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I Resumen
En el presente trabajo se evalud la eficiencia de la aplicacion del lirio acuético
durante el co=cempostaje de un suelo intemperizado altamente contaminado con
hidrocarburos delpetrdleo, bajo condiciones de bioestimulacion y bioaumentacion
como parte de una alternativa para el aprovechamiento de lirio acuético aplicado a
la biorremediacién de_suelos tropicales contaminados. La evaluacion se baso6 en
determinar  diferenteS~indicadores relacionados a la actividad microbiana,
enzimatica y de biodegradacién por microorganismos nhativos y exégenos. Se
realiz6 un ensayo de co-compoStaje con un suelo altamente contaminado con
hidrocarburos del petréleo (96,564 ppm) el cual fue afectado por condiciones de
intemperismo, aplicando cuatro tratamientos analizados por triplicado (1.2 kg peso
seco): a) lirio (10%), b) lirio-inoculante) c) inoculante y d) suelo intemperizado
(control). Los resultados mostraron que laadicién de lirio tuvo un efecto significativo,
permitiendo alcanzar los niveles de biedegradacion (50 dias) mas elevados (12.8%-
15.8%) y contribuy6 favorablementg\en obteper la actividad enzimatica mas alta
(1,371.5 ug de pNP g1). Ademas, la combinacién lirio-inoculante resulté un factor
significativo durante todo el proceso de”Co-compostaje por que incrementd la
actividad de la enzima lipasa, la formacion de biomasa microbiana (1,463-2,926 ug
de biomasa g de suelo), la mineralizacién, el'consumo deoxigeno e incrementé el
namero de microorganismos degradadores de alcanos. la estrategia de co-
compostaje planteada demostr6 que el uso de Eichhornia crassipes como
acondicionador organico en conjunto con la bioaumentaciéon cop”un inoculante
bacteriano, puede ser aplicada como alternativa para el tratamiento de suelos

tropicales intemperizados contaminados con hidrocarburos.



1. Introduccioén



La superficie de suelos intemperizados ha incrementado debido a las actividades
de explaracion, explotacién y produccion del petrdleo, las cuales contindan
exponiendo’en riesgo el equilibrio de diversos ecosistemas. La Comisién Nacional
de Hidrocarbures (CNH) reporta que durante el periodo del 2000 al 2014, en México
ocurrieron 1,764 derrames de petrdleo crudo y durante el periodo del 2015 al 2017,
PEMEX report6 624 derrames de hidrocarburos, lo que equivale a un incremento
del 35.4% en tan sole” tres afios. En México, los sitios contaminados con
hidrocarburos del petrélee, presentan diferentes grados de intemperizacion debido
a la exposiciéon prolongada@a fuentes de contaminacién. Asi mismo, la efectividad
de los tratamientos de biorremediacion aplicados al suelo contaminado y la
exposicién a las condiciones ambientales imperantes de la regién, aceleran la
degradacion de las fracciones mas_ labiles y concentran las recalcitrantes,
restringiendo la biodisponibilidad de “los ‘contaminantes y limitando la actividad
biolégica, factores que definen a.un suelo intemperizado.

La remediacion de suelos con derrames de hidrocarburos se ha dificultado debido
a elevados costos y a escasas tecnologias disefiadas acorde a cada tipo de suelo
y contaminantes (Nustez et al. 2014). A_pésar del'impulso por generar fuentes de
energias alternativas y el desarrollo de eceteenologfas, el papel del petréleo como
proveedor de energia seguira siendo importante durante las préximas décadas
(lvshina et al. 2017).

En los ultimos afios se han impulsado tecnologias las cuales)yemplean métodos
quimicos y son complementados con procesos biol6gicos, con elfin de recuperar
sitios contaminados con hidrocarburos y que ademas de ser afin’con el medio
requiera de menor inversion. Como ejemplo estan el empleo de sustratos o
acondicionadores organico los cuales enriquecen los suministros dex calcio,
magnesio, potasio, fésforo, nitrégeno y carbono (Ca%*,Mg?*,K*,P,N'tetaly C)
nutrientes necesarios para que los microorganismos nativos presentes en el suelo,
biodegraden los compuestos del petroleo (Masto et al. 2013). Otra alternativa es.la
aplicacién de microorganismos, previamente aislados, con potencial oxidativo de

hidrocarburos o con el fin de incrementar la diversidad microbiana en el suelo.



El estado.de Tabasco se encuentra cubierto en gran parte por las cuencas
hidrolégicas)yde mayor caudal en el pais y se caracteriza por tener clima céalido
hamedo con jabundantes lluvias en verano (INEGI, 2017). Estas condiciones
favorecen la propagacion de Eichhornia crassipes o lirio acuatico, especie exotica
considerada invasora, debido a su facil reproduccion y persistencia en los cuerpos
de agua. Debido a susabundancia, se ha utilizado como materia prima en técnicas
de compostaje y aplicada como abono organico (Vargas, 2018; Infante y Moreira,
2017; Mashavira et al. 2015;, Osoro et al. 2014). Ademas, representa un recurso
accesible que aporta nutrientes y microorganismos que mejoran las condiciones del

bioproceso.

De acuerdo a lo anterior, en el presente trabajo se evalud la aplicacién del
Eichhornia crassipes como acondiciopador orgéanico en la biorremediacion de un
suelo intemperizado altamente contaminado con hidrocarburos. Con lo cual se
busca el aprovechamiento del“lirio_acuatico7como parte de las estrategias de

biorremediacion.



2. Marco tedérico



2.1.Contaminacion de suelos por hidrocarburos
La liberacién de sustancias no deseadas al medio ambiente mas alla de los limites

maximos permisibles, donde los efectos nocivos comienzan a manifestarse, se
denomina contaminacion (Shukla, 2014); y es uno de los problemas ambientales
mas importantes _gue se enfrentan en el planeta. El suelo se considera un sistema
complejo, en donde, frecuentemente la velocidad con que los contaminantes
ingresan al mismo, supera’su capacidad de disipacion (Torri et al., 2018). En estos
casos, en las areas contaminadas son afectadas adversamente flora y fauna que
pueden ser eliminadas o desplazadas del sitio, alterando el ecosistema e incluso la
forma de vida de los humanos.

Como resultado de la explotacion. a gran escala de recursos naturales,
especialmente petréleo y gas, en Méxicoe se han producido contaminantes derivados
del petroleo dificiles de cuantificar. En‘consecuencia, existen amplias superficies de
suelo que perduran contaminadas?con ‘hidrocarburos. El petréleo es un recurso
energético muy importante y una“materia prima para diversas industrias. A pesar
del empleo de biocombustibles y otras'fuentes_de energia (lvshina et al. 2017), su
uso no ha dejado de ser indispensable.” Por le~tanto, la contaminacion por
hidrocarburos resulta inevitable. Adicionalmente, en México existe una severa crisis
de vandalismo, el nimero de tomas clandestinas (TC) gpasé de 1,361 en el 2011 a
6,873 en 2016, tan solo en seis afios se incrementd 5 veCes el numero de TC a la
cual es sometido el transporte de crudo y sus derivados, desencadenando impactos
negativos en el ambiente (PEMEX, 2016).

Los hidrocarburos del petr6leo son compuestos contaminantes;»que pueden ser
recalcitrantes y altamente toxicos debido a la presencia de compuestos
hemotodxicos, carcinogénicos y teratogénicos (tales como PAH), clasificados como
contaminantes prioritarios por la Agencia de Proteccion Ambiental de los"EE. UU
(Wu et al. 2017). Debido a la biomagnificacion de algunos de los productos quimicos,
estos pueden magnificarse y generar extensas afectaciones las cuales pueden;ser

permanentes.



2.2.Hidrocarburos del petréleo
El petrdlee‘erudo es una mezcla de hidrocarburos simples y complejos, constituidos

principalmente, de carbono e hidrogeno, la concentracion de nitrégeno, azufre y
oxigeno varian_.de acuerdo con el sitio de su extraccion (Varjani, 2017). Los
hidrocarburos sop“moléculas relativamente estables y pueden proporcionar una
fuente de carbono y.energia a cualquier organismo capaz de asimilarlos. La energia
liberada por hidrocarburos liquidos o solidos, por unidad de masa oxidada en
presencia de oxigeno, ‘es*mas alta que la obtenida de la oxidacion de otros
compuestos quimicos o elementos. Lo que explica el origen de su rigueza
energética. Widdel y Musat (2010) explican, que lo anterior se debe a la alta afinidad
del hidrogeno y carbono, por elFoxigeno y a su carencia de grupos de carbono
oxidado (C-OH o C=0) en su estructura.

El petréleo crudo se clasifica en cuatro/fracciones: alifaticos, aromaticos, resinas
(Ilamados también polares) y asfaltenos.\Los alifaticos representan la fraccion mas
alta entre los componentes de petrgleo crudes En comparacion con las fracciones
alifaticas y aromaticas, las resinas Y. los asfaltenos contienen grupos funcionales
con caracter polar (aldehidos, cetonas'y_acidos: carboxilicos), con estructuras de
carbono complejas con la adicion de heteroatomes-como: nitrogeno, azufre y
oxigeno (Varjani, 2017). Dicha composicion es un/ factor que influye en la
biodegradabilidad de los hidrocarburos.

2.3.Degradabilidad de los hidrocarburos
Comprender los factores ambientales que intervienen en la degradacion de los

hidrocarburos es de gran interés en la investigacion; asi como, las vias catabdlicas
implicadas en su biodegradacién, ya que permiten disefiar y seleccionartécnhologias
especificas para biorremediar contaminantes derivados del petroleos La
biodegradacion es un proceso de eliminacion biologica de contaminantes organicos,
que se caracteriza por el aumento de la abundancia relativa de fracciones polaresy
la pérdida de hidrocarburos saturados (alifaticos) y aromaticos (Birch et al., 2017){

El grado de biodegradacion de los hidrocarburos en suelos contaminados depende
criticamente de: condiciones ambientales 6ptimas para estimular la actividad

biodegradadora, el tipo de hidrocarburos y su concentracion en la matriz
9



contaminada, que éstos sean fisica y quimicamente accesibles para los
microorganismos (biodisponibles) (Das y Dash, 2014; Peeples, 2014). Los
compuestos” simples del petréleo crudo pueden ser degradados por diversos
microorganismes,) pero muy pocas especies cuentan con la capacidad para
degradar compuestas complejos. Para que la biodegradacion de los hidrocarburos
se lleve a cabo, essnecesario el contacto celular con €l sustrato, ya que la
biodegradacion inicia ‘con la oxidacion catalizada por oxigenasas asociadas a la
superficie celular. Los hidrocarburos del petrdleo contaminantes son hidréfobos y
habitualmente se encuentran fuertemente sorbidos a minerales y particulas de
arcilla en el suelo. Para estar aceesibles para la degradacién microbiana, deben ser
desorbidos y solubilizados previamente (Luthy et al., 1997; Varjani & Upasani, 2017).
Los hidrocarburos de bajo peso molecular y menores valores de Kow (coeficiente de
particion octanol/agua, que establece™ la‘tendencia de un compuesto quimico al
dividirse en una fase organica y_una acuosa) son mas solubles, volatiles, y menos
hidrofébicos que los hidrocarburos dé alto peso molecular (Okere y Semple, 2012).
Como resultado estos son degradados mas facitmente en el ambiente. Sin embargo,
alcanos de cadena corta (C5-C10) con una alta solubilidad en agua son mas toxicos
para los microorganismos degradadores;mientras ‘que los n-alcanos de longitud
intermedia (C10-C25 o C13-C19) son preferidos por los microorganismos (lvshina
et al. 2017; Varjani y Upasani, 2017).

Los hidrocarburos de alto peso molecular generalmente no se*volatilizan ya que su
punto de fusion es mayor a 100°C, son mas dificiles de biedegradar debido
principalmente a su baja solubilidad y limitada biodisponibilidad, dando lugar a una

mayor persistencia en el suelo (Okere & Semple, 2012; Varjani & Upasani, 2017).

10



Saral < ALCANOS LINEALES

A

| < ALCANOS RAMIFICADOS

BN
ALQUIL-AROMATICOS DE
BAJO PESO MOLECULAR

@ < MONO AROMATICOS

H
@3 < ALCANOS CiCLICOS
H
0@
O 4

@ POLI-AROMATICOS

< ASFALTENOS

Figura 1. Lista de los hidrocarburos, del mas al menos biodegradable (Birch et al. 2017; Varjani,
2017; Varjani y Upasani, 2017).

Debido a que el petrdleo crudo presenta concentraciones bajas’de nitrogeno fosforo
y hierro, estos elementos llegan a ser limitantes para la biodegradacion.

Los microrganismos a menudo los obtienen de especies quimicas inorganicas
(NH,*,NO;~,H,P0,”,HPO,*~,Fe?*,Fe'll etc.) (Widdel y Musat, 2010)#Una misma
muestra de petréleo podria presentar diferentes grados de biotransfermacion
aplicando un mismo consorcio bacteriano y la razon podria ser la biodisponibilidad
de un compuesto en particular existente en la muestra o en el medio y no Su

estructura quimica (Varjani, 2017).
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2.4.Microorganismos degradadores de hidrocarburos
Los hidroearburos representan sustratos ricos en energia para los microorganismos

aerobios. Las€apacidad de diversos microorganismos para metabolizar compuestos
hidrocarbonados-implica su supervivencia a condiciones no favorables para otros
organismos. Este_ potencial metabdlico los hace protagonistas en la biorremediacion
de ecosistemas contaminados. Los suelos son sistemas complejos y heterogéneos,
un gramo podria contenershasta 10 millones de células bacterianas, ademas de un
gran namero de otros microorganismos como hongos y protozoos (Van Elsas y
Rutgers, 2006; lvshina et al..2017).

Debido a esto, anteriormente(Atlas y Bartha (1992) consideran que “las bacterias
juegan un papel importante en_la~degradacion de HTP en el suelo”. Estos
microorganismos intervienen en ‘elsciclo global del carbono y disminuyen la
acumulacion de contaminantes hidrocarbonados en la atmosfera.

De forma natural, los microorganismos se organizan C€OMO CONSOrCIOS
multicomponentes que tienden a‘ser estables’lo que les permiten transformar los
compuestos complejos en metabolites\primarias y’secundarios (lvshina et al. 2017).
De esta manera, los microorganismos que son incapaces de oxidar hidrocarburos
utilizan los productos intermediarios de la‘oxidacion para su desarrollo.

Como forma de adaptacion, los microorganismos sometidos a concentraciones
elevadas de hidrocarburos tienen la caracteristica de” transmitir la capacidad
metabdlica de hidrocarburos a partir del intercambio lateral d€.genes especificos de
biodegradacion conducidos a través del mobiloma (elementos genéticos moviles
como los plasmidos, transposones, integrones) (Prince et al. 2020;.Shukla et al.
2014). lvshina en 2017 sefiald, que ademas de genes también se intercambian
bioemulsificantes de bacterias productoras, en cuyo caso, tras dicha transferencia,
la degradacion de hidrocarburos recalcitrantes es posibles debido a laactividad
transformada del organismo aceptor. Lo anterior confiere una mayor eficiencia-en la
capacidad de asimilar hidrocarburos de una cepa con metabolismo adaptable. Otra
capacidad de adaptacion de bacterias es la mencionada sintesis de biosurfactantes,
gue pueden ser glicolipidos, lipopéptidos u otras biomoléculas, con alta actividad

superficial e interfacial (Ivshina, 2017).
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2.5.Estrategias de biorremediacion
La biorremediacion es una técnica basada en la capacidad metabdlica de diversos

microorganismos Yy la aplicacion de plantas con el fin de mitigar, degradar o reducir
contaminantes _erganicos peligrosos a compuestos inocuos como dioxido de
carbono (COgz, metano (CHs, agua (H20) y biomasa (Varjani, 2017). Esta se
considera ambientalmente segura y econdmica (Das et al. 2014). La
biorremediacion de un'suelo depende de diversos factores como: presencia de una
poblaciéon microbiana €om potencial degradador, estructura, concentracion y
biodisponibilidad del contaminante; asi mismo, disponibilidad de oxigeno, nutrientes,
tipo de suelo, contenido de materia organica y minerales presentes en el mismo,
entre otros (Peeples, 2014).

Las estrategias de biorremediacion‘pueden ser in situ, cuando implica el tratamiento
del material contaminado en el sitio, y ex'situ, lo que implica el transporte del material
contaminado para ser tratado en_otro lugar. La biorremediacion puede ocurrir por
diferentes vias: a) a través del ‘proceso natural de biodegradacion (atenuacién
natural o biorremediacion intrinseca)y b) inoculando microorganismos exogenos
(bioaumentacion) en el suelo con el fin de"incrementar la biocenosis microbiana
(comunidad biética) con capacidad degradadora, €) a través del suministro de
nutrientes al suelo (bioestimulacion) que preporcionan” donantes de electrones o
aceptores para activar la capacidad oxidativa de los microorganismos nativos (Ingle
et al. 2014, Shukla, et al. 2014; Wu et al. 2017).

Las plantas también pueden ser aplicadas para remediar matrices contaminadas, a
través de varios procesos como adsorcién, transporte y translocacion, hiper-
acumulacion o transformacién y mineralizacion (Pandey et al. 2015). La
fitorremediacion consiste en atenuar las concentraciones de los contaminantes
aprovechando la capacidad remediadora de las plantas.

Una de las técnicas de biorremediacion mas comun involucra el compostaje,el.cual
es un proceso donde residuos organicos son degradados por microorganismaos;
tipicamente a temperaturas elevadas, en sistemas bajo control experimental (Das'y.
Dash, 2014).
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2.6.Indicadores de biorremediacion
Las técnicas de biorremediacion aceleran y optimizan las condiciones para la

biodegradacién natural de componentes del petréleo (Margesin et al. 2000) su
evaluacion requiere medir mas que solo el contenido de hidrocarburos remanente
en el suelo. La hieeenosis con capacidad de oxidar hidrocarburos a menudo se
dispara poco despugs de la contaminacion de un ecosistema.

La microbiota es muy sensible a cualquier cambio en el ambiente, pardmetros
vinculados a la actividad biol6gica del suelo se consideran indicadores eficientes
para evaluar el impacto y ‘degradacion de contaminante; asi como, determinar la
factibilidad del tratamiento deCbiorremediacion (Guerrero et al. 2012; Torris et al.
2018). La respiracion del suelo, 1a actividad enzimatica y la biomasa son ejemplos
de indicadores que permiten calificarfosdescartar la eficiencia de diversas técnicas
de biorremediacién (Riveroll, 2014; Gaonzalez, 2014).

Respiracion del suelo

Fisiologicamente, la respiracion se define como una serie de procesos metabolicos
que rompen o catabolizan moléculas-orgéanicas.para liberar energia, aguay €0, en
una célula. En el suelo es estudiado prineipalmente en relacion con el intercambio
de C0O, y 0,. La respiracion es utilizada principalmente para describir la tasa de
produccién de C0, de microorganismos, animales, partes.de plantas como raices y
rizomas en el suelo (Luo y Zhou, 2010).

Durante la descomposicion de compuestos organicos contamifantes una parte del
carbono es devuelto a la atmésfera en forma de CO2, mientras que otra se
transforma en otros compuestos més sencillos o son almacenadoés«en estructuras
microbianas (Guerrero et al. 2012). Aproximadamente el 10% de la respiracion del
suelo se deriva de la descomposicion de compuestos de carbono mas antiguos y
mas recalcitrantes (Ryan y Law, 2005). Al Kharusi et al. (2016) considera, a la
respiracion microbiana un meétodo accesible y eficiente para predecir la degradacion
de los hidrocarburos.

Actividad enzimatica

Peeples (2014) considera que los microorganismos, para degradar compuestos de

manera eficiente, utilizan enzimas especificas que sirven como catalizadores. Estas
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aceleran las tasas de reaccion disminuyendo la energia libre de activacion. A
menudo “contienen grupos estructurales cargados que pueden cambiar las
densidades‘electronicas de los compuestos que reaccionan, lo que facilita la ruptura
y la creacién defuevas uniones.

Una enzima puede ‘estar presente de manera intracelular en una célula viable,
liberarse en el ambiente del suelo después de la muerte celular y la lisis o bien ser
adsorbida por los coloides del suelo o encapsuladas por moléculas humicas
incrementando su estabilidad y duraciéon (Nannipieri et al., 1996). La actividad
enzimatica del suelo es impartante porque refleja el estado en el que se encuentran
sus poblaciones microbianas y st relacioén con la biologia del suelo, la produccion
de biomasa, la degradaciéon de centaminantes y la conservacién de ecosistemas
(Montejo et al., 2009). Las enzimas intracelulares y extracelulares pueden degradar
los compuestos organicos (Shukla et al., 2014), por tal razén, en biotecnologia son
usadas como medida de la eficiencia de los tratamientos biolégicos al remediar
suelos impactados por diferentes_. contaminantes, incluyendo hidrocarburos
(Margesin et al., 2000; Montejo et al.;-2009).

Biomasa microbiana

El ciclo de la mayoria de los elementos estd-determinado parcial o completamente
por la cantidad y actividad de organismos que asimilan/compuestos minerales o
descomponen la materia organica presentes en los ecosistemas. Por lo tanto, la
biomasa microbiana del suelo es un indicador importante deliestado de la vitalidad
del suelo, por lo tanto, se recomienda para la valoracion de™los efectos de
compuestos organicos de diverso origen, incluyendo los derivados)de petroleo,
sobre la microflora del suelo. La biomasa, actualmente se determina a _través del
método como el de respiracion inducida por el sustrato a corto plazo o-per el de
fumigacion-extraccion (Margesin et al. 2000).

2.7.Eichhornia crassipes
Lirio acuatico o jacinto en algunos lugares, es uno de los nombres comunes de

Eichhornia crassipes, una planta acuatica de libre flotacion que pertenece a la
familia Pontederiaceae. Encabeza el listado de 665 plantas invasoras en México,

llegando a cubrir hasta el 64% de la superficie en zonas infestadas (Martinez, 2014).
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Esta especie exotica nativa de las amazonas fue introducida al pais por el comercio
de plantaS ornamentales para acuarios 0 acompafiando a peces también exoticos
e importadoS a nuestro pais (Bonilla y Santamaria, 2013).

Una especie inyasora es una especie exotica que ha sido introducida accidental o
intencionalmentesfuera de su distribucion natural, cuyo impacto implican problemas
sanitarios, afectaciones a la economia, y a la biodiversidad (Aguirre et al., 2009). En
México la diversidad de.€cosistemas acuaticos presenta caracteristicas diferentes
entre ellos, debido a que'a topografia del pais no es uniforme, generando diversos
escenarios para la propagacion_del lirio. Eichhornia crassipes interviene en la
captura, estabilizacion y formaciéh de sedimentos debido a su sistema radicular, ya
que tiene la capacidad de modificar la forma y tamafio de sus estructuras
vegetativas de acuerdo a las condiCiones ambientales en las que se encuentra
(plasticidad morfologica) (Moreira e " Infante, 2017). Su alto potencial de
translocacion permite distribuir los'nutrientes minerales desde la raiz al tallo y hojas
y finalmente cuando sus estructurasegetativas decaen pasan a formar sedimentos
ricos en nutrientes (Bonilla, 2009; Carrién et al«2022). Sin embargo, debido a sus
altas tasas de reproducciéon y alta permanencia reviste la superficie de cuerpos
dulceacuicolas con tapetes de gran espeseor-los cuales se ven involucrados en la
perturbacién de los mismos, obstruyendo la navegacion, la pesca, actividades

agricolas y de recreacion (Bonilla, 2009).
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3. Antecedentes



El compostaje es uno de los métodos mas aplicados en el manejo de residuos
organicos, aungque es un meétodo sencillo requiere de multiples estudios los cuales
permitan su'repetibilidad y eficiencia. Ademas, las condiciones varian con respecto
al material a compostear. Por ejemplo, Umsakul et al. (2010) compostearon lirio
acuatico durante”1l _semanas Yy realizaron el andlisis de los cambios fisicos y
quimicos obteniendosuna temperatura maxima de 40°C desde que inicid y el
incremento de la relacion C/N de 17.61 hasta 18.12 al finalizar el proceso. Sus
resultados demostraron que.la aplicacion del jacinto de agua facilita el desarrollo de
una fase terméfila y que ademas mejora el producto aplicando Bacillus sp. cepa B4.
Otros parametros importantes durante el compostaje son la evolucion del CO,, las
tasas de absorcibn de O, y los)nutrientes. Estas Ultimas variables fueron
consideradas relevantes por Prasad et al. (2013) al realizar compostaje de lirio
acuatico mediante pilas agitadas. Los resultados obtenidos demostraron que Na*,
K*, Ca*, Mg*?, P y N total aumentaron significativamente y que la tasa de
produccion de CO, y absorcién desoxigeno, DBO y DQO disminuyeron durante el
proceso del tratamiento, consistente_en la adicién de lirio, aserrin y estiércol
(90:15:45 Kg). Ademaés, recalcaron que adicionardemasiado o muy poco estiércol
reduce la actividad metabdlica de los microorganismos:

Es importante sefialar que, los multiples .estudios‘.del. compostaje permiten
determinar aplicaciones potenciales. Una de sus aplicaciones relevantes es en la
agricultura, Osoro et al. (2014) y Mashavira et al. (2015) aplicaron composta de lirio
acuatico sobre maiz y tomate y determinaron que el jacinto se puedeaplicarse como
abono, con el fin de incrementar el rendimiento de la planta. En l@S, resultados de
Mashavira et al. (2015) las concentraciones de metales pesados aumentaron a 85%,
93% y 86% aunque inferiores a los niveles permitidos mostrando que la aplicacion
del lirio sobre el cultivo de tomate no expone a los consumidores a toxicidad por
metales pesados.

Ademas, el lirio ha sido estudiado para descontaminar madera tratada con creoseta
(CTW) por Covino et al. (2016), utilizando ademas dos agentes de volumen: a)
esquejes de hierba (GC) y b) hojarasca (BL). La concentracion inicial de HAP en

CTW (26,500 mg kg?) se redujo a 3y 19% después de 240 dias en compostaje con
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GC y BL, respectivamente. La degradacion de PAH excedi6 el umbral bioaccesible
predichoy’estimado a través de la extraccién secuencial supercritica de CO,, junto
con la detoxificacion significativa, evaluada mediante pruebas de contacto usando
Vibrio fischeri yyHordeum vulgare.

Ademas, ya que“el lirio acuédtico es una especie que se reproduce con facilidad
representa una solucién sustentable a problemas que requieren de poca inversion.
Por ejemplo, Ramirez-et al. (2017) utiliz6 una mezcla de viruta de madera y lirio
acuatico (5, 10, 15 20 %)icon el fin de tratar residuos organicos con alto contenido
de humedad y bajo contenido de,lignina y celulosa. Los tratamientos incluian una
mezcla de los seis residuos generados en mayor cantidad en la central de abasto
de Cd. de México (1200 g por celda). Los resultados determinaron que el material
estructurante seco permitié regular el exceso de humedad aportado por los residuos,
absorbiendo parte de los lixiviados y mejorando la porosidad de las pilas. De modo
que, el aprovechamiento de una prateria prima que existe en abundancia representa
una oportunidad en multiples camp0s.y. ademas de no ser un elemento dificil de

adquirir, su costo no representa un obstaculo paraxesolver el problema.
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4. Justificacion



Actualmente, la creciente necesidad de alimentos, servicios y combustibles
demanda’la continuidad de la explotacién de hidrocarburos en el sureste de nuestro
pais. A pesar/de los esfuerzos por impulsar el uso de biocombustibles y otras
fuentes de energias alternas, la informacion disponible indica que la contaminacion
generada durante las actividades de extraccion, transporte y procesamiento de
hidrocarburos no soelosprevalecera, si no que muy probablemente ird en aumento
(lvshina et al. 2017), acelerando el deterioro y contaminacién de los ecosistemas
tropicales. En los estadossde.Veracruz y Tabasco, durante el periodo comprendido
entre los afios 2000 al 2014+(CNH, 2014) se concentré el 58% del volumen total de
hidrocarburos derramados entierra. La mayoria de los sitios contaminados
permanece sin tratamiento o no reeiben atencion inmediata y en otros casos se ha
demostrado que las técnicas de<remediacion aplicadas no son adecuadas,
persistiendo la afectacion al suelo aun‘después de su tratamiento.

Tabasco se encuentra cubierto ep/gran parte por las cuencas hidrolégicas de mayor
caudal en el pais, cuenta con 62 corrientes y;20 lagos de gran importancia para la
region. Al menos el 79.97% de la superficie estatal se caracteriza por tener clima
calido humedo con abundantes lluvias enerano 'y el)19.64% presenta clima calido
hamedo con lluvias todo el afio (INEGI,~2017). EStas condiciones favorecen la
propagacion de flora y fauna nativos de la region; asi camo, de especies exoticas
que se han establecido y dispersado con gran facilidad. Ejemplo de ello, es el lirio
acuatico (Eichhornia crassipes), planta considerada como una-de las 100 especies
exoticas invasoras mas dafiinas del mundo (Lowe et al., 2000). Esta especie ya se
ha probado como abono agricola a través del compostaje, técnieayampliamente
estudiada; sin embargo, su aplicacién en la biorremediacién adn requiere de
experimentacion, puesto que sus resultados dependen directamente~de las
propiedades fisicoquimicas de los materiales utilizados, su proporcién”y las
condiciones del medio en el cual se utilice. Tales factores determinan condiciones
Optimas para el crecimiento de diversas especies de hongos y bacterias capaces.de
degradar contaminantes organicos como los derivados del petréleo. La aplicacion
del lirio acuatico como acondicionador organico, en el co-compostaje de suelos

contaminado, representa el uso de un recurso accesible de aporte de nutrientes y
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microarganismos que podrian mejorar la biodegradacion de hidrocarburos, a través
de la bioeStimulacion y bioaumentacion del bioproceso. Ademas, de que contribuiria
en la recuperacién de los cuerpos de agua perturbados por la propagacién
inmoderada de€5ta planta acuatica. De acuerdo a lo anterior, en el presente trabajo
se evalud la eficiencia de la aplicacion del lirio acuatico durante el co-compostaje,
bajo condiciones de‘bieestimulacion y bioaumentacion, de un suelo intemperizado
altamente contaminado’ con hidrocarburos. La evaluacion se basé en la
determinaciéon de diferentes.indicadores relacionados a la actividad microbiana y

biodegradacion por microorganismos nativos y exogenos.
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5.1.0hjetivo general

Evaluar la“aplicacion de lirio acuatico (Eichhornia crassipes) como acondicionador
organico « gpromotor de la biodegradacion de hidrocarburos en suelos
intemperizados_en procesos de biorremediacion acelerada en sistemas de co-
compostaje.

5.2.0bjetivos espegificos

e Evaluar el efeeto_del lirio acuético sobre la biodegradacion de hidrocarburos
totales del petréleo’en un suelo intemperizado.

e Comparar el efectoyde un inoculante experimental en la biodegradacion de
hidrocarburos en presencia de lirio acuatico como acondicionador organico.

e Evaluar la actividad respiratoria (produccién de CO2 y consumo de O2)
durante el co-compostaje“de, suelo contaminado.

e Analizar parametros cinétices de biodegradacion asociados a la actividad
metabdlica durante el bioprocese de co-compostaje.

5.3.Hipétesis

El lirio acuatico favorece el estado ‘oxidativd en el proceso de co-compostaje,
derivado del incremento de la actividad © biedegradadora (remocién de
hidrocarburos), metabolismo respiratorio y.de'actividad'enzimatica vinculada, lo cual

se reflejara en una mayor eficiencia del bioproeceso.

24






6.1. EStrategia experimental
La experimentacion se realizé de la siguiente manera:

Activacion'de Recoleccion de SIC
cepas .
I I Recoleccion
de Lirio
inoculante solido | I
| 2da Recoleccion de SIC Triturado
Adicion del I |
inoculante
Caracterizacién microbiolégica Secado al sol
_ [ |
1.2 Kg = SIC+| Tamizado y Molido
mezclado
w w
1.2Kg=SIC+LI ¥ Caracterizacion
o \ » fisicoguimica y
» Acondicionado mlCFﬂbiDla'glca
—  12Kg=SIC+L |
| Separado por > .

SIC+L, SIC#LI SIC+],SIG

triplicado
- Determinacion de
Evaluacion del potencial de mo. degradadores
N i el
biodegradacion - Actividad
| enzimatica
Extraccion y cuantificacion de SCinética de
hidrocarburos produccién de CO2 y
| 02
Analisis & interpretacidn de
resultados

A J

Conclusiones

Figura 2. Estrategia experimental: SIC: Suelo Intemperizado Contaminado, SIC+L: Suelo
intemperizado Contaminado mas Lirio, SIC+LI: Suelo Intemperizado Contaminado mas Lirio (e
Inoculo, SIC+l: Suelo Contaminado mas Inoculo
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6.2. Afea de colecta de suelos y lirio acuatico
El suelo se“e@btuvo de un sitio contaminado ubicado en Villa la Venta, Huimanguillo

Tabasco, ubi€ado en las coordenadas 18°g’25.2”N y 94°3'11.6” O. La recoleccion
de las muestras.consistiéo en un muestreo dirigido, basado en las observaciones del
derrame (patron-de“dispersion de hidrocarburos, manchas caracteristicas, etc.). Se
seleccionaron los puntos de muestreo en los cuales se recolectaron muestras a una
profundidad de 0 a 3Q cm El suelo fue transportado (a temperatura ambiente) al
invernadero de la Divisibnyde Ciencias Biolégicas de la UJAT, posteriormente se

tamizé (malla 4) para su homogenizacion y mezclado.

Google Earth

Figura 3. Localizacién del area de estudio en VillajLa Venta; Huimanguillo, Tabasco. Suelo
Intemperizado Contaminado con hidrocarburos (SIC),'Zona arqueologica (ZA), Complejo Procesador
de Gas (CPG).

Para la recoleccion del lirio acuatico, se ubicé un cuadrante ep’un canal de aguas
pluviales en la rancheria Benito Juérez, Jalpa de Méndez Tabascosdonde existia
acumulamiento de la especie con el menor impacto de actividadesvhumanas, de
acuerdo a lo realizado por Moreira e Infante (2017). Fue retirado manualmente y
posteriormente el lirio se triturd6 con equipo mecénico (cosechadora-picadora). El
material se trasladé a la Division Académica de Ciencias Biologicas y se secg.al sol,
hasta que alcanzé una humedad aproximada del 30%. Posteriormente, se moliQ
para obtener un granulado fino (<2 mm). Se mantuvo hiumedo el material hasta que

fue utilizado en el co-composteo con suelo contaminado.
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6.3. Inbculo
El in6culorbacteriano se integrd por las siguientes cepas bacterianas: a) Bacillus

cereus (BCIA), b) Bacillus subtillis (Bs7A), Bacillus subtillis (Bs9A), c) Gordonia
rubripertincta“(Gr3A) y UAM10AP (no identificada), aisladas previamente de la
rizosfera de Cyperus laxus, una planta que crece naturalmente en suelos

contaminados con petroleo, y caracterizadas por Diaz-Ramirez et al. (2000).

6.4. Disefio experimental
Se realiz6 un experimentg factorial 2x2 con unidades experimentales compuestas

por diferentes mezclas de” 1.2 Kg (peso seco) constituidas con: un suelo
intemperizado contaminado conHTP (58,592 ppm) — lirio acuético. El experimento
consistié de cuatro tratamientos Cef'tres réplicas cada uno, estudiados durante 50
dias del proceso de co-compostaje, las unidades experimentales se dividieron como
sigue: a) Suelo Intemperizado Contaminado mas Lirio (SIC+L), b) Suelo
Intemperizado Contaminado mas-Lirio e'Indculo (SIC+LI), ¢) Suelo Intemperizado
Contaminado mas indculo (SIC+I).y d) Suelo Intemperizado Contaminado (SIC)
como control. La proporcién de lirio wtilizada enstodas las mezclas fue equivalente
al 10% y se afiadio el agua necesariaspara mantener la humedad al 50%. El
experimento se llevé a cabo dentro del invernadero (26-38°C) de la DACBIol -UJAT,
en charolas con capacidad de 10 L que fueron cubiertas con bolsas de plastico. Las
unidades experimentales se airearon manualmente cada tres'dias y se recolectaron
muestras para su analisis cada cinco dias.

6.5. Preparacién del inoculante solido
La preparacion se realiz6 mediante el método aplicado por Zentella_en el 2018, el

cual consistid en la activacion de cada una de las cepas bacterianas previamente
mantenidas en refrigeracion. Seguidamente, se verificd su pureza mediante cultivo
en placas Petri con medio sdélido (agar de soya y tripticaseina, 48h; 30°C).
Posteriormente, se inocularon matraces de 500 ml con 50 ml de caldo nutritivo.y,se
incubaron durante 72 horas en agitacion (200 rpm). Se determindé la densidad optica
de las suspensiones celulares, en un espectrofotometro a 600nm (ThermoScientific,
Evolution 220). Una vez alcanzada la densidad 6ptica adecuada (~0.6A). Se integr6

el volumen total del cultivo mixto definido (CMD), el cual se adicion6 a una mezcla
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de agrolitay alginato de sodio previamente estéril para posteriormente solidificar en
una solueion de cloruro de calcio (0.2 M).
6.6. Métodos/analiticos

6.6.1. Parametros/fisicoquimicos del suelo

Potencial de hidrogeno (pH)
La medicion del pH-deslos tratamientos se realizo mediante el método aplicado por

Santos (2017). Se peso.40 g de muestra y se coloco en vasos de precipitados de
50 ml. Se adicionaron 20;ml.de agua destilada a cada uno, se agitaron y dejaron
reposar durante 24 hrs pard después realizar la extraccion del liquido mediante
fitrado a vacio (bomba de vacio modelo EVANS 5HP) utilizando papel filtro
(Wattman No. 42). Finalmente ) se midi6 utilizando un potencidmetro
(ThermokElectron, modelo Versa B40) previamente calibrado.

Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica (dS/m)-se midi6 en el liquido extraido en la medicion del
pH (Carter y Gregorich, 2008)”_Se utilizo el medidor multiparamétrico
(ThermokElectron, modelo Versa B40) equipado con electrodo de conductividad
(Orion DuraProbe conductivity cell. Modelo 013005MD) previamente calibrado (KCI
1.412 dS/m).

Determinacién de Carbono Organico Total (COT)

Se calcul6 usando el método aplicado por Moreira e Infante(2017), el cual consistié
en llevar 1 g de muestra en un crisol a peso constante (PC) a-550°C en una mufla
durante dos horas, posteriormente se pesaron los crisoles frios coprla ceniza (PCC).
A partir de los datos obtenidos se calculd %Ceniza, necesaria para obtener el
porcentaje de materia organica (%MO) y finalmente el porcentaje dej\Carbono
Orgénico (%CO).

A continuacion las ecuaciones para los célculos de los parametros anteriores:

PCC—-PC

Ecuacion 1 %Ceniza = 100

muestra
Ecuacion 2 %MO = (100)(%Ceniza)
Ecuacion 3 CO0% =% o

1.724
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Determinacion de nitrégeno total
Se determino/conforme al método AS-25, descrito en la Norma Oficial Mexicana
NOM-021-SEMARNAT-2000. Brevemente, consistié en la digestion de 0.5 g 6 0.1
g de muestra de Suelo o lirio respectivamente, con mezcla de catalizadores y 4cido
sulfarico concentrade; calentando a temperatura media hasta que el digestado
obtuvo color verde clare; destilandose y colectandose el amonio liberado, éste se

titulé finalmente con alcali:

Extraccién de hidrocarburos totales de petréleo
Se realiz6é usando el método de extraccion Soxhlet (EPA 3540). Fueron necesarios
10 g de la muestra (base seca). LLayextraccion se realiz6 con una mezcla (160 ml)
Acetona: Hexano (1:1), y se mantuve™a reflujo durante 8 horas en el extractor
Soxhlet. Posteriormente se utilizé un rotavapor para la eliminacion del solvente. Los

hidrocarburos residuales (mg kg#)/fueron cuantificados gravimétricamente.

Precipitacion de asfaltenos
Se llevé a cabo filtrando a vacio 0.5-g-de http/(Whatman No. 42) previamente
obtenidos mediante la extraccion Soxhlety el precipitado se obtuvo con ayuda de
hexano frio el cual fue colectado en un matraz Kitazato. Se realizaron de 3 a 5
lavados cada uno con 10 mL de hexano frio y el filtradoSetransfirié a una charola
de aluminio (100 mL), finalmente se evaporoé el solvente en campana de extraccién
(Diaz-Ramirez, 2000; Pérez, 2012).

Fraccionamiento de los hidrocarburos sin asfaltenos
Se realiz6 el fraccionamiento basado en la separacion por cromatografia en
columna utilizando silica gel como fases estacionarias y solventes organices como
agentes de elucion descritos por Diaz-Ramirez, 2000 y Pérez, 2012. Se adicioparon
0.2 g de hidrocarburos (sin asfaltenos) disueltos en n-hexano a una coldmna
previamente empacada con silica gel (malla 60-200, Baker) y preacondicionada’cen
n-hexano. Posteriormente, se hicieron eluciones (10 ml) en el siguiente orden: 1) n-
hexano 2) tolueno-hexano, 3) tolueno, 4) tolueno-metanol y 5) acetona-metanol.
Cada fraccion se recolecto en viales de vidrio a peso constante, para posteriormente

realizar la determinacion gravimétricamente.
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6.6.2. Analisis microbiolégicos

Conteo deamicroorganismos heterétrofos del suelo
Se realiz6 la cuantificacion de microorganismos heterotrofos totales por el método
de diluciones seriadas y conteo en placa (Lorch et al., 1995). Se us6 Agar Soya
Tripticaseina (AST, DIBICO) para bacterias y Agar Papa Dextrosa para hongos
(PDA, DIBICO). Las placas se incubaron a una temperatura de 32°C, para después
realizar los conteos de las Unidades formadoras de colonias (UFC g') alas 24 y 48

horas.

Cuantificacion de microorganismos degradadores
Para la cuantificacion de micraorganismos degradadores de hidrocarburos
(hexadecano, HXD) se utiliz6 el método,de Nimero mas Probable (NMP g suelo
seco) descrito por Wrenn y Venosa, 1996, modificado como sigue: Se usaron las
mismas diluciones que las preparadas para, el método anterior y se transfirieron
alicuotas (20 pl) de cada una (hasta\10°) a(microplacas, para su incubacién en
medio mineral con hexadecano comq fuente de~carbono. Las microplacas se
incubaran durante 1 semana a 35°C. Fihalmente,” se~adiciond iodonitrotetrazolio
(INT, 3 g/l) a cada pocillo y se dejo incubar 24 horasymas. Se registraron los
resultados positivos y se realizd el célculo del NMP «de) los microorganismos
degradadores, utilizando el software MPN-calculator (EPA V4.04).
Andlisis respirométrico

Se cuantificd el consumo de O: y la produccion de CO:z para-eada uno de los
tratamientos, utilizando un sistema semi-automatizado de respirometria, (Sistema
SS4, Sable System International Co.). Se usaron frascos de vidrio con tapas de
rosca (500 ml) como unidades experimentales conteniendo 30 g de muestra{base
seca). Las botellas se cerraron herméticamente y se determiné el Oz consumido y
el CO2 producido durante 24 horas, realizando lecturas cada 8 horas. Los datos de
la tasa de respiracion fueron calculados usando el software Expedata (SableSys
Version 1.6.2) y se expresaron como: mg O? kgthty mg C-CO2 kgt h?. Las
condiciones de operacion del sistema y la calibracion de los sensores se hicieron

siguiendo el protocolo estandarizado previamente (Riveroll-Larios et al. 2015).
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Determinacion de la biomasa microbiana por el método de fumigacidn-extraccion
Se determing la biomasa microbiana del suelo por el método propuesto por Vance
et al., (1987) y'modificado por Joergensen y Brookes (2005). Se utilizaron 25 g de
cada muestra (base seca) previamente homogenizados y tamizados (g 2.38 mm).
Se analizaron dos’grupos de muestras: fumigadas y no fumigadas (control). Se usé
cloroformo (15 ml) libre de etanol (CHCI3) para la fumigacion (24 h) en atmésfera
libre de CO,. Posteriormente, las muestras de suelo-lirio fueron transferidas a
matraces (250 mL) con elfin.de extraer la biomasa microbiana con K2SO4 0.5 M. La
determinacién se realiz6 sometiendo un volumen (5 ml de cada muestra) a reflujo
en presencia de dicromato depetasio. Finalmente, se registrd la concentracion de
C de la biomasa volumétricamente-tisando sulfato-ferroso como agente titulante. Se
calculo el contenido de C de la biomasa de acuerdo con la ecuacion propuesta por
Vance et al. 1987.

Determinacién de enzima lipasa
La actividad de la enzima lipasa s€,determing.ttilizando el método propuesto por
Margesin (2005). Brevemente, se empleo.p-nitrofenol butirato (pNPB) como sustrato
y 0.1 g de cada muestra de suelo més lirie aeuatico'(por.triplicado). La determinacion
se realiz6 incubando por 10 minutos y posteriormente seéparando por centrifugacion
(3500 rpm durante 7 minutos). Se determind ““a«_actividad enziméatica
espectrofotométricamente (A=400 nm). Al mismo tiempo se prepar6 una curva de
calibracion utilizando p-nitrofenol (0, 25, 50, 75, 100 y 125 ug/pNP/5 ml de solucién
amortiguadora). Los resultados se expresaron en ug pNP g% suelo seco min?

(unidades enzima).

6.7. Analisis estadisticos

Para el analisis de los resultados de las variables de la caracterizacion fisicoguimica
del suelo contaminado intemperizado (relacion C/N, pH, C.E.) y del contenido de"los
hidrocarburos residuales (biodegradacion) y composicion de los hidrocarburos
residuales por fracciones, se realizé un ANOVA simple para la comparacion de las
medias para los diferentes tratamientos y cada una de las fracciones de los

hidrocarburos. Para los analisis microbiol6gicos (UFC g*), biomasa microbiana,
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actividad respiratoria y enzimatica lipasa se compararon las medias entre los

tratamientos)con respecto al tiempo, se realiz6 un ANOVA simple.

Para llevar @a..cabo el andlisis estadistico de los hidrocarburos residuales
(biodegradacion)yvbiomasa microbiana, lipasa, actividad respiratoria (CO2 producido
y consumo de O2) (Se realizé un ANOVA multifactorial. Los factores evaluados

fueron: a) lirio, b) inoCulante y c) interaccion lirio-inoculante.
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7. Resultados y discu



7.1. Suele intemperizado altamente contaminado con hidrocarburos:
caracterizacion fisicoquimica
La determina€ion”de nitrégeno (N) y carbono organico total (COT) se llevé a cabo en el

laboratorio de Bieprocesos en la Division Académica de Ciencias Bioldgicas de la UJAT.
Otras propiedades “fisicas y los componentes del suelo fueron determinadas por un
laboratorio certificada (Fertilab S.A. de C.V.) y sus resultados fueron comparados con la
NOM-021-RECNAT-2000En la Tabla 1 se muestran los valores de la composicion
elemental del suelo intemperizado altamente contaminado con hidrocarburos. El suelo se
clasifico como de textura franco, moderadamente acido y con elevados niveles de salinidad
(35.5 dS/m), punto de saturacion.(82%) y capacidad de campo (44.1%).

El contenido de materia organica (M@)_en el suelo fue de 30.3%, lo que probablemente se
debié a la abundante vegetacion en el sitio donde se recolectd el suelo. Ademas, el
contenido de nitrégeno total (0.76%) resultg'alto; mientras que la concentracion de COT fue
de 22.9%. Con estos valores se estimg una C/N de 30 en el suelo contaminado
intemperizado.

En cuanto a los nutrientes, el suelo presento un caentenido elevado de iones como magnesio,
moderadamente alto de fosforo disponible”y un elévado nivel de sodicidad (Tabla 1). En
cuanto a la disponibilidad de micronutrientesS, el contenido de cobre, zinc y boro fue de
moderadamente bajo a alto. Estos resultados probablemente reflejan el grado de
intemperizacion del suelo y la recurrente contaminacion a“la que ha estado sujeto por
muchos afios, lo que probablemente ha llevado a la concentracion de algunos iones

abundantes en el petréleo.

Se determiné el contenido de diversos cationes en el suelo contaminade- intemperizado. En
general la capacidad de intercambio catidnico resulté muy alta (Tabla 2). £n particular el
contenido de calcio y magnesio, como cationes intercambiables en ‘el suelo, resultd
moderadamente bajo y moderadamente alto, respectivamente. Asi mismo, el'sodio present6
una alta capacidad de intercambio, lo cual puede explicar el alto grado de-Ssalinidad
(sodicidad) del suelo. Cabe mencionar que el area de donde se recolecto el suelo esta sujeta
a inundacion y entrada de agua salobre a través del arroyo La Venta que comunica\con.el
Rio Tonald y la costa cercana. La alta capacidad de intercambio catiénico, del suelo

estudiado, probablemente se deben a un elevado caracter coloidal, gran area superficial y
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carga negativa, debido a las cuales puede actuar como un almaceén de nutrientes para los

microorganismos (Mufoz-Iniestra et al. 2000) y a la vez una elevada salinidad.

El contenido deestos elementos (Tabla 2) es importante ya que mejoran la estructura del
suelo, aumentan la‘\estabilidad de los agregados y neutralizan la acidez. En contraparte el
elevado contenido de sodio intercambiable (Tabla 2), puede propiciar que el suelo no sea
capaz de sostener el desarrollo de plantas en virtud de la elevada presion osmdética que

causa la presencia de este’ion.
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Tabla 1. Diagnostico de~lafertilidad del suelo contaminado usado en el co-compostaje.

Composicion elemental®

(mg Kg)
Elemento P K* Ca*? Mg* Nat* Fe*3 Zn*2  Mn*? Cu? B* Al*3 S N-NOs
40 222 5,692 1,197 2600 129 137 11.8 0.53 116 6.86 3,237 0.14
Clasificacion  Modte?. . Muy Muy Muy . Modte. Muy  Muy  Muy Muy
alto Medio Alto Alto alto alto alto Medio bajo? alto bajo alto bajo

1Resultados obtenidos por Fertilab S.A. de C.V. e interpretados de acuerdo a la NOM-021-RECNAT-2000.
2Modte.= moderadamente

Tabla 2. Cationes intercambiables en el suelo intemperizado Contaminado con hidrocarburos (SIC)

Cation
Ca*? Mg* K* Na** A3 * H** Cic
meq/100g 28.4 9.85 0.57 11.3 0,08 0 50.2
Saturacion (%) 56.6 19.6 1.14 22,5 0.16 0
_Capacid_ad de Mod_te. Modte. Bajo Muy qu Muy
intercabio** bajo alto alto bajo alto

Resultados obtenidos por Fertilab y comparados con la NOM-021-RECNAT=2000.
*Es deseable que estos elementos tengan un bajo contenido
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7.2. Co-compostaje de suelo intemperizado contaminado con hidrocarburos en
adicion de lirio y un inoculante experimental
En los procesos/de biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos, no es

suficiente monitoreganla concentracion de contaminantes con el tiempo (Gandolfi et al. 2010).
Con el fin de lograros-objetivos planteados y evaluar las mejoras durante el proceso de
co-compostaje de suelo intemperizado altamente contaminado con hidrocarburos,
adicionando lirio y un inoculante experimental, se analiz6 el pH, la conductividad eléctrica,
el contenido de hidrocarburos~residuales y su composicion, la biomasa microbiana, la

actividad de la enzima lipasa y'la respiracion del suelo.

7.2.1. Relacién carbono-nitrégeno (C/N) durante el proceso de compostaje
En los suelos, durante su biodegradacion.de hidrocarburos, la composicion de éstos puede
afectar la relacion C/N (Meng et al. 2018)\En el experimento de co-compostaje, se afiadid
solo el 10% de lirio como parte de la mezcla con el suelo al inicio de los tratamientos.
Relaciones C/N menores a 30 se han-sefialado'como favorables para el co-compostaje. En
el caso del experimento, debido a que €]l €OT del Suelo resulté muy alto, para ajustar valores

de C/N cercanos a 25 se requeririan cantidades muy altas de lirio (peso seco).

Tabla 3. Relacién carbono/nitrégeno }(C/N) ‘durante el proceso de co-
compostaje adicionando lirio acuatico ¥ yninoculante.experimental.

Tiempo (d) Relacién C/N
SIC SIC+L SIC+LI SIC+I
0 29.79+0.46a 27.93+0.25b 27.93+0.25h.."29.79+0.46a
30 30.28+0.14a 29.07+0.72b 34.78+1.35c * 33.84+2.74c
50 29.62+0.81a 28.84+0.62b 27.72+2.02b 26;86+0.09b

En la tabla se presentan los valores promedio de las muestras analizadas por triplicado.
Diferentes letras (a, b, c) indican diferencias estadisticamente significativas (LSD, P<0.05) entre
cada una de las muestras analizadas en los diferentes tiempos de analisis.

El lirio acuéatico usado en los experimentos, registrO un contenido de hitfégeno de
1.65+£0.09%, este contenido permitié que su aporte en las mezclas propiciara la disminucion
de la C/N respecto al suelo control (Tabla 3), representando 1.98X10 g N g de suelo al
inicio del experimento. Por ello, los suelos que incluyeron lirio en su tratamiento resultaron
tener un C/N menor que SIC y SIC+l (LSD, P<0.05). Sin embargo, al transcurrir 30 dias del

co-compostaje, se incremento la relacion C/N Unicamente en los tratamientos con adicion
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de inoculantes(SIC+LI y SIC+I) (LSD, P<0.05). Este incremento indicé una limitacion en el
nitrégeno, al'mismo tiempo en que la biomasa microbiana disminuyé. Por lo cual se afiadié
fertilizante (T17;/12.4 g Kg-1 de suelo) a los suelos tratados con lirio, lirio-inoculante e

inoculante, dosificAndose a los 35 y 40 dias del co-compostaje.

Al final del proceso, salo los suelos SIC+LI y SIC+I presentaron diferencias significativas
después de la adicién<del-fertilizante (LSD, P<0.05), sin embargo solo, los tratamientos

SIC+L y SIC+LI fueron similares al control.

7.2.2. pHy conductividad eléctrica (CE)
Los resultados presentados en la‘Eigura 4 representan el comportamiento del pH a lo largo
del proceso de co-compostaje. La adicion del lirio en los tratamientos SIC+L y SIC+LI
propici6 diferencias significativas respectoral resto de los tratamientos y entre si a través del
tiempo de co-compostaje, (LSD, P=<0.05).
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Figura 3. Promedio de los valores de pH durante el proceso de co-compostaje. La linea verde establece el
limite maximo para suelos neutros (NOM-021-RECNAT-2000) y la linea vertical color morado sefala el dia
en que se adiciono el fertilizante inorganico (triple 17).

Aunque los tratamientos se mantuvieron sin variaciones significativas hasta el dia-25 donde
alcanzaron valores de 7.2 a 7.5 unidades de pH (~pH 6.6 - 7.3 rango de neutralidad).’Entre
el dia 25 al 35 no se observaron variaciones relevantes entre estos. Posteriormente;-el-pH

se incrementd significativamente en las unidades de los tratamientos control (SIC) y en
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presencia deslirio (SIC+L) hasta el dia 50. Esto probablemente esté relacionado con la
adicion del fertilizante (Triple17, 2.1 g N kgt de suelo).

Respecto a la®conductividad registrada (Fig. 5), al inicio del proceso ésta presentd, valores
que correspondenda suelos muy fuertemente salinos (>16 dS m™, NOM-021-RECNAT-2000).
Los mayores valores de CE se presentaron en el suelo intemperizado (SIC) durante todo el
bioproceso. En general, los valores de CE disminuyeron durante los primeros 25 dias para
todos los tratamientos, en_particular es en el periodo comprendido entre los 15 y 25 dias
qgue se observé una reduccion.en la CE que concuerda con un periodo de alta actividad
biologica (mayor consumo de Oz, alta actividad enzimética, mayor formacién de biomasa)
en presencia de lirio y/o inoculante (SIC+L, SIC+LI, SIC+l). Posteriormente, se adicion6
fertilizante (35 dias), causando un incrementé en la CE (>20 dS m™). De acuerdo a los
resultados, no se aprecian diferenciasignificativas entre los tratamientos; sin embargo, el
comportamiento indica que la adicion deHliriovy la combinacion lirio-inoculante redujeron el

nivel de CE en los primeros 25 dias.del co-compostaje.
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Figura 4. Promedio de los valores de Conductividad Eléctrica (CE) durante el proceso de co-compostaje. La
linea verde horizontal sefiala el limite inferior de los suelos muy fuertemente salinos (NOM-021-SEMARNAT-
2001) y la linea vertical color morado el dia que se afiadio T17
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De acuerdo arlos resultados, el inoculante afiadido (SIC+LI y SIC+l) resultd resistente a la
sales presentes en las mezclas suelo:lirio. Ademés, la adicion de N, P, K mediante la
incorporacion “de’ fertilizante (Triplel7) elevo la CE, pero presumiblemente permitio el

mantenimiento dedajactividad microbiana (como se presentard mas adelante).

7.3. Biorremediacion de suelo intemperizado contaminado con hidrocarburos
La cuantificacion de hidroearburos residuales en el suelo durante los procesos de

biorremediacion, permite evaluar la eficiencia de los tratamientos en la biodegradacion de
los hidrocarburos. En la Figura 5 se presentan las concentraciones de hidrocarburos
residuales con respecto al tiempoydurante el co-compostaje con Eichhornia crassipes.

Estos resultados permitieron determinar-que el 10% de lirio presente en las mezclas (SIC+L
y SIC+LI) tuvo el efecto de disminuirsla concentracion de HTP presentes en el suelo
alrededor de un 7.3%. En los primeros 20'dias del experimento, se registré la mayor parte
de la biodegradacion resultando en_ebncentraciones residuales entre 79,674.7+4,422 mg
Kg!a 90,092.6+1,060 mg kg de suelo:"Los tratamientos que se encontraron en el extremo
inferior de este rango presentaron diferencias sighificativas con los tratamiento SIC y SIC+,
pero no se diferenciaron entre si (LSD, P<0.05). Pesteriormente, la degradacion en los
diferentes tratamientos fue limitada. Sin embargo; la concentracion alcanzada al final del
proceso presenté diferencias estadisticamentesignificativas con respecto a las iniciales en
todos los tratamientos (LSD, P<0.05). Al final del bioproceso, los tratamientos con lirio

alcanzaron las concentraciones mas bajas de los cuatro tratamientos analizados (Fig. 5).
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Figura 5. Promedio de las concentraciones de Hidrocarburos residuales ddrante el proceso de co-compostaje
en los tratamientos Suelo Intemperizado Contaminado mas Lirio (SIC+L), Suelo Intemperizado Contaminado
mas Lirio e Inoculante (SIC+LI), Suelo Intemperizado Contaminado mas Inoctlante (SIC+I).

En la Tabla 4 se presenta la comparacién de la biodegradacién aleanzada durante el co-
compostaje del suelo intemperizado con lirio acuatico y bajo condiciones de hioestimulacion
y bioaumentacién. Los tratamientos SIC+L y SIC+LI los cuales duplicaron el nivel de
biodegradacion registrado en el tratamiento control (SIC), sobresalen significativamente. El
inoculante en presencia de lirio (SIC+LI) supero el valor obtenido cuando se”aplicé solo

(SICHI).
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Tabla 4. Parcentaje de Biodegradacion y Tasas de Consumo Global de los diferentes tratamientos

SIC SIC+L SIC+LI SIC+

%B 7.41 +1.93 12.83 +5.84 15.80 £5.25 9.53 +2.76

TCG (mg Kgid? 143.74 £36.05 250.57 £128.75 248.81 +53.53 190.13 £59.13

Wau et al. (2016), en un suelo.contaminado con HTP (46,600 mgKg™) registraron un 34% de
biodegradacion inoculando ¢on-Acinetobacter SZ-1 (108 UFC g de suelo) cepa KF453955.
En el presente estudio, al comparar;la biodegradacién observada en el suelo control (SIC)
y en el suelo con inoculante (SIG+l), éstos no presentaron diferencias significativas; sin
embargo, de acuerdo a las variables\determinadas adicionalmente, el inoculante influyo
positivamente causando mejoras de laspropiedades del suelo que se discutiran en los

siguientes apartados.

7.3.1. Composicion de los HTP residualesS en‘el suelo
El estudio de la biodegradacion de ‘hidrocarburos intemperizados requiere considerar
diversos factores que incluyen su limitada biedisponibilidad en el suelo y el aumento de la
concentracion de productos intermediarios. o’ productes, de biodegradacion durante el
tratamiento de biorremediacion (Jiang et al. 2016). Por ellg, con el propoésito de determinar
la composicion de los hidrocarburos residuales se realizé el fraccionamiento de éstos por
cromatografia en columna al inicio y final del co-compostaje.
En la Figura 7 se presentan el contenido inicial y final de las fracciones: a) alifatica, b)
aromatica, c) polar y d) asfaltenos, para cada uno de los tratamientes_probados en el co-
compostaje de suelo intemperizado.
La concentracion inicial de la fraccion alifatica fue de 15,000 a 22,133 mg’Kg™. Al inicio del
experimento, los tratamientos adicionados con lirio (SIC+L y SIC+LI) présentaron un
contenido inicial de alifaticos 47% mayor que en los tratamiento SIC y SIC+l. ESte\elevado
contenido puede ser atribuido a grasas aportadas por el lirio. En este sentido, es importante
mencionar que el contenido de grasas extraibles en el lirio con hexano-acetona ‘fue de
8,537+623 mg Kg* de lirio.
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Figura 6. Promedio del contenido inicial(0 dias) y final (50.dias) de-hidrocarburos totales de petréleo residuales
por fracciones: a) Alifatica (Alif), b) Aromaticas (Arom), c) Polares (Poal) y-d) Asfaltenos (Asf); para los diferentes
tratamientos: 1) suelo intemperizado contaminado (SIC), 2) suelo intemperizado contaminado + lirio, 3) suelo
intemperizado contaminado + lirio + indculo (SIC+LI, 4) suelo intemperizado contaminado + indculante (SIC+I).
Diferentes letras (a, b, ¢) indican diferencias estadisticamente significativas (kSD, P<0.05) entre cada una de
las muestras analizadas en los diferentes tiempos de analisis.

Después de 50 dias de co-compostaje, la concentracion de hidrocarburos alifaticos, en el
SIC (suelo control), SIC+L y SIC+LI decrecié un 20%, 44% y 48% respectivamente, respecto
al valor inicial. Al finalizar el experimento no se presentaron diferencias significativas entre
estos tratamientos. En cambio, el suelo con la adicién del inoculante (SIC+I)secegistré un
incremento en el contenido de la fraccion alifatica del 13% (Fig. 7).

En cuanto a la fraccién arématica, la concentracion inicial fue de 24,104 mg Kg* de suelo,
en los tratamientos SIC+L y SIC+LI, esta concentracion inicial se redujo a 18,777.8 mg Kg-
L de suelo, esto probablemente se debié a un efecto de dilucién, causado por la adicién“de
lirio (10%) al suelo. Posteriormente, el proceso de co-compostaje redujo unos 58% en los
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tratamientos .con lirio, lirio-inoculante e inoculante respecto a la concentracion inicial,
equivalentes a)12,900, 10,515, 10,470 y 14,044 mg de hidrocarburos aromaticos Kg* de
suelo respectivamente. Este valor de remocion fue superior al alcanzado por Jiang et al.
(2016), en un expetimento de biodegradacion, por bioaumentacion con Pseudomonas sp. y
Klebsiella sp. y bioestimulacién con nitrato de amonio y orto fosfato de potasio, de suelo
intemperizado contaminado con HTP, identificando las fracciones aromaticas
predominantes (HPA, C12-C16 y C16-C21). Los autores concluyeron que a mayor
concentracion de nutrientesySe.optimizé la degradacién de hidrocarburos poli-aromaticos
(>90%).

De acuerdo al analisis de la compgsicion de los hidrocarburos residuales, el contenido de la
fraccion polar se incrementd en todes)los tratamientos adicionados con lirio (Fig. 7); sin
embargo, no se observaron diferencias’significativas entre los valores iniciales y finales de
los tratamientos SIC+L y SIC+LI (LSD, P=0.009), mientras que ésta fue significativa en el
tratamiento SIC+I.

En cuanto a la fraccion de asfaltengs,_ el analisis estadistico no mostro diferencias
significativas entre tratamientos con respecto al tiempo (ANOVA, P>0.05); sin embargo, el
comportamiento observado es de una’_elevacién” en su concentracién final en los
tratamientos SIC+L y SIC+LI, lo cual correspende con‘lo_observado para la fraccion polar
(Fig. 7). El incremento en estas fracciones puede ser ‘atribuido a la elevada actividad
microbiana registrada en estos tratamientos, como se explicar&@’mas adelante. Acumulacion
de la fraccion polar y asfalténica se ha observado previamente por,algunos autores durante
la biodegradacion de hidrocarburos en suelos intemperizados come, consecuencia de la
oxidacion de las fracciones alifaticas y aromaticas (Oudot et al. 1987, Qudot et al. 1998).

7.4. Andlisis microbioldgico
Todos los ecosistemas dependen de una amplia diversidad de micreorganismos que

realizan numerosas funciones de produccion, descomposicion y transformacion? Con el fin
de conocer el funcionamiento y la evolucion de los ecosistemas se estima la.biomasa,
diversidad metabdlica y capacidad para adaptarse al medio ambiente (Bertrand etal. 2015;
Normand et al. 2015).

7.4.1. Microorganismos heterotroficos totales
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En la Tablas5 se muestran el numero de las poblaciones bacterianas y fungicas
determinadas durante el co-compostaje. Inicialmente, en el SIC+L, SIC+LI y SIC+l el
nuamero de bacterias fue 8.8, 10.4 y 4.3 veces mayor, respecto al SIC. Transcurridos 30 dias,
la poblacion bacteriana en el SIC+LI y SIC+l presenté un descenso del 14.89% y 33.3%,
respectivamente. Mientras que SIC+L incrementé el numero de bacterias un 10%. Al
finalizar el proceso los'resultados mostraron que las bacterias presentes al inicio del proceso
disminuyeron un 20%,29.7% y 69% en los tratamientos SIC+L, SIC+LI y SIC+I
respectivamente; sin embargo,. las poblaciones bacterianas mantuvieron su nivel en el
mismo orden de magnitud respécto a su valor inicial.

En el caso de las poblaciones flingicas, al inicio (Tabla 4) el nUumero de hongos fue dos
ordenes de magnitud menores que elnimero de bacterias. En los tratamientos con SIC+L,
SIC+LI y SIC+| se presentaron los niveles mas elevados manteniéndose durante el co-
compostaje sin diferencias significativas- (LSD, P<0.05) a excepcion del SIC donde se
obtuvieron los menores valores (<1000 UFC g™ de suelo). Los bajos valores en el nimero
de microorganismos capaces de crecer_en agar'papa dextrosa, probablemente se deba al
incremento del pH, en particular después de la adicion de fertilizante (35 dias), donde en el
suelo control el pH fue de 8. Alrumman et'al¢(2014) cuantificaron bacterias en un rango de
2.19 X108 a 3.62X10% UFC g de suelo, y hongos-de 1.91X10% a 7.99X10% UFC g de suelo,
en suelos contaminados con diésel intemperizado después.de 10 semanas (25°C). En un
estudio similar, Jiang et al. (2016) cuantificaron microorganismes cultivables encontrando
1X108 en condiciones de estimulacion y 1X10° UFC g en tratamientos bioaumentados en
suelo intemperizado contaminado con HTP.

De acuerdo a los resultados, en el suelo intemperizado en estudio, a‘peSar de contener una
elevada concentracion de HTP y alta conductividad eléctrica durante el co-eompostaje en
los diferentes tratamientos se presentd una cantidad elevada de microorganismos
comparada a las caracteristicas microbiologicas de los suelos tratados en.os, ejemplos

explicados anteriormente
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Tabla 5. Poblaciones bacterianas y fungicas heterotrofas‘y.degradadores de hexadecano presentes en el suelo durante el proceso de co-

compostaje.
Dia 5 Dia 30 Dia 50
Trat. Bacterias Hongos NMP Bacterias Hongos NMP Bacterias Hongos NMP
(x10°) (x10%) (x107) (x10°) (x108) (x107) (x10%) (x10%) (x107)
SIC 0.91+0.05 14.57+1.29 20.00 3.11£.0.34\ 46.42+4.68 45.37 2.07+£0.37 <0.05 2,192.75

SIC+L 8.02+0.41 87.58+5.36 2,769.02 8.82£1°08 62.37+4.22 4,519.69 6.43+1.55 20.06+0.65 4,771.61

SIC+LI 9.43£1.45 81.33x10.76  4,353.02 7.97+0.68, 72.05+5:36 5,393.00 6.62+0.52 18.47+0.024 <0.10

SIC+I 3.89+0.35  81.13+15.48 379.31 2.55+0.11 ,21.02+3.01n~ 4,680.26 1.19+0.14 1.09+0.19 <0.010

En la tabla se presentan los valores promedio de las unidades formadoras de colenias por gramo.de suelo (UFC g™) de las muestras analizadas por triplicado, y

de nimero mas probable (NMP g1), determinado mediante el Software: Most Probable.Number<«Calculator version 4.04 con un 5% de incertidumbre.
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7.7.1. Microorganismos degradadores

Con la finalidad de determinar la fraccion se microorganismos degradadores, se determino
el NMP de microgrganismos degradadores de hidrocarburos (hexadecano) durante el co-
compostaje. Al inicio del experimento el NMP de microorganismos degradadores en el SC
fue de 20.00x10” NMP/g.de suelo seco. Mientras que en presencia de lirio (SIC+L) el nimero
de degradadores fue 139wveces mayor y 218 veces mayor cuando se adiciono el inoculante
en presencia de lirio (SIC+L1) respecto al control.

Después de 30 dias de co-compostaje, los tratamientos SIC+L y SIC+LI registraron un
incremento del 63.17% y 23.90% respectivamente. Mientras que en el tratamiento SIC+| se
incrementd 12.31 veces el numero de microorganismos degradadores, respecto al valor
inicial, registrado al inicio del proces6d (379.31X10’ NMP/g de suelo seco). EIl NMP de
microorganismos degradadores se redujotres 6rdenes de magnitud entre el dia 30 y 50 del
co-compostaje en el SIC+LI y SIC+k

El incremento significativo en el numero. de Jos» microorganismos degradadores en el
tratamiento SIC-1 (no adicionado con lirio) entre 10s 5y 30 dias del co-compostaje indica el
potencial de adaptacién del cultivo mixtogsdefinido (estandarizado compuesto por cepas
bacterianas degradadoras (Diaz-Ramirez et al,»2008). Este inoculante desarrollado para su
aplicacion en forma de granulos, se adicioné a los 6 dias'de iniciado el co-compostaje, de
acuerdo al protocolo propuesto por Zentella (2018). Wu et al. (2017) observaron los efectos
de la bioestimulacion (BS) y bioaumentacién (BA) en un suelo intemperizado contaminado
con HTP (20,000 mg/Kg). El tratamiento BS registré 5.01X10°y 3.16%106 NMP g después
de la primera y cuarta semana de incubacién. Mientras que con la BA s& obtuvieron 6.3X10°
y 7.5X10% MPN g en los mismos tiempos de incubacién. Comparando los\resultados de
presente trabajo, con los datos registrados en el estudio anterior (58% de biodegradacion
de HTP) en suelos bajo condiciones de bioaumentacién, la combinacion de lirio ‘acuatico e
inoculante (SC+LI) incrementaron exponencialmente la poblacion degradadora‘en-el suelo
estudiado. Ortiz-Maya (2013), estudié la dinAmica de poblaciones bacterianas\.durante
ensayos de biorremediacion de hidrocarburos en condiciones de intemperizacion, dicho
estudio se baso en el andlisis de perfiles gendomicos obtenidos por electroforesis en gel con

gradientes de desnaturalizantes, obtenidos inoculando el suelo con el mismo CMD,

48



encontrando_que la adicion del inoculante incrementé la riqueza de especies (nativas) en
los tratamientos inoculados, en comparacion con los no-inoculados; es decir, uno de los
beneficios de 1a adicion del inoculante es el favorecimiento del desarrollo de poblaciones
nativas con actividad biodegradadora, lo que podria explicar el mejor desempefio tanto en
el SC+LIy SC+I.

7.5. Biomasa microbiana
La biomasa microbiana delsuelo representa la masa de los microorganismos del suelo y es
responsable de llevar a cabo(la descomposicion de la materia organica disuelta y eliminar
los contaminantes organicos del suelo. Por su rapida respuesta a las perturbaciones del
suelo, es considerada como indicader del deterioro de la calidad del suelo (Franco et al.,
2004). En la Figura 8 se muestra el eomportamiento de la biomasa microbiana durante el
proceso de co-compostaje. Se observa, gue al inicio del experimento, los diferentes
tratamientos registraron entre 1,463-2926%g de biomasa g de suelo, sobresaliendo los
tratamientos con lirio y lirio-inoculante (SIC+k=y SIC+LI) con el contenido méas elevado de
biomasa; los cuales no presentaron diferencias gstadisticamente significativas entre si en
al inicio de co-compostaje (LSD, P= 0.037;<-0.05).
El tratamiento control, alcanz6 hasta el dia/560, su méxima concentracion 3,095.42 ug de
Biomasa g™ de suelo, similar a la obtenida porilos tratamientos adicionados con lirio (SIC+L
y SIC+LI) al inicio del proceso. Hernandez-Pérez (2015) registré 1,250 pg de Biomasa g
de suelo, a los 60 dias de tratamiento de un suelo contaminade con diésel (20,000 ppm);
mientras que Gonzélez-Diaz (2014), observo en un suelo intempérizado contaminado con
HTP (26,000 ppm) alrededor de 1,800 ug de biomasa g* de suelo en”30 dias de estudio.
Alrumman et al. (2014) registro la biomasa microbiana en tres suelosvde Arabia Saudita
contaminados con diésel, después de incubarlos 10 semanas a 25°C, registrando entre
183.35 a 753.5 ug biomasa g de suelo.
Transcurridos 30 dias del proceso, la biomasa microbiana disminuy6 (1,356.71+~_1,987.05
Hg de biomasa g™ de suelo) en los diferentes tratamientos, de manera que no presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p= 0.377, > 0.05 ANOVA). Sin embarge, para
los tratamientos SIC+L y SIC+LI se observo una disminucion estadisticamente significativa
(LSD, P < 0.05), respecto al valor inicial (Fig. 8, SIC+L y SIC+LI).
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Figura 7. Promedios de las concentraciones de biomasa micrgbiana durante el co-compostaje de un suelo
altamente contaminado con hidrocarburos intempefizados, pafaclos diferentes tratamientos: 1) suelo
intemperizado contaminado (SIC), 2) suelo intemperizado contaminado + lirio, 3) suelo intemperizado
contaminado + lirio + inéculo (SIC+LI, 4) suelo intemperizado contaminado + inoculante (SIC+l). Diferentes
letras (a, b, c) indican diferencias estadisticamente significativas (LSD,.P<0.05) entre muestras triplicadas de
cada una de las muestras del mismo tratamiento con respecto al tiempos

Debido a la disminucién de la biomasa microbiana, registrada durante.el co-compostaje, se
adiciono fertilizante a los 35 dias de iniciado el bioproceso (12.37°g«<T17 Kg* de suelo).
Como consecuencia, al final del proceso los tratamientos SIC+L, SIC+LI y SIC+I
incrementaron 2.8, 2.31 y 3.28 veces el contenido de biomasa registrado_a,los 30 dias.
Comparando estos resultados con los obtenidos por Alrumman et al. (2014),,previamente
descritos, los valores de la biomasa microbiana en presencia de lirio e inoculante)pueden

considerarse alta (6.6 a 25 veces).

7.6. Actividad de la enzima lipasa (LPS)
Durante la biodegradacion de los hidrocarburos, en patrticular en la ruta de oxidacion de los

alifaticos y algunos compuestos aromaticos, se generan intermediarios con grupos
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funcionales ésteres, incluyendo triacilglicéridos y alquil-ésteres de cadenas cortas y/o
ramificadosy” estos pueden ser usados como sustrato por esterasas para liberar acidos
grasos, glicerol sy derivados carboxilados que son subsecuentemente biodegradados
(Margesin y Schinner, 2005; Meng et al 2018). Por lo tanto, la induccion de estas enzimas
(lipasas) se incrementa en el curso de la biodegradacion a medida que se forman estas
fuentes de carbono. “*Es#por ello que la actividad LPS es un indicador valioso en la
biodegradacion de hidrocarburos. En la Tabla 6 se presenta la actividad enziméatica en el
suelo durante el co-compestaje en los diferentes tratamientos de bioestimulacion y

bioaumentacion.

Tabla 6. Valores promedio de la actividad deda enzima lipasa (ug de pNP g™ de suelo seco *10 min) durante
el proceso de co-compostaje. En la tabla se presentan los valores promedio de las muestras analizadas por
triplicado a cada tiempo de muestreo.

. )JTratamientos

Tiempo SIC SIC+LY SIC+LI SIC+H
5 990.62 +47.38  1,294.04:#105.92" / 1,046.04 +37.42 997.84 +20.10
10 820.50 +15.83  1,371.53%73.26 ( 1,420.31+113.20  1,176.11 +26.14
20 649.20 +27.39  1,080.61 +66.74 1,107.47 +90.89 883.11 +87.36
30 891.63 +61.76 985.89 +65.75 1,188.56'¢115.76 866.43 +45.52
40 856.81 +65.03 935.06 +75.14 1,102.66'+94.23 812.64 +27.32
50 689.71 +104.35 729.66 +43.22 874.01 +85.15 595.53 +54.41

Diferentes tratamientos: 1) suelo intemperizado contaminado (SIC), 2) suelofintemperizado contaminado +
lirio, 3) suelo intemperizado contaminado + lirio + indculo (SIC+LI, 4) suelo intemperizado contaminado +
inoculante (SIC+I).

Durante el co-compostaje del suelo contaminado intemperizado (en los tratamientos
aplicados la actividad enzimética a los 5 dias de iniciado el bioproceso fue entre 990 a 1,294
ug de pNP g™ de suelo seco *10 min. La adicion de lirio acuético (SIC+L) gener6 la actividad
lipasa mas alta al inicio del proceso, siendo estadisticamente significativa la diferencia (LSD
p=0.0009 < 0.05) con respecto a los tratamientos SIC, SIC+LI y SIC+I (Tabla 6).

Con excepcion del SIC, los demas tratamientos registraron su actividad mas elevada al
décimo dia de tratamiento. Posteriormente, en los tratamientos SIC+L y SIC+I la actividad
enzimatica fue decreciendo a partir del dia 20 al 40 y se mantuvo sin diferencias

significativas (LSD, P=0). En contraste, la combinacion lirio-inoculante (SIC+LI) permitié
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mantenef la_actividad LPS desde el dia 5 al 40 con variaciones despreciables (LSD,
P=0.0226 <¥0.05). Estos resultados indican que a pesar de que el lirio permitié incrementar
la actividad enzimatica, esta disminuy6 con rapidez. Sin embargo, su efecto en presencia
del inoculante permitio observar que la actividad se mantiene estable por un tiempo mas
prolongado, o tiende“a disminuir muy lentamente, efecto que puede explicar el que el SIC+LI
resulto el tratamiento con‘el porcentaje de biodegradacién mas alto (15%).

Por otra parte, la estabilidad’0bservada en la actividad enzimatica entre el dia 30 al 40 pueda
ser atribuido a la adicion delfertilizante el dia 35, ya que los tratamientos bioestimulados
(SIC+L, SIC+LI y SIC+I) no registraron diferencias significativas en este periodo.

En el caso del tratamiento que incltyo la combinacion lirio-inoculante, aunque a partir del
dia 30 la actividad enzimatica ya erasbaja comparada al inicio del bioproceso, ésta fue mas
alta que en los demas tratamientos (LSD, P < 0.05), en tanto los tratamientos SIC, SIC+L y

SIC +I no mostraron diferencias relevantes entre si en el mismo periodo.

7.7. Evaluacién de la actividad reSpiratoria del suelo intemperizado contaminado
con hidrocarburos durante el coscempostajescon lirio y un inoculante
experimental

La respirometria del suelo es un parametro Sensible para determinar la actividad microbiana

en los suelos y esta relacionada con las transformacienes del carbono organico y las
caracteristicas de la calidad del suelo (Aloitabi et al., 2018;-Aspray y Carvalho,2008); como
tal, es una técnica valiosa para las pruebas de tratamiento de‘biorremediacion (Hollender et
al. 2003, Plaza et al. 2005).

7.7.1. Cinética de produccion de CO2z durante el proceso ‘'de‘Co-compostaje

En la Figura 9 se presentan los valores del CO2 (expresado como los mg de C-CO2Kg* de
suelo) producido acumulado durante el co-compostaje con los diferentes” tratamientos. Al
inicio del experimento, se observé que la combinacion lirio-inoculante (SC+LI)registré la
concentracion de C-CO2 mas elevada. En cambio, el suelo control registré concentraciones
en un intervalo de 96.8 — 184.3 mg C-CO, Kg™ de suelo durante el proceso ‘del co-
compostaje. Seguido por SIC+L y SIC+I los cuales no presentaron diferencias significativas
entre si (P<0.05).
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Figura 8. Dioxido de carbono (C-CO: Kgli)sproducido durante el bioproceso de co-compostaje con los
tratamientos: a) suelo intemperizado contaminado’(SIC), b) suelo intemperizado contaminado + lirio (SIC+L),
¢) suelo Intemperizado contaminado + lirio + ingculante (SIC+ll) y d) suelo Intemperizado contaminado +
inoculante (SIC+I). Los valores representan el promedio de‘triplicados de cada muestra en los diferentes
tiempos de analisis.

En la Figura 8 se observa que en los tratamientos con SIC+L, SIC+LI y SIC+l el contenido
de C-CO:2 decrecio transcurridos 15 dias del proceso, registrando entre 139.1-194.8 mg C-
CO; Kg™ de suelo. En el mismo periodo los valores de mineralizacion en el SIC+L y SIC+LI
fueron superiores al SIC y SIC+| (P<0.05). Posteriormente, a los,25 dias de iniciado el co-
compostaje la mineralizacion se increment6 significativamente en el SI€+L, SIC+LIy SIC+I
(P<0.05). Siendo la concentracion de C-CO2 mas alta para el SIC+I} respecto a los otros
tratamientos (SIC+L y SIC+LI) con lirio (P<0.05).

Estos resultados son comparables con los reportados por Gonzales-Diaz(2014) donde
registré la actividad respiratoria de un suelo intemperizado contaminada_con diésel
estimulado con bagazo de cafia. Observando al inicio de su experimento una coneentracion
de ~266 mg C-CO:2 kg* de suelo, la cual fue disminuyendo. Transcurridos 56 dias de
experimentacion, la concentracién detectada fue de <50 mg C-CO:z kg. El perfil respiratorio
reportado en el trabajo mencionado fue similar al registrado en la presente evaluacién; sin

embargo, la adicién de lirio y el inoculante experimental durante el co-compostaje de suelo
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intemperizade contaminado con hidrocarburos aparentemente favorecié la mineralizacion
de una mayor concentracién de C-COa.

La segunda bioestimulacion a los 35 dias de iniciado el co-compostaje propicié un
incremento del 32:7%, 8.0% y 35.7% respecto al dia 30 en los tratamientos compuestos por
SIC+L, SIC+LI y SIC+l, respectivamente (Fig. 8), llevando a que los tres tratamientos
alcanzaran niveles sin_diferencias significativas entre si (P>0.05). Al finalizar el co-
compostaje el C-COzregistrado en los diferentes tratamientos se encontré en un intervalo
de 93.49-127.05 mg C-CO,"Kg=1.

7.7.2. Cinética del consumo®*de Oz durante el proceso de co-compostaje

El consumo de oxigeno (Fig. 9) al'inicio del co-compostaje fue significativamente mayor en
presencia del inoculante (SIC+LI) respegto al SIC+L y SIC+l (P<0.05). En el caso del SIC
(control) no se presentaron variaciones durante los primeros 30 dias del co-compostaje.
Posteriormente, todos los tratamientos registraron una disminucion en el consumo de
oxigeno (<720.3 mg Oz Kg?! de suéle)»hastat€l dia 15 sin diferencias estadisticamente
significativas (p>0.05). Seguidamente, ) los ‘tratamientos registraron un incremento
significativo entre los 20 y 25 dias, alcanZandose ungmaximo de 1,480.7 mg Oz Kg* de suelo
con el SIC+I.

Con el fin de estimular la actividad microbiana’se afadié, fertilizante el dia 35 del co-
compostaje. En consecuencia hacia el final del proceso el fertilizante adicionado estimulo el
consumo de Oz (respecto al dia 30) en los tratamientos SIC+L, SIC+LI y SIC+I, favoreciendo
un 44.7%, 5.0% y 66.16%, respectivamente.

54



2000 1 SIC wSIC+L = SIC+LI mSIC+

1800 +

1600/ +

- { [ I
|
ol b e
oo ] i i
200 + ;;E |

Tiempo (d)

mg O, Kg~t de suelo

= = =

o N N

o o o

o o o

} }

| —————————
—
=

Figura 9. Oxigeno consumido durante el bioproceso de”co-compostaje con los tratamientos: a) suelo
intemperizado contaminado (SIC), b) suelo intemperizado ceptaminado + lirio (SIC+L), c) suelo Intemperizado
contaminado + lirio + inoculante (SIC+LI) y d) suelo*Intemperizado contaminado + inoculante (SIC+l). Los
valores representan el promedio de triplicados de cada muestra enllos diferentes tiempos de analisis.

En general, en esta etapa (dia 35 a 50) s€observd _gue el consumo de oxigeno fue
constante en los tratamientos adicionados con inoculante (SIC+LI y SIC+l) los dias 35, 40y
45 (p>0.05), no se presentaron diferencias significativas entre tratamientos (p>0.05). De
manera similar, Hernandez Pérez analizé la respiracién en un suelo' contaminado con diésel
y registré un consumo de <800 mg de Oz kg* de suelo; sin embarge; después de 60 dias el
consumo de oxigeno disminuy6 un 37.5%.

7.7.3. Coeficiente respiratorio durante el proceso de co-compostaje

El cociente o coeficiente de respiracion (QR) es una medida de la relaciém™molar entre la
produccion de CO2 y el consumo de Oz, que depende de la naturaleza, biodiSponibilidad y
composicién quimica de los sustratos asimilables para la actividad metabdlica mierobiana,
la fisiologia de las comunidades microbianas del suelo y su adaptacion a las condieiones
nutricionales (Chang, 2014; Dilly, 2001, Dilly, 2003). Como resultado, ofrece informacion Util
entre la relacion de la actividad microbiana y la biodegradacion de hidrocarburos, basandose

en relaciones estequiométricas involucradas en la biodegradacion de compuestos organicos
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(Chang y Gheshal, 2014). En la Figura 10 se presentan los valores de QR calculados
durante el* co-compostaje de suelo intemperizado contaminado con hidrocarburos
adicionando lirioy el inoculante experimental, en general se registraron valores promedio
de QR <1 (0.30 a 0795). Para el SC+L, SC+l y el SC+LI se obtuvieron valores de 0.40 a 0.89,
los cuales son comparables con los obtenidos para la mineralizacion de compuestos
alifaticos (QR entre 0.65+y 0.80) reportados por Chang y Ghoshal, (2014). Ademas, éstos
resultados son consistentés con los reportados por Beaudin et al. (1996) para la
mineralizacion completa, durante el co-compostaje de hidrocarburos presentes en suelo,
(QR~0.69) usando residuos vegetales como sustrato de crecimiento.

El QR puede ser usado para valorarel metabolismo respiratorio predominante, en este caso
durante el co-compostaje. Valores coma los obtenidos en el presente trabajo corresponden
con la mineralizacion de compuestes con bajo contenido de oxigeno o que estan

predominantemente mineralizados (Luo y-zhou, 2010; Dilly, 2001).
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Figura 10. Variacién del coeficiente respiratorio (QR) durante el proceso de co-compostajecon, los
tratamientos: a) suelo intemperizado contaminado (SIC), b) suelo intemperizado contaminado + lirio (SIC#L),
c¢) suelo Intemperizado contaminado + lirio + inoculante (SIC+LI) y d) suelo Intemperizado contaminado/+
inoculante (SIC+l). Los valores representan el promedio de triplicados de cada muestra en los diferentes
tiempos de analisis.
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En ensayos_de co-compostaje de suelos contaminados con diésel, Moller et al. (1996)
reportaron ¥n QR promedio de 0.4; lo cual es similar a los valores mas bajos obtenidos
durante el co-ecompostaje con lirio y el inoculante entre los dias 40 a 45, posterior a la adicion
de fertilizante. LosTautores concluyeron que la actividad eco-fisiologica de la microbiota

estaba dominada per la biodegradacién de sustratos altamente reducidos.

7.7.4. Coeficiente.metabdlico (Ycozix)

La biomasa microbiana (BM) &s un importante compartimento en relacion con los flujos de
elementos y energia en los ecosistemas terrestres (Anderson y Domsch, 1985). Ya que los
microorganismos del suelo son muy-sensibles a los cambios de su entorno, la concentracion
y estado fisiolégico de la BM sufren_yvariaciones a través del tiempo. Como consecuencia la
respiracion especifica o coeficiente metabadlico de la biomasa microbiana, definido como el
rendimiento (Y) del CO2 respecto la cantidad de biomasa (X), es particularmente afectado
y por tanto usado como medida de la actividad metabdlica, basado en la proporcion entre el

flujo del C-CO2 y el C-BM del suelo (Andersony Domsch, 2010).

Tabla 7. Cociente metabdlico Ycozix durante el'bioprocesosde co-compostaje con los tratamientos: a) suelo
intemperizado contaminado (SIC), b) suelo intemperizado contaminado + lirio (SIC+L), ¢) suelo Intemperizado
contaminado + lirio + inoculante (SIC+LI) y d) suelo Intempefizado_contaminado + inoculante (SIC+l). En la
tabla se registraron los valores promedio de las muestras analizadas por triplicado.

Ycozx-(mg C-CO2 g/mg BM«G:1)

Tratamiento\dia 0 30 50
SIC 0.193 £0.096  0.193 x0:066 0.067 +0.013
SIC+L 0.178 £0.002  0.149 +0.081 ) 0.028 +0.003
SIC+LI 0.301 +0.011  0.170 +0.023"%_10.052 +0.009
SIC+I 0.352 +0.086  0.184 +0.043  0.040++0.003

*Datos calculados a partir de los datos de mg C-CO: producidos g de suelo o mezcla suelo-lirio y de los
mg de la biomasa g de suelo o mezcla suelo-lirio producidos en 24 h de incubacion.

El coeficiente metabolico al inicio del co-compostaje (Tabla 7), mostro diferencias entre el
suelo al cual se le afiadié lirio (SIC+L) y los tratamientos compuestos por lasmezcla lirio-
inoculante (SIC+LI) e inoculante (SCI+l), en los cuales el Ycozix se incrementé 1556y 1.82
veces mas que en el control (SIC), respectivamente. Lo que se explica como una lalta
actividad microbiana (mayor formacion de biomasa) comparada con el control y representa

una propiedad positiva de acuerdo con Anderson y Domsch (2010).
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Entre los'30.y 50 dias de iniciado el experimento, el Ycozx para el SIC+L, SIC+LI 'y SIC+I
disminuyo, como consecuencia del incremento de la biomasa microbiana (Fig. 7) lo que fue
inducido probablemente por la adicion de fertilizante (dia 35). Indicando, que hacia el final
del proceso los (microorganismos aun asimilaron C-organico disponible en el suelo

incrementando en nimero, ya que al dia 50 la liberacion del C-COz: fue baja.

7.8. Analisis comparative’de la bioestimulacién y bioaumentacion en el co-
compostaje de suelo intemperizado contaminado con hidrocarburos.
De acuerdo a los resultados_del analisis estadistico (ANOVA bifactorial) realizado, la

interaccion lirio-inoculante (SIC+LI.fue significativa (p<0.05) en la biodegradacién de los
hidrocarburos en los primeros 10+dias-del co-compostaje. Sin embargo, de acuerdo al
resultado obtenido a los 50 dias de‘experimentacion fue el lirio (SIC+L) el Unico factor
estadisticamente significativo (p<0.05) sobre la degradacion de hidrocarburos.

Ademas, en la induccion de la actividad de la enzima lipasa resulté que el lirio y la interaccion
lirio-inoculante fueron los factores significativos,estadisticamente (p<0.05) durante todo el
proceso de co-compostaje. Mientras‘gue, ese efecto positivo sélo fue notado con el
inoculante durante los dias 20 y 30.

Ademas, la adicion del inoculante y el lirio (de forma indépendiente) resultaron significativa
sobre la produccion del C-CO2 (mineralizacion).y el consumo de O2 entre los 20 a 40 dias
del co-compostaje. De acuerdo a lo anterior, los factores gue influyeron significativamente
en los resultados finales del proceso de co-compostaje fueron“el-lirio y la interaccién lirio-
inoculante.

Cabe sefialar que aunque la adicion del inoculante no resulté _significativa en la
biodegradacion de hidrocarburos, es importante resaltar que interactuando con el lirio
(SIC+LI) éste fue significativo sobre los resultados de otras variables como biomasa
microbiana, actividad lipasa, produccion de C-CO2 y consumo de 02, 1eS_cuales son

indicadores biolégicos relevantes en la biorremediacion.

58



8. Coneclusiones

El andlisis de los/resultados del co-compostaje bajo los diferentes tratamientos permitieron

concluir que:

Valorando que la adicion del lirio acuatico (10%) para el co-compostaje de suelo
intemperizado altamente..contaminado con hidrocarburos del petréleo, fue capaz de
incrementar la biomasa micrebiana y la induccion de la enzima lipasa, su presencia fue
significativa para alcanzar 108" porcentajes mas altos de biodegradacién 12.8 +5.8 y 15.8
+5.2 (SIC+L y SIC+LI, respectivamente).

El inoculante experimental compuesto por las cepas Bacillus cereus (Bc1A), Bacillus subtillis
(Bs7A), Bacillus subtillis (Bs9A), Gerdonia rubripertincta (Gr3A) y UAM10AP (no
identificada) favorecio la actividad enzimatica durante el co-compostaje (SIC+LI). Dado que
en el tratamiento SIC+LI la actividad de la enzima lipasa se mantuvo sin cambios
significativos durante los primeros 407dias del\experimento (1,046.04 +37.42 a 1,102.66
1+94.23). La interaccion lirio-inoculante al igual que SIC+L obtuvieron la mayor concentraciéon
de biomasa microbiana al inicio y final del experimento,-sin diferencias significativas entre
estos (<2,500 ug de biomasa g de suelo), estimularonda-producciéon de C-CO2 y consumo

de Og, los cuales son indicadores biolégicos relevantes en‘laybiorremediacion.

El andlisis de los perfiles respirométricos revel6 que la mineralizacion se incremento
significativamente al inicio y después de los 25 dias de tratamiénto en presencia del lirio,
lirio-inoculante e inoculante experimental. Los coeficiente respiratorio (QR) y los coeficiente
metabdlico (Ycozx) permitieron identificar una primera etapa (primeros )20 dias) donde la
mineralizacion fue predominante (QR~ 0.9-0.6) y una segunda (20 a 50 _dias) donde la
formacion de la biomasa se incremento significativamente, en particular en les\tratamientos
adicionados con lirio, dando lugar a una condicion de reduccion del coeficiente metabdlico
(Ycozx ~ 0.149 - 0.028), lo que significa un metabolismo enfocado en la formacion de

biomoléculas y estructura celular a partir de las fuentes de carbono disponibles.

El andlisis estadistico factorial realizado, permiti6 concluir que en el caso de.la
biodegradacion, la interaccion lirio-inoculante, fue el factor mas significativo en los primeros

10 dias del co-compostaje. Y posteriormente, la adicion del lirio resultd el Gnico factor
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estadisticamente significativo. Asi mismo, la adicion de lirio y la interaccion lirio-inoculante
fueron los factores significativos estadisticamente (p<0.05) durante todo el proceso de co-
compostaje beneficiando la actividad de la enzima, la biomasa microbiana, perfil respiratorio

y numero de micre@rganismos degradadores.
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10. Anexo fotografico

Figura 14. Fraccionamiento de hidrocarburos totales del petroleo
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Figura 15. Calibracion y Wninacién de la respiracion durante el co-compostaje
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Figura 17. Recoleccion de muestra y cuantificacion de microorganismos heterétrofos y degrad ado§s de hexano
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