné 50 pl de p-nitro-fenil-butirato (pNPB,
100mM). Mezclado e incubado en bafio de,agua a 30°C por 10 minutos. Se transfirieron los tubos
a un bafo de hielo a 4°C (10 minutos). Se ceatrifugaron a 3,500 rpm a 4°C (centrifuga Hermle
Z400K) por 10 minutos. Se ley0 la absorbancia espectrofotométricamente a una longitud de onda
de 405 nm (Evo 220, ThermoScientific)#La actividad enzimatica se determiné por el método de
curva estandar, previamente preparada con p-nitrofenol a diferentes concentraciones (0, 25, 50,
75,100y 125 ug pNP 5 mI* de solucién amortiguadora).y’en presencia de una muestra del suelo
bajo estudio.

Los resultados se expresaron como ug pNP libefado g suéle“seco 10 mint,

il » N - |
~ . ©
Figura 7. Determinacion de actividad enzima lipasa. a) Pesado de muestras para cada tube. b) Adicion de

buffer de fosfatos. c) Centrifugacion para separacion de fase sélida y liquida de los tubos. d) Lectura de
absorbancia espectrofotométricamente a 405 nm (Evo 220, ThermoScientific).

5.6. Andlisis estadisticos

Para el analisis de los resultados de la actividad enzimatica (lipasa), se compararon las medias

entre los tratamientos con respecto al tiempo mediante un ANOVA multifactorial a través del
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tiempo. A@smo, para el contenido de los hidrocarburos residuales y la biodegradacion, se
compararond@wdias de al final del ensayo haciendo uso del programa estadistico Statgraphics
<

Centurién XVI, 2.1.03.
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Para llevar a_eabo el objetivo principal de evaluar la eficiencia de un inoculante bacteriano a
diferentes eoncentraciones de hidrocarburos durante su aplicacibn en un sistema de
biorremediacionde suelo por co-compostaje con lirio acuatico, se prepararon diferentes unidades
experimentales y durante un tiempo de 25 dias se analizaron parametros como: el pH,
conductividad eléctricag~concentracion de HTP residuales y biodegradacion, microorganismos
degradadores y heterétrofos,.actividad respiratoria y la actividad de la enzima lipasa.

6.1. Caracterizacion fisicoquimica del suelo

La caracterizacion fisicoquimicasdel suelo es de importancia ya que permite obtener informacién
relevante de las propiedades que o conforman y conocer su comportamiento para implementar
criterios en su estado de salud;¢haciendo énfasis en saber el estado nutrimental y sus
compuestos organicos e inorganicos gue forman parte del mismo suelo a analizar (Garrido &
Licona, 2017).

En la Tabla 1 se presentan los resultados correspondientes a la caracterizacion del suelo usado
en esta etapa, el cual fue recolectado ensel mismo sitio ubicado en Huimanguillo, Tabasco.

Los analisis de pH, Conductividad Eléctrica®(CE), centenido de Nitrégeno (N), Materia Organica
(MO) y el Carbono Organico Total (COT) fueron llevados a cabo en el Laboratorio de Bioprocesos
en la Division Académica de Ciencias Biologicas (DACBiol), de acuerdo con los procedimientos
previamente descritos.

Tabla 1. Resultados de parametros de la caracterizacion fisicoquimiea del suelo no contaminado (SNC) y
de la mezcla de suelo no contaminado con lirio acuatico'(SNC + L).

H CE  Ceniza MO COT N@ DA cC Pt Ejgg‘i)'o Dp Ds
P (usfcm) (%) (%) (%) G0 (kg/m3) (%) (%) (%) (kg/im3)  (kg/m3)
SNC+L (2% Bl89E gio05 16705 9.69 ND®  NDb  NDb  NDb KDP NDP NDP

0.108 58.640

6.01+ 268+ 9651+ 349+ 203+ 000 63426+ 32% 047+ 1457+ 637.23+ 12525+

SNC 0.21 57.92 0.39 0.39 0.23 23 12.69 1.62 0.04 3.21 12.54 51.6

aValor determinado por Pérez-Ortiz, 2022, en suelo recolectado en el mismo sitio.
b No Determinado

En la Tabla 1 se observa que, para el suelo no contaminado (SNC), se presenta un valor.de pH
promedio de 6; por el contrario, el suelo no contaminado con lirio (SNC + L) se observa quetuvo
un pH neutro cuyo valor es de 7.2. Con base en la NOM-021-SEMARNAT-2000, la cual establece
las especificaciones de fertilidad, salinidad y clasificacion de suelos, se puede clasificar al suelo

como “neutro (pH = 6.6-7.3)”. También, para la conductividad eléctrica de las muestras se
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observa que el suelo no contaminado (SNC) tuvo un valor promedio mas bajo (valor de 268
ps/cm) en cemparacion con el suelo no contaminado mas lirio (SNC + L) (valor de 818.9 us/cm).
El contenido desnitrégeno presente en el SNC cataloga al sustrato como “clase muy bajo” para
suelos no volcanicos-(N = < 0.05) de acuerdo con la NOM-021-SEMARNAT-2000, significando
una deficiencia de nitrogeno total en el suelo, siendo esto algo comudn en suelos arenosos como
lo es la textura del suelo‘estudiado; también puede ser debido a lluvias torrenciales o riego
abundante en el lugar provecando la deficiencia por el exceso de agua (Cherlinka, 2022).

En cuanto al contenido de Materia Organica (MO), el suelo es clasificado como “clase medio”
para suelos no volcanicos (MO'#71.6-3.5) de acuerdo con la NOM-021-SEMARNAT-2000; donde
entrando en la suposicion que, el suelosdeberia tener un porcentaje adecuado cercano al 5% de
porcentaje de Materia Organica (%MO) (Farinango et al., 2020), se concluye que es rico en MO
debido a la vegetacion encontrada en elSitio de las muestras recolectadas, significando fertilidad
en el suelo.

Respecto al porcentaje de Carbono Organice Tetal (%COT), este tuvo un resultado de 2.03%
para el promedio de las muestras de sdelo no contaminado, siendo este parametro de suma
importancia para la actividad bioldgica del.suelo debido a que suministra recursos energéticos a
los organismos que estén presentes, principalmente @ los heterotrofos (Burbano, 2018).
Igualmente, en la Tabla 1 se muestra las densidades calculadas (aparente, de particulas y
saturada) expresadas en kg/m3dando un valor més alto la dehsidad saturada con 1,252.52 kg/m?3;
se obtuvo una desviacion estandar de la capacidad de campe cen un valor de 1.62% haciendo
referencia que los datos de varias muestras analizadas del suelo"he‘contaminado estan cerca de

la media de la capacidad de campo.
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7.2 Ensayo de evaluacion del desempefio del inoculante bacteriano inmovilizado en
diferentes niveles de concentracion de hidrocarburos durante el co-compostaje.

A continuacion, se_presentan los resultados del ensayo de evaluacion de la eficiencia del

inoculante bacteriano inmovilizado en presencia de diferentes concentraciones de hidrocarburos.

7.2.1 Estimacion del pHy conductividad eléctrica del suelo

Se pudo observar que los valores de pH fueron distintos para cada tratamiento, en la Figura 8 se
expone el comportamiento que (tuves segun el dia. Se puede ver que el suelo no contaminado
(SNC) tuvo el mayor pH de todos los tratamientos, con un valor de 7.4 en el dia 5, posteriormente
fue descendiendo su unidad obteniefndosun pH de 6.7; Por otro lado, los tratamientos de suelo
contaminado mas lirio e inoculante a 15,25 y 35 mg kg* (SC 15 - LI, SC 25 — LI, SC 35 - LI
respectivamente) obtuvieron valores que oscilaron entre el 7.2 y el 6.5, el valor mas alto lo obtuvo
el SC 35— LI conun pH 7.1 en el dia 10, mientras que el mas bajo lo obtuvo SC 25 — LI con un
pH 6.5 en el dia 15. Con base en la“Norma Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000,
podemos clasificar a los tratamientos ensayados con respecto al pH como neutros (rango de
neutralidad: pH 6.6-7.3). Rodriguez-Gonzales et ‘al(2022) menciona que para que las
comunidades microbianas puedan llevar a cabosla biofremediacion, el suelo preferentemente
debe estar dentro de un rango de pH que oscileentre 6 a 8.

Para la conductividad eléctrica, la cual se muestra'‘enda Figura 8 panel B, se puede observar las
tendencias de concentraciones para cada tratamiento experimental.~Al inicio del experimento, el
SNC - LI obtuvo resultados despreciables de salinidad (<1 ds m?, NOM-021-SEMARNAT-2000)
con valores <0.018 ds m, las cuales tuvieron un comportamiento’ constante durante la
experimentacion. Los valores mas altos durante toda la experimentacign se obtuvieron en el
suelo contaminado a 35 mg kg (SC 35 - LI), el dia 5. Entre los dias 5 y 15 huibo una disminucién
en la conductividad eléctrica para todos los tratamientos, notoriamente mayor en el SC 35 — LI
que, en el resto, atribuyéndoselo a que los microorganismos transformaron las sales del suelo
para utilizarlas como fuente de energia, lo cual tiene coherencia con los demas tratamientos ya
gue durante ese periodo se observo una actividad microbiana alta (mayor actividad epzimética
lipasa, mayor actividad de microrganismos heterétrofos y degradadores). Posteriormente;a este
periodo, todos los tratamientos se mantuvieron en una linea constante hasta el final _del
bioproceso. Los suelos contaminados presentaron valores mas altos que el suelo no
contaminado, aunque para la finalizacion del bioproceso no se encontraron diferencias

significativas. Esto coincide con lo observado por Romaniuk et al. (2018), donde se evaluo6 la
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degradacion de hidrocarburos presentes en un suelo por atenuacion natural y con un producto

comercial, en eljque suelo contaminado con el aceite tuvieron mayores valores que los suelos

testlgo.
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Figura 8. Comportamiento del pH (Panel A) y conductividad eléctrica (Panel B) durante el proceso de co-
compostaje de suelo contaminado a diferentes conceftraciones (15,000, 25,000 y 35,000 mg kg-1).

7.3 Actividad de la enzima lipasa en fdneién deJapresencia del inoculante inmovilizado
y diferentes concentraciones de hidrocarburos:
El andlisis de la actividad enzimética lipasa ‘se“considera de utilidad para el monitoreo de la
actividad biologica de suelos contaminados con.hidrocarbtros totales de petroleo (HTP). En
general se ha reportado que la actividad enzimatica“se incrementa a mayor contenido de HTP,
por lo cual, en analisis ambiental, se toma esta actividad como dn Ihdicador de contaminacion
(Martinez et al., 2014, Riveroll-Larios et al., 2015). Para este estudio, la actividad de la enzima
lipasa se utilizo6 como un bioindicador de la actividad microbiama bajo condiciones de
biorremediacién por co-compostaje y bioaumentacién con un inoculante” inmovilizado, en
respuesta a la presencia de diferentes concentraciones de hidrocarburos.totales de petréleo
(fraccion media). La actividad enzimética determinada durante el periodo de experimentacion se
muestra en la Figura 9A y Figura 9B. El andlisis estadistico (ANOVA) de los datosrde)la cinética
de la actividad de la enzima lipasa mostro diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos inoculados (SC15-LI, SC25-LI, SC35-LI) para las diferentes concentraciones
probadas (HSD, p<0.05). Durante los primeros 10 dias se presentaron diferencias
estadisticamente significativas (HSD, 95% de confianza) entre los valores de actividad lipasa
para las diferentes concentraciones (p<0.05); sin embargo, se aprecia una tendencia de
incremento mayor tanto para las muestras con concentraciones de 25,000 y 35,000 mg kg*. En

el caso del suelo con presencia de 25,000 mg kg? (SC 25-LI) se observa una actividad maxima




(852.24 ug de.pNP g™ de suelo seco *10 min) a los 15 dias de cultivo, nivel que, de acuerdo a la
comparacion‘deymedias para este tiempo de cultivo, resultd estadisticamente diferente respecto
a los demés tratamientos (HSD p<0.05) con un nivel de confianza del 95%. Mientras que para el
SC35-Ll y el SC15- L, la actividad méxima fue de 559.29 y 451.05 ug de pNP g™ de suelo seco

*10 min, respectivamente.
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Figura 9. Actividad de la enzima lipasa durante el proceso de co-compostaje de suelo contaminado a
diferentes concentraciones (15,000, 25,0004.35;000 mgkg™) y una relacion C/N de 15. Panel A. Cinética
de actividad lipasa. Panel B. Actividad lipasa.acumulada..Cada valor representa el promedio de tres
replicas.

Las diferencias en la actividad lipasa pueden apreciarse en la Figura 9B, en la cual se puede ver
un valor acumulado de actividad enzimatica mayor-eh las muestras con un contenido inicial de
hidrocarburos de 25,000 mg kg, seguido de las concentracionesde 85,000 y 15,000 mg kg™. El
andlisis de los resultados permite inferir que la adicion de lirio acuéatico.motivé el incremento de
la actividad lipasa, lo que explica que en el suelo no contaminado (SNC-LI) la actividad lipasa
present6 un nivel similar al obtenido en el SC15-LI (HSD, p>0.05), en las primeros 10 dias de
cultivo. Ademas, las tendencias observadas indican que la adicion del inoculante probablemente
permitié que la actividad lipasa se mantuviera significativamente mas elevada entre,los 15y 25
dias de cultivo (SC25-LI, SC35-LI).

7.4 Remocioén de hidrocarburos totales de petréleo y biodegradacion
La restauracion mediante la biorremediacion de un sitio contaminado con hidrocarburos requiere
de la caracterizacion de los microorganismos nativos que se encuentren presentes en el suelo.

El resultado dependerd de la toxicidad, la concentracion inicial de los hidrocarburos, la




biodegradabilidad, las propiedades que tenga el suelo estudiado, ademéas del sistema de
biorremediacionyseleccionado (Vizuete et al., 2020).

En la Figura 10A se presenta la cinética de remocion de hidrocarburos, el andlisis estadistico
(ANOVA) de los datos mostr6 que existen diferencias estadisticamente significativas, con
respecto al tiempo, ‘enire las medias de las muestras de los tratamientos inoculados (SC15-LlI,
SC25-LI, SC35-LI) contaminados a las diferentes concetraciones (HSD, p<0.05). Al final del
cultivo (20 dias de monitoreo), las medias de los valores de remocion de los hidrocaburos
resultaron significativamente diferentes entre los tratamientos (HSD, p<0.05), y hasta 5 veces
superiores a los observados eng@l SNC adicionado con lirio. La biodegradacién (Figura 10B) en
presencia del inoculante fue crecientescon respecto a la concentracion, para los tratamientos
SC15-LI, SC25-LI, SC35 -LI, respectivamente después de 20 dias de cultivo. La biodegradacion
se hizo notoria desde los cinco dias de iniciado el proceso de co-compostaje con un valor de 22,
28, 12y 11% para SC15-LI, SC25-LI, SC35-LLy SNC-LI, respectivamente. Al final del cultivo (20
dias) el analisis de estadistico de comparacién de medias mostré diferencias estadisticamente
significativas (Prueba Tstudent, p<0.05).¢on un‘nivel de confianza del 95%, en la biodegradacion
entre los tratamientos SC25-LI y SC354LT.La remocién mas alta (11,605.69 de HTP mg kg* de
hidrocarburos residuales) se presento en el SC35-L1 después de 20 dias de cultivo (Figura 10B).
No se encontraron diferencias significativas entre fas medias.del nivel de biodegradacion entre
el SC15-LI y SC-25-LI (Prueba Tstudent, p>0405). En contraste la biodegradacion final fue
significativamente mas alta para todos los tratamientos con respecto al SNC-LI (HSD, p>0.05).
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Figura 10. Cinética de remocion de hidrocarburos totales de petréleo (Panel A) y biodegradacion (Panel
B) durante el proceso de co-compostaje con diferentes concentraciones (15,000, 25,000 y 35,000 mg kg-
1) y una relaciéon C/N de 15. En la figura: suelo no contaminado inoculado con lirio (SNC-LI); suelo
contaminado 15 g kg inoculado con lirio (SC 15-LI); suelo contaminado 25 g kg inoculado con lirio (SC

]
62 |

—



25-LI) y suelo contaminado 35 g kg* inoculado con lirio (SC 35-LI). Los valores representan los promedios
de tres réplicas.de cada muestra.

A continuacion, enda Tabla 2, se muestran los resultados de los parametros cinéticos calculados
a partir de los resultados del contenido de hidrocarburos durante el co-compostaje después de
20 dias de cultivo. De (acuerdo con los resultados, la presencia del inoculante propicio la
obtencion de tasas elevadas.de consumo de hidrocarburos en los diferentes tratamientos. Se
puede apreciar que, a mayorconcentracion de hidrocarburos, mayor fue la tasa consumo global
(TCG) y tasa de consumo maxima,(TCM). Como se puede observar, el tratamiento que obtuvo
el valor méas alto en TCG fue el SC35-L| al igual que, el valor mas alto en TCM fue obtenida para
el mismo tratamiento.

Respecto a la vida media (t12), los tratamientos con concentraciones de hidrocarburos (SC15-LlI,
SC25-LI y SC35-Ll), obtuvieron valofes™cercanos con un rango entre 32 a 45 dias
aproximadamente. Para el tratamiento no contaminado (SNC-LI), se obtuvo el dato de 43 dias,
siendo la biodegradacion observada posiblemente debida al consumo de las grasas contenidas
en la mezcla de lirio acuatico adicionadg.al-suelono contaminado.

Tabla 2. Parametros cinéticos durante el proceso de co-compostaje con el inoculante inmovilizado en
presencia de diferentes concentraciones (15,000, /25,000 y»35,000 mg kg-1) y una relacion C/N de 15
después de 20 dias de cultivo.

% B TCGP TCME k¢ R2e L ozglnocoilgndg e
-1 -1y-1 -1 i
(%) (mg kgd) (mg kgdY) @) (dias) |53 Tem (dias)

SNC-LI 28.22+4.6 57.171+9.382 228.684 + 37.526  -0.017 0099 42.8+8.6 15-20
SC15 LI 321+10 212.656+6.883 1,045.235+20.379 -0.016 0987~ 44.7+18 15-20
SC25-LI 32.4+1.6 381.195+18.843 1,640.691 +107.487 -0.020 0.8@ 35522 10-15
SC35-L1 35.2+0.4 595.850+28.729 2,321.138 +26.862 -0.021 0.91 (32:0+ 0.5 10-15

En la tabla: suelo no contaminado inoculado con lirio (SNC-LI); suelo contaminado 15,gykg! inoculado con
lirio (SC 15-LI); suelo contaminado 25 g kg inoculado con lirio (SC 25-LI); suelo centaminado 35 g kg
inoculado con lirio (SC 35-LI). Los valores representan los promedios de tres réplicas de cada muestra.

a Corresponde a la biodegradacién de las grasas extraidas de la mezcla de suelo no contaminado vy lirio
acuatico.

b Tasa de consumo global (mg kg d-1)

¢ Tasa de consumo maxima (mg kg d-1)

d Constante de biodegradacioén calculada con base en modelo de ler orden a 20 dias de cultivos

e Coeficiente de correlacion (Ln C/Co vs t). Ajuste al modelo de ler orden (C-CoeX)

f Se refiere al intervalo en el que se alcanzé la tasa de consumo méaxima con los datos de hidrocarburos
residuales.

Pinto & Sanchez (2018) reportaron biodegradacion sobre hidrocarburos rango diésel de las cepas
bacterianas Acinetobacter baumannii y Pseudomona putida, utilizadas como inoculantes

independientes, obteniendo un 57.14 y 51.94% de biodegradacion, respectivamente. Por otro




lado, para gaselina, registraron una biodegradacion del 63.27% con P. putida y un 69.38% con
A. baumannii‘en)60 dias de experimentacién. Concluyeron que, las bacterias antes mencionadas
fueron competentes para biodegradar hidrocarburos en un nivel mayor que utilizando atenuacion
natural.

En el presente trabajo, los niveles de biodegradacién, usando un cultivo mixto definido
estandarizado e inmovilizada, fueron mayores al 30% en s6lo 20 dias de cultivo. Obteniendo
tasas de consumo maximas™entre 1,000 a 2,400 mg kg'd?, lo que indica un alto potencial de
biodegradacion del inoculante-probado.

Por otra parte, Cuadros et alf; (2021), implementaron las técnicas de bioaumentacién y
bioestimulacién como biorremediaciéon en un suelo contaminado con HTP, durante 12 semanas,
para comparar la eficiencia de cada técnica adicionando bacterias tipo Pseudomonas y humus
de lombrices rojas californianas juntas)en un mismo biorreactor. Concluyeron que, la
bioaumentacion fue la técnica mas efectiva_para degradar hidrocarburos, ya que, con una
concentracion inicial de 29,430.4 mg kg, valer'cercano a concentracion analizada en el presente
trabajo, obtuvieron un 75.4% de biodegradacion de HTP, en comparacion con la bioestimulacién
de 54.9%, en el mismo periodo de tiempo.Estos satisfactorios resultados fueron obtenidos con
bioaumentacion, misma técnica empleada‘enel presentedtrabajo. Cabe sefalar que, en el trabajo
de Cuadros et al., (2021) el periodo de tiempQ analizada fue mas largo (12 semanas).

Angelito (2019), usando el mismo inoculante microbiano y lirfioacuéatico durante el co-compostaje
de un suelo altamente intemperizado reporté nivelés de biodegradacion de entre 9% - 16%, con
tasas de consumo global de entre 190 a 250 mg kg*‘d?, en 50 dfas‘de cultivo.

El uso de suelo artificialmente contaminado a diferentes concentraciones, en el presente trabajo,
permitié evidenciar que la estrategia de aplicacion del inoculante puede ser aplicable a un amplio
rango de concentraciones, permitiendo reducir la concentracion y el tiempo“de.vida media de los

hidrocarburos.

7.5 Analisis microbiolégicos: Microorganismos heterotrofos totales y degradadores

Los microorganismaos que se encuentran presentes en nuestros ecosistemas sonfestimulados
mediante condiciones especificas para resolver problemas actuales en el medio ambiente (Ostos
etal., (2019)., integrandose para tratamientos de biodegradacion (eliminando contaminantes que
se encuentran en agua, suelo y en sedimentos), control de plagas, descomposicion de la basura,
etc.; de esta manera, impidiendo mayor contaminacion y restaurando el entorno natural (Rafeeq
et al., 2023).




Se puedelobservar en la Figura 11 la cinética de crecimiento de los microorganismos heterotrofos
totales y degradadores de hidrocarburos durante el proceso de co-compostaje utilizando en este
parametro el software Most Probable Number (MPN) Calculator, (EPA, 2020), con el estadistico
de NMP de Cornish & Fisher a un limite de confianza de 95% para calcular los valores de NMP.
Respecto al Panel“Afpara los microorganismos heterotrofos totales, se obtuvieron valores
iniciales de 1.01x10°, 4.98x10° y 1.86x10® NMP/g para SC 15 — LI, SC 25 — LI y SC 35 — LI,
respectivamente. Transcurrido_los primeros 15 dias de experimento, los tres tratamientos
obtuvieron un incremento de poblaciones bacterianas en cada una de ellas con un 38% en SC
15 — LI, un 35% en SC 25 — LI'yun 9% para SC 35 — LI; haciendo énfasis que el tratamiento de
SC 15 - Ll alcanzé el porcentaje mas alto de incremento. Al finalizar el experimento en el dia 25,
se obtuvo una disminucién de los microorganismos heterétrofos presentes con valores
aproximados de 14% para SC 15 — LI y@un.24% para SC 25— LIy SC 35— LI.
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Figura 11. Cinética de crecimiento de microorganismos heterétrofos (Panel A) y de degradadores (Panel
B) de hidrocarburos (alifaticos) durante el proceso de co-compostaje con_diferentes concentraciones
(15,000, 25,000 y 35,000 mg kg?) y una relacion C/N de 15. En la figura: 'suelo contaminado 15 g kg
inoculado con lirio (SC 15-LI); suelo contaminado 25 g kg? inoculado con liio (SC 25-LI) y suelo
contaminado 35 g kg inoculado con lirio (SC 35-LI). Los valores del NMP fuefon_calculados usando el
software Most Probable Number (MPN) Calculator, (EPA, 2020), usando el estadisticade NMP de Cornish
& Fisher a un limite de confianza de 95%

Referente al Panel B, los microorganismos degradadores, los valores iniciales obtenidos fueron
de 1.644x10* en SC 25 — LI con el valor inicial mas bajo en comparacién con el resto_de los
tratamientos, seguido de 7.41x10* y 1.86x10° NMP/g para SC 15 — LI y SC 35"~ LI,
respectivamente. A los 15 dias de experimentacion, se obtuvieron incrementos en“-cada
tratamiento con un 4% para SC 15 — LI, 20% para SC 25 — LI con el valor més alto de incremento
para este tiempo, y finalmente, un 15% para SC 35 — LI. Al dia 25 del experimento, el SC 15 — Ll

resultd el Unico tratamiento con incremento, resultando un 53%, con valor final de 5.83x107




NMP/g; en comparacion con los otros dos tratamientos que obtuvieron decremento para cada
uno con valores finales de 1.79x10° y 3.0x10° NMP/g para SC 25 — LI y SC 35 — LI,

respectivamente.

En la tabla 3 se muestran los resultados del contenido de microorganismos heterétrofos totales
y degradadores durante el proceso de co-compostaje con el inoculante inmovilizado en presencia
de diferentes concentraciones, al inicio y a los 15 dias de cultivo. Se analiza que el tratamiento
SC 35 - LI obtuvo los valores mas altos en microorganismos heterétrofos tiempo inicial y de igual
manera en microorganismos‘degradadores para tiempo inicial y a los 15 dias de experimento,
siendo 10 veces mayor respecto.a SC 15 — LI y SC 25 — LI en degradadores a los 15 dias;
paralelamente, 187.5y 38.6 veces mayor respecto a SC 15 — LI y SC 25 — LI en heter6trofos en
tiempo inicial. En relaciéon con la propercion respecto a los totales (%), el tratamiento SC 15 — LI
obtuvo el valor inicial mas alto; y para elvalor final, el tratamiento SC 35 — LI result6 con el valor

mas alto con un valor de 0.105.

Tabla 3. Contenido de microorganismos heter6trofos totales y de degradadores (hexadecano, 17,000 mg
kg') durante el proceso de co-compostaje con el inoculante inmovilizado en presencia de diferentes
concentraciones (15,000, 25,000 y 35,000 mg Kg-1) y una relacién C/N de 15, al inicio y a los 15 dias de
cultivo.

Heterotrofos bPegradadores Proporcién respecto a
(Log10 NMP g?) (Log10 NMP g%) los totales (%)
Tratamiento l(?('f(')?)l 1(?(%?)5 '(r)‘('lc('g)' 1(?(%%3 Inicial? Final®
SC 15 -LI 1.28 0.24 9.33 1.47 11.48 0.061
SC25- LI 6.22 1.41 2.04 1.47 2.36 0.010
SC 35 -LI 240.00 1.40 24.00 14.7 0.61 0.105

a Calculado considerando los valores del NMP de microorganismos degradadores (a los 15 dias) respecto.al contenido inicial de
los heterdtrofos totales.

b Calculado considerando los valores del NMP de microorganismos degradadores respecto al contenido de‘los heterétrofos
totales, ambos a los 15 dias.

7.6 Mineralizacion de hidrocarburos durante el co-compostaje y bioaumentacién de suelo
contaminado en presencia de diferentes niveles concentracion de hidroc¢arburos
totales de petroleo.

La respiracion del suelo proviene de la produccion total de didxido de carbono en un area_.y

tiempo determinados, esto es el resultado de la oxidacidén quimica de los compuestos de carbono

encontrados en el ambiente llevada a cabo por los microorganismos. El monitoreo del C-CO;




ayuda a evaluar la actividad metabdlica del suelo o la respuesta a un tratamiento (Rosero et al.,
2019).

En la Figura 12"se presentan los resultados de la produccién de CO; (expresada como los
miligramos de C-COzkg™ de suelo) registrada durante el co-compostaje de suelo en presencia
del inoculante inmovilizado, como una funcién de la concentracién de hidrocarburos a un nivel
de C/N de 15. Puede observarse que la mineralizacion en presencia del inoculante inmovilizado
tuvo una respuesta positiva'con relacion a la concentracion de los hidrocarburos. Al comienzo
del analisis, se pudo observar-que el tratamiento de suelo contaminado a 35 ppm (SC 35 — LI)
registr6 el valor de C-CO kgt'mas alta (206 C-CO. kg?), seguido del suelo contaminado a 25
ppm (SC 25 — LI y 15 ppm (SC 15 — LI, cuyos valores fueron 155 y 125 C-CO; kg*
respectivamente. Resultados similares abtuvo Angelito (2019), donde analizé la respiracion de
un suelo intemperizado altamente contaminhado con hidrocarburos durante la aplicacion de lirio
acuatico como co-compostaje, cuyo valof transcurrido 15 dias del tratamiento oscilaron entre
139.1-198.4 C-CO, kg™. El perfil de actividad-reéspiratoria reportado en el trabajo mencionado es
similar al del presente trabajo; no obstante, las condiciones de los tratamientos en el presente
trabajo (adiciobn del co-compostaje e ‘inoculante bacteriano desde el inicio del bioproceso)
favorecié la respiracion del suelo, reflejandase en uhamayor produccién de C-CO,. Podemos
observar que el suelo no contaminado (SNC — LI) registr6 elvalor mas bajo en un intervalo de 95
y 9.5 mg C-CO; kg* durante el proceso. Resultados seme€jantes obtuvieron Hernandez et al.
(2018) quienes evaluaron el efecto del lirio acuatico/como parte, de biorremediacion en suelo
contaminado por hidrocarburos proveniente de Cunduacan, Tabaseo, donde obtuvieron un valor

de 9.84 mg C-CO: kg* aproximadamente después de 56 dias de monitoreo.

En general, se puede ver que el comportamiento entre todos los tratamientos fue similar,
haciendo énfasis en los dias 1 a 4 ya que en este periodo se dieron(lassmayores tasas de
respiracion, posteriormente las tasas fueron disminuyendo con el pasa del tiempo, estos
resultados son concordantes con los presentados anteriormente para la actividad-lipasa donde

entre el dia 5y 15 del cultivo se aprecié una mayor actividad para el SC 25 — LIy SC\35 — LI.
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Figura 12. Tasas de produccién de CO:2 exprésado como mg de C-CO: kg? d? (mineralizacion) de
hidrocarburos durante el proceso de co-compostaje de suelo contaminado a diferentes concentraciones
(15,000, 25,000 y 35,000 mg kg1). Estos valores_corresponden al C contenido en el CO2 acumulado en
muestras triplicadas durante 24 horas de cultivo y medicion continua.

El consumo de oxigeno (presentado en“lacrigura 13)spresentd el valor mas alto para el suelo
contaminado a 35 g kg* con un valor de_818.5 mg Ozkg* d* lo cual coincide la tasa de
mineralizacibn mas alta con 206.4 mg C-CO:kg* d* para’ese mismo tratamiento. Para el suelo
no contaminado (SNC — LI), la variacion no fue-muy alta €n comparacion con el resto de los
tratamientos de suelo contaminado. Posteriormente, todos (los tratamientos registraron un
decrecimiento en el oxigeno consumido hasta el dia 19 donde el Suelo no contaminado presento
el mayor valor consumido, sin embargo, para este tiempo del bioproeése.ya no habia diferencias

estadisticamente significativa entre los tratamientos.

En general, se pudo observar que la disminucién de consumo de oxigeno fue paulatina, teniendo
su mayor desarrollo entre los dias 1 a 12, a partir del dia experimental 15 pudimos observar cémo
se estabilizé el decrecimiento de consumo hasta el dia 19. Garcia et al. (2011) analizaron un
suelo contaminado con lodos aceitosos a una concentracion de 40,000 mg kg™ adicionando sales
inorganicas simples y un suelo control, después de 13 dias de monitoreo registraron un.consumo
de 502.05-936.65 mg O:kg* d*.
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Figura 13. Tasa de consumo de Oz, expresado,como mg Oz kg™ d?, durante el bioproceso de co-compostaje
en suelos contaminados por hidrocarburos a diferentes concentraciones y un suelo no contaminado
(15,000, 25,000 y 35,000 mg kg™). Los valores representan el triplicado para cada muestra en un periodo
de 24 horas y medicién continua.

7.6.1 Coeficiente respiratorio

El coeficiente de respiracion (QR) es un indicador adiménsional de respiracion que depende del
sustrato utilizado para la actividad metabélicagmicrobiana, midiendo la relacion molar entre
produccion de CO, y consumo de O,. La determinacion<de. los valores QR proporciona
informacion sobre la actividad respiratoria producto del metabolismo microbiano durante la
biodegradacion de los contaminantes, y depende entre otros factores del tipo de compuestos que
se estén oxidando y de las condiciones medioambientales (Tran et al.,"2021; Romer-Kutzner et
al., 2015; Chang & Ghoshal, 2014).

En la Figura 14 se pueden observar los valores de coeficiente de respiracioniobtenidos durante
la biorremediacién de suelo contaminado con hidrocarburos a diferentes concentraciones por
medio de co-compostaje, adicionando lirio acuatico y un inoculante bacteriand. Se. obtuvieron
valores promedio de QR <1, a excepcion del suelo no contaminado (SNC — Ll)zal<nicio del
ensayo, el cual obtuvo valor de 1.08. Estos resultados son similares a los reportados“porLamy
et al. (2013) donde el resultado inicial de QR para un suelo bajo biorremediacion experiméntal
en un laboratorio durante un proceso de 14 dias fue superior a 1 durante los primeros 2 dias de
cultivo, los autores sugieren que esto puede ser resultado de procesos anaerébicos
prevalecientes bajo condiciones limitadas de presencia de oxigeno o de la influencia de la adicion

de fuentes de nitrégeno o fésforo, como es el caso de este trabajo. De acuerdo con Romer-
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Kutzner et al.,.2015 cuando un organismo oxida carbohidratos, su tasa de produccién de CO; y
su tasa de eonsumo de O; son iguales, es decir QR=1). En el caso de compuestos altamente
reducidos, come’los hidrocarburos usados, el valor de QR tedrico es de alrededor de 0.7 a 0.9
(indicado con la linea-morada). Esto significa que los valores menores a 0.9 (Figura 14), estarian
indicando que el Oz'consumido es > el CO; producido, y explica una alta asimilacién de oxigeno
gue explica la alta tasa de biotransformacién de las fuentes de carbono (Tabla 2) en comparacion
con el suelo no contaminado (durante los primeros 8 dias de cultivo). Para los tratamientos SC
15 — LI, SC 25 — LI y SC 35°—=Ll se determinaron valores promedio de QR (calculados como el
QR global) de 0.4 a 0.7, observandese que hubo una mayor mineralizacién en los primeros 8
dias del bioproceso (valores de QR cercanos a 0.7); mientras que entre los dias 12 - 19, el QR
se redujo y se mantuvo estable con valores menores a 0.6. Estos resultados, son comparables
con los datos obtenidos por Chang & Gheshal (2014) para diferentes grupos de hidrocarburos,
con un rango de 0.65-0.8.
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Figura 14. Coeficiente respiratorio calculado durante el bioproceso de co-compestaje en suelos
contaminados por hidrocarburos a diferentes concentraciones (15,000, 25,000 y 35,000 mg kg1) y suelo
no contaminado. Los valores representan el triplicado para cada muestra en un periodo‘de 24 horas y
medicion continua.
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Este comportamiento altamente oxidativo, (mayor consumo de O respecto al CO, producido),
evidencia la capacidad biodegradadora del inoculante desarrollado en el presente trabajo-en
presencia de altas concentraciones de hidrocarburos y un balance inicial de la C/N de alrededor
de 15.




CONCLUSIO




De acuerdo con los resultados obtenidos al finalizar el ensayo de co-compostaje utilizando un
inoculante bacteriano estandarizado junto con lirio acuatico como acondicionador organico,
durante la biorremediacion de un suelo artificialmente contaminado a diferentes concentraciones

se puede concluiriasiguiente:

Los valores de pH y €onductividad eléctrica no presentaron variaciones significantes a lo largo
del tratamiento, manteniéndose en la neutralidad (en el caso del pH) y despreciable de salinidad

(en el caso de la CE).

El inoculante bacteriano resultoseficiente para la remocion de contaminante en las diferentes
concentraciones, obteniendo valores de 28.2 + 4.6 para el suelo no contaminado, 37.1 + 2.7 para
el suelo contaminado a 15 mg kg, 324 + 1.6 para el suelo contaminado a 25 mg kg'y 33.7 +
2.6 para el suelo contaminado a 35 mgkg+t en solo 20 dias de cultivo. Respecto a las tasas de
consumo maximas, estas estuvieron en rangos entre 1,200 a 2,400 mg kg*d?, lo que indica un
alto potencial de biodegradacién del inoculante probado. Entonces, la presencia del inoculante

propicio la obtencion de tasas muy elevadas de.remocion de HTP en los diferentes tratamientos.

El inoculante bacteriano junto con el lirie” acuético ayudaron en el incremento de la actividad
lipasa para todos los tratamientos, incluse en el suele’ne contaminado se observd una gran
actividad de microorganismos la cual se mantuvo hastas€lfinal del bioproceso (20 dias). Se
observo una tendencia de incremento de la actividad lipasa alos 15 dias de cultivo, en particular
el SC 15— LIy SC 25 — LI registraron su actividad maxima con yalores de 451.05y 852.24 ug de
pNP g™ de suelo seco *10 min respectivamente. De igual manera, para microorganismos
degradadores, se obtuvieron incrementos en cada tratamiento en eldia 15 con un 4% para SC
15— LI, 20% para SC 25 — LI con el valor méas alto de incremento para-gste tiempo, y finalmente,
un 15% para SC 35-LI.

El perfil respirométrico permitié analizar el comportamiento durante los 19 dias de monitoreo para
la produccion de CO;y consumo de O, observando que la mineralizacion fué aumentando
respecto a la concentracion, siendo el valor mas alto para el suelo contaminado a 835:mg-kg*con
una tasa de mineralizacién de 206.4 mg C-CO:kg* d* (coincide con la produccion desoxigeno
mas alto 818.5 mg O:kg* d* para el mismo tratamiento). Los resultados obtenidos.de.QR
indicaron que los tratamientos SC 15— LI, SC 25— LIy SC 35 — LI, donde se determinaron valores
promedio de QR (calculados como el QR global) de 0.4 a 0.7, hubo una mayor mineralizacién en
los primeros 8 dias del bioproceso (valores de QR cercanos a 0.7); mientras que entre los dias

12 - 19, el QR se redujo y se mantuvo estable con valores menores a 0.6.
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Con baselen los valores positivos obtenidos en los diferentes parametros el inoculante bacteriano
resulto eficiente'en el intervalo de las concentraciones experimentales probadas. Lo cual permite
inferir que su @plicacion es una estrategia viable para la remediacion biolégica en suelos

tropicales altamente.contaminados por hidrocarburos totales de petroleo.
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Resumen de la Tesis:

En el presente trabajo se evalud el desempefio de un
inoculante bacteriand inmovilizado durante su aplicacion
en un sistema de _biorremediacion de suelo
artificialmente ‘contaminado, por co-compostaje en
presencia de lirio acuético a.diferentes concentraciones
de hidrocarburos (15 000, 25 000 y 35 000 mg kg™). Se
analizaron diferentes parametrosi€como el contenido de
hidrocarburos residuales por el métode'de Soxhlet (EPA
3540); la actividad de la enzima lipasa“por, el método
espectrofotométrico (I=405 nm, Margesin et'al."2005); el
namero de microorganismos heterotroficos stotales y
degradadores de hexadecano; el consumo de-Oz.y la
produccion de CO2 durante el cultivo para cada una'de
los tratamientos mediante un sistema semiautomatizado
de respirometria y se calcularon paradmetros cinéticos

vinculados a la biodegradacion y el coeficiente
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respiratorio durante el ensayo. El monitoreo se llevo a
cabo durante 18 a 25 dias para los diferentes
paradmetros. Los resultados mostraron que la actividad
lipasa acumulada durante el ensayo se increment6 de
forma lineal con respecto a la concentracion, con
maximos de 451.05UE y 852.24UE a los 15 dias de
cultivo (15 y 25 g kg?'). De igual manera, para
microorganismos  degradadores, se  obtuvieron
incrementos en cada tratamiento en el dia 15 con un 4%
para SC 15 — LI, 20% para SC 25 — LI con el valor mas
alto de incremento para este tiempo, y finalmente, un
15% para SC 35-LI. La eficiencia de biodegradacion del
inoculante”__presenté una correlacién positiva con
respéecto a la concentracion siendo de entre 28 a 37% a
los 20.dias-de cultivo. La tasa de mineralizacion (mg C-
CO:2 kg™ d#) debida ada actividad microbiana present6
el valor masalto paralel suelo contaminado a 35 000 mg
kgt con 206.4mg,C-CO2 kg d1, lo cual coincide con la
tasa de consuma. de Oz mas<alta con un valor de 818.5
mg CO2 kg?! d?! para esesmismo tratamiento. La
presencia del inoculante permitio) alcanzar tasas de
consumo maximas de 1,200 a*2,400 mg de
hidrocarburos kg de suelo d*. La cinética de consumo
de hidrocarburos se ajusté a un modelo de primer orden,
a partir del cual se obtuvieron valores de tiempo de vida
media de 31 a 35 dias para el intervalo de

concentraciones probadas.

Con base en los valores positivos obtenidos en ‘los
diferentes parametros (altos niveles de actividad lipasa,

biodegradacion y mineralizacién), el inoculante
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bacteriano resultdé eficiente en el intervalo de las
concentraciones experimentales probadas. Lo cual
permite inferir que su aplicacion es una estrategia viable
para la remediacion biolégica en suelos altamente
contaminados por hidrocarburos totales de petréleo.

Palabras claves de la
Tesis:

Inoculante microbiano, respiracion del suelo, actividad

lipasa.
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