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ii. Resumen

En el presente-trabajo se adiciond lirio acuatico (Eichhornia crassipes) en suelos con
diferente historia“defcontaminacion para comparar su efecto sobre la biodegradacion
de hidrocarburos yfla ‘actividad biolégica durante el proceso de co-compostaje. Se
disefid un experimentos@ escala piloto con biopilas (10 Kg) divididas en los siguientes
tratamientos: a) suelo recien contaminado (control, SRC), b) suelo intemperizado
(control, Sl), c) suelo recién.contaminado mas lirio acuatico con C/N 25(SRC+L) y d)
suelo intemperizado mas lirie”, acuatico con C/N 25 (SlI+L). Las unidades
experimentales se mantuvieron (50 dias) en condiciones de invernadero (26-38°C) a
un 65% de la capacidad de campo. Sescuantificé la biomasa microbiana, el nUmero de
microorganismos degradadores, heterétrofos totales, perfil respirométrico y actividad
de la enzima lipasa. Adicionalmenie, se, determinaron: conductividad eléctrica, pH,
contenido de hidrocarburos totales=del petroleo (HTP), la composicion de los
hidrocarburos residuales, carbono organico y nitrdgeno total. Los resultados obtenidos
indicaron que la adicion de lirio acuatico en ‘ambas.suelos propicié un incremento en
el nimero de microorganismos heterétrofds (hasta 8x10° UFC g'); asi como, en la
biomasa microbiana hasta de 2,927.03 y'2/650.38"pg\g", para el suelo recién
contaminado e intemperizado, respectivamente. También”se registr6 una elevacion
estadisticamente significativa de la actividad lipasa con valores.maximos de 3,241.75
ug de pNP g suelo 10 min™ para el SRC+L y 3,079.39 para €l SI+L. Asi mismo, se
obtuvo una mayor remocién de los HTP de hasta 28.42% para el*SRC+L y 23.80%
para el Sl+L, para este ultimo se obtuvo una remocion significativa (80%) de las
fracciones aromaticas y alifaticas respecto a su concentracion inicial. Estos resultados
se correlacionaron con valores elevados de mineralizacion y consumo de-@xigeno en
presencia del lirio, indicando una elevada oxidacion de las fuentes de=Carbono
disponibles respecto a los suelos no-adicionados. EI lirio acuatico “,como
acondicionador durante el co-compostaje del suelo resulta ser una alternativa util para
mejorar significativamente la degradacién de compuestos contaminantes incluso en el

suelo intemperizado, a través del incremento de la actividad bioldgica.
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iii. Abstract

This study compared the effect of the addition of water hyacinth (Eichhornia crassipes)
on the biodegradation of hydrocarbons and the biological activity during the co-
composting of soilsqwith a different history of contamination. A pilot-scale experiment
was carried out with biepiles (10 Kg) divided into the following treatments: a) freshly
contaminated soil (contrel, SRC), b) weathered soil (control, Sl), c) freshly
contaminated soil added with water hyacinth with C/N 25 (SRC+L) and d) weathered
soil added with water hyacinth_with C/N 25 (SI+L). The experimental units were
maintained (50 days) under greemhouse conditions (26-38°C) at 65% of their field
capacity. It was determined the microbial biomass, the number of hydrocarbon-
degrading microorganisms, total heteratroph, respirometric profile, and lipase enzyme
activity. Additionally, the following were ‘determined: electrical conductivity, pH, total
petroleum hydrocarbons (TPH), the-eomposition of the residual hydrocarbons, total
organic carbon, and total nitrogen. The results¢obtained indicated that the addition of
water hyacinth in both soils led to an~increase .in_the number of heterotrophic
microorganisms (up to 8x106 CFU g™); a§ well as”in.the microbial biomass up to
2,927.03 and 2,650.38 pg g, for the freshly contamifiated soil and weathered soil,
respectively. Also, a significant rise in lipase activity was recorded being the maximum
values of 3,241.75 ug of pNP g'1 soil 10 min™' for SRC+L and 3;079.39 for SI+L.

Likewise, water hyacinth addition caused TPH removal of up t028.42% for the SRC+L
and 23.80% for the SI+L. For the latter, the aromatic and aliphatic fractions removed
significantly (50%), concerning its initial concentration. These results caorrespond to
high values of mineralization and oxygen consumption in the presence of water
hyacinth, which indicates high oxidation of available carbon sources concerning non-
added soils. The use of water hyacinth as a bulking agent during the co-compesting of
the soil turned out to be a useful alternative that improved significantly the degradation
of contaminating compounds even in the weathered soil, through the improvement of

the biological activity.
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1. INTRODUCCION
El desarrollo de la industria petrolera en los diversos estados del territorio mexicano,
ha generado una‘problematica de contaminacion debido a los diversos derrames de
petroleo que ocurrens~Una de las principales consecuencias es la contaminacion del
suelo, un sistema de importancia en el desarrollo de seres vivos de diferentes niveles
troficos, por lo que la présencia de sustancias toxicas, pone en riesgo el equilibrio
ecologico del suelo (Hentatiet al. 2013). Entre los diversos efectos que provocan los
hidrocarburos en el suelo, destacajla reduccion de la capacidad de retencion de agua,
la disminucion de la porosidad del suelo ya que tienden a unir las particulas del suelo,
ademas de limitar la disponibilidad de oxigeno para la respiracion de los
microorganismos presentes debido a la-capa superficial que se forma durante un
derrame. De esta manera se afecta su.calidad y su fertilidad, por lo cual también
disminuye su capacidad para sosténer el crecimiento de las plantas (Ezeji et al. 2007,
Ndimele et al. 2018). Un proceso que-tipicamente se lleva a cabo en el suelo es la
biodegradacion, la cual puede definitse_comao lat transformacion quimica de los
compuestos organicos, como los hidreCarburos, realizada por microorganismos
(bacterias, hongos, actinomicetos, etc.) ysplantas (Singh y Ward, 2004). Cabe
destacar que para que este proceso se lleve a cabo de.manera eficiente intervienen
diversos factores como la biodisponibilidad del contaminante, su concentracion, la
disponibilidad de nutrientes y condiciones ambientales adecuadas como el pH,
temperatura, contenido de agua y potencial redox (Das y Dash et“al. 2014; Speight et
al. 2012). Lim et al. (2016) han reportado que la biorremediacion es una via
sustentable por la que se pueden acelerar los procesos naturales de biodegradacion,
afiadiendo los nutrientes requeridos por la biota del suelo a través de tratamientos
controlados, para mejorar y maximizar la rapida degradacién de los compuestos en
cuestion. Particularmente, el co-compostaje es una tecnologia que consiste
basicamente en la adicion de materiales organicos, como plantas, aserrin, bagaze,
cascaras, entre otros, para proveer nutrientes, aireacién y consecuentemente mejorar
la degradacion potencializando la actividad bioldgica en el suelo (Kastner y Miltner,

2016). Una de las principales limitantes en los procesos de biorremediacion, es el



costo y(disponibilidad de los acondicionadores o nutrientes a utilizar en las diversas
técnicas de esta tecnologia, sin embargo de acuerdo a Rezania et al. (2015) algunas
malezas acuaticas de preocupacion mundial como el lirio acuatico (Eichhornia
crassipes) pueden ser aprovechadas de numerosas formas como en la produccion de
bio-combustibles, biomasa en el tratamiento de aguas residuales, composta, ensilaje
de ganado y como acondicionador organico, debido a su contenido de tejido fibroso y
nutrientes (Su et al. 2018)." De acuerdo a lo anterior, en el presente estudio se evaluo
el efecto del lirio acuaticorsebre la biodegradacién de los hidrocarburos durante el

proceso de co-compostaje de"suelo intemperizado y suelo recién contaminado.



2. MARCO TEORICO

2.1. Liriosacuatico

El lirio acuatica-(Eichhornia crassipes) es una planta libre flotadora macréfita originaria
de la region amazonica de Brasil que se ha esparcido a las regiones tropicales vy
subtropicales del mundo. Debido a su flor tan llamativa se ha potenciado su uso
ornamental (Moyo et‘al~2013). Es una planta que florece durante todo el afo, esta
presente en rios, canales; lagos, lagunas, arroyos, pantanos e incluso presas. La
presencia de contaminantes en“el agua provoca su proliferacion y por lo tanto cubre
grandes extensiones en los cuerpoes de agua (Ortiz et al. 2015).

La introduccion del lirio acuatice.a México segun (Camarena et al. 2013) data de
principios del siglo XX por algunasgfamilias de los estados de Jalisco, Michoacan y
Ciudad de México, Pero la presencia de)esta planta se reportdé desde la época del
porfirismo sin embargo, se considerd, un problema hasta 1962.

2.1.1. Descripcion de la especie

Es una planta acuatica perenne flotante/que se“encuentra principalmente en aguas
Iénticas, es herbacea y consta de varias hejas anchas y con flores color purpura. Las
hojas son color verde brillante, lisas, gruesas_y-constan de dos partes, un peciolo que
se encuentra en el tallo de la hoja y otra hoja arriba. La‘hoja puede llegar a medir
hasta 30 cm de diametro y cuenta con dos tipos, las que poseen peciolos bulbosos y
aquellos que no son bulbosos, los cuales permiten que la planta flote (Figura 1a). Los
tallos pueden llegar a medir hasta 60 cm de largo, con estolones herizontales de unos
10 cm de largo que pueden producir nuevas plantas. Las raices son“de color negro,
fibrosas y parecidas a las plumas, que pueden llegar a medir hasta un metro de largo
en aguas profundas, también puede adherirse al fondo, lo que permite que, la planta
persista en el cuerpo de agua (Figura 1b) (Osmond y Petroeschevsky, 2013);



Peciolo bulboso

Figura 1a. Morfologia de la planta de lirio aCuatice (sp)

Fuente: NWS, Department of Primary Industries. Weeds ofsNational Signficance. Australia, 2013.

Peciolo no
bulboso

/ Planta hija

Figura 1b. Morfologia del lirio acuatico (sp)



2.1.2. Reproduccién

El lirio acuatico se puede reproducir sexualmente y de forma vegetativa, la
reproduccion’segxual es escasa ya que las flores del lirio son profundas y son poco
observadas susgssemillas. La forma mas comun en la que esta planta prolifera es
vegetativa, donde”se. desarrollan brotes de estolén con ramificaciones de yemas
distribuyéndose de manera mas rapida por las corrientes de agua, su fructificacion
ocurre alrededor de un.90% de humedad y temperaturas entre los 22 y 35 grados
Celsius (Global Invasive Species Database, 2015).

2.1.3. Problematica del lirio.acuatico en los cuerpos de agua
Uno de los principales problemas.del lirio acuatico es su rapida propagacion, por esto
es considerada maleza acuatica invasiva a nivel mundial ya que puede duplicar su
poblacién en cuestion de 5 — 15 dias (Moyo et al. 2013). Asi mismo, por su capacidad
de tolerar amplias temperaturas y pH, tiene una mayor ventaja sobre otras especies
de malezas acuaticas nativas que.-tienen~una baja tolerancia a los cambios en
ambientes acuaticos (Osmond y Petroeschevsky, 2013). Las alteraciones que puede
ocasionar en los habitats dulceacuicolas® van désde_obstruir el flujo del agua de
canales de irrigacion, la destruccion de puentes hasta_producir alteraciones en la tasa
de evapotranspiracion, incrementa la turbidez del agua,.reduce la penetracién de luz
que por lo tanto afecta sus propiedades fisicoquimicas (Nino et al. 2006).
Algunas instituciones han mencionado que la presencia del lirio acuatico puede
causar diversos efectos en los ambitos econdmicos, ecoldgices, institucionales y de
salud, los cuales se mencionan a continuacion (TEMA, s/f):
e Ecoldgico: Pérdida de biodiversidad, disminuye el oxigeno disuelto, favorece la
eutrofizacion y genera azolvamiento.
e Econdmico: Pérdida de agua, afectaciones a los canales y al turismo.
e Salud: Potencia las enfermedades relacionadas con el agua contaminada.
e Institucionales: Rebasa la capacidad de atencion de los 3 niveles de gobierno,
implica el direccionamiento de los recursos que se utilizan para la poblacion e

influye en el déficit ambiental del pais.



2.2.( Suelo

El suelo esta formado por minerales, aire, agua y materia organica del suelo. Las
proporciones’en las que se encuentran estos componentes y su composicion influyen
en sus propiedades fisicas como la textura, estructura, y porosidad, estas afectan el
movimiento del airé y.del agua en el suelo y por lo tanto, la habilidad del suelo para
funcionar (McCauley-etsal. 2005). En México existen 25 de las 32 unidades de suelo
que se presentan en laClasificacion de la Base Referencial Mundial del Recurso
Suelo, esto se puede atribuir.a las diversas combinaciones de los componentes que
forman el suelo del territorio macional (SEMARNAT, 2016).

En la figura 2 se muestran las unhidades de suelos que predominan en el territorio
mexicano, en los que 6 son los que~mas destacan: Leptosoles, Regosoles, Feozems,
Calcisoles, Luvisoles y Vertisoles, l0S cuales representan el 81.7% de la superficie
total, las 19 unidades minoritarias cubren, aproximadamente una superficie de 36
millones de hectareas (Cruz et al._.2007)

Luviso Vertisohemdambisol  #SqlgAChak Arenosol
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Calcisol
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Figura 2. Superficie de los principales grupos de suelo en México

Fuente: SEMARNAT, Informe de la Situacién del Medio Ambiente en México, Capitulo 3. Suelos,
México, 2016.

De acuerdo a Palma et al. (2017) son 19 los grupos de suelos que se encuentran en
el estado de Tabasco, destacando los gleysoles (20.5%), histosoles (13.4%),
fluvisoles (10.4%), acrisoles (9.73%), vertisoles (7.48%), leptosoles (7.07%), alisoles
(9.73%), luviosles (6.49%), cambisoles (5.77%), arenosoles (2.1%) entre otros
(4.79%), con respecto a la superficie total del estado (466 100 ha). La mayoria son
suelos que son ocupados con los cultivos mas redituables del estado, como el cacao,



palma de aceite, papaya y cafia de azucar. El suelo es un cuerpo natural que
conforma <€l habitat de diversos organismos, como las bacterias, hongos, levaduras,
plantas entre otros, esto le da soporte a los sistemas ecoldgicos ya que aportan
componentes quifmicos y minerales como resultado de la biodegradacién, por lo tanto
el suelo representa_un papel importante en la vida de todos los seres vivos
(Fernandez et al. 2006):

2.3. Hidrocarburos.del petréleo
El petr6leo es una mezcla de gases, liquidos y compuestos hidrocarbonados solidos,
también se puede definir comeo _una mezcla de hidrocarburos que generalmente se
encuentran en estado liquido y'qué puede llegar a contener compuestos metalicos
entre otros elementos (Speight, *#998). Se le llaman hidrocarburos a aquellos
compuestos que solamente contienenfcarbono e hidrogeno, y forman el grupo mas

grande de compuestos organicos (Riazi, 20095).

Varjani y Upasani, (2017) mencionan que los hidrocarburos del petréleo se clasifican
en cuatro categorias (Tabla 1):

= Alifaticos

= Aromaticos

= Resinas

= Asfaltenos

Los hidrocarburos alifaticos pueden ser saturados o no saturados, de estructuras
abiertas o ciclicas, que pueden ser gaseosos, con bajo peso molecular (Cg-C16), con
peso molecular medio (C47-C2s) 0 con un alto peso molecular (>Cazg). LeS aromaticos
son una serie de hidrocarburos importantes que se pueden encontrar casi en
cualquier mezcla de petroleo, estos son ciclicos y parten de la molécula del.benceno
(CeHs) y contienen dobles enlaces carbono-carbono (Riazi, 2005). Las resinas
contienen numerosos grupos funcionales polares formados con N, S, O y traza de
metales como el niquel, vanadio y hierro. También contienen compuestos aromaticos
con cadenas largas de alcanos que mayormente son solubles en n-heptano y n-
pentano. La fraccion de asfaltenos se considera como recalcitrante y se conoce que



contiené nitrbgeno, oxigeno, atomos de azufre, vanadio y niquel, por lo general son
moléculas” complejas que estan coloidalmente dispersadas en compuestos
aromaticos, también son viscosos y de alto peso molecular (Riazi, 2005; Varjani,
2017).

Tabla 1. Categorias ‘endas que se dividen los hidrocarburos del petroleo.
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24. <Contaminacion por hidrocarburos en México y el sureste

La contaminacion del suelo representa uno de los problemas ambientales mas
comunes y serios\debido en la mayoria de los casos, por accidentes relacionados con
operaciones industriales como derrames, fugas, descargas de efluentes 6 disposicidon
de residuos peligrosos(Santos-Jallath, 2007). Estos procesos urbanos han provocado
el deterioro del uso del'suelo en diferentes aspectos como el valor econémico de los
predios, sus condiciones ambientales y su uso sustentable (SEMARNAT, 2010).

Respecto a los derrames dé hidrocarburos en el estado de Tabasco, la Comision
Nacional de Hidrocarburos, (2014) sefialé que durante el periodo 2000 — 2014, se
derramé un total de 24.78 mbls? de~petroleo crudo en tierra, lo que representd 1,475
derrames cuantificados, situandose solo.por debajo de Veracruz, por lo que Tabasco
se puede considerar como uno de los estados mayormente afectados (Figura 3).

De acuerdo al Anuario Estadisticode PEMEX, (2016a) México es el doceavo pais en
tener una alta produccién de petrolet.crudo con.un total de 2,154 mbd; tomando en
cuenta solo el sureste del pais, la producciondepetréleo crudo es la siguiente: la
region Marina Suroeste conformada "por. Abkatun-Pol-Chuc y Litoral Tabasco

obtuvieron una produccién total de 619 mbd®, seguiddmente la Regién Marina Noreste

Derrames Cuantificados por Estado Derrames no Cuantificados por Estado
Periodo: 2000-2014 Periodo: 2000-2014
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Figura 3. Derrames de petréleo crudo cuantificados y no cuantificados por estado durante el periodo
2000 — 2014 Fuente: Comision Nacional de Hidrocarburos, Reporte de Derrames de Petréleo Crudo al
Primer Semestre de 2014, México, 2014.

mbls: millones de barriles 9
®mbd: millones de barriles diarios



constituida_por Cantarell y Ku-Maloob-Zaap produjeron un total de 1,082 Mbd, por
ultimo, la®’"Reégion Sur integrada por los activos Cinco Presidentes, Bellota-Jujo,
Macuspana-Muspac y Samaria-Luna lograron una produccién total de 344 mbd, de los
que en el afo 2016 el estado de Tabasco figuré con una produccidon de 291 mbd en
tierra.

PROFEPA, (2016) recibié 1,961 emergencias ambientales durante el afio 2016, en las
que 1,822 fueron provoeadas por derrames de hidrocarburos, asimismo PEMEX,
(2017) menciona que al cierre del afo 2015, el inventario de sitios contaminados se
elevo a 1,162 hectareas (ha)’y durante el afio 2016 se afiadieron 197 ha mas de las
cuales solo 75.2 ha fueron  reémediadas, resultando un total de 1,283.8 ha
contaminadas, presentandose un incremento del 10.5% en sdélo un afo, atribuyendo
el motivo de los derrames principalmente a los actos vandalicos y al deterioro de los
ductos. Por otra parte, PEMEX, (2016b) en su Informe de Sustentabilidad menciona
que a lo largo del afio 2016 se presentaron 192 eventos de fugas y derrames, sin
embargo, el volumen derramado fuesmayor en'6,956 barriles en comparacion del afo
2015, siendo la primordial causa, el*aumentosdextomas clandestinas identificadas
(Figura 4).
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México, 2016. O

Aun mas recientemente, PEMEX, (2018) ‘orté unGJperficie de 2,041 ha de
ntabilizado en 2016. Al
s en los ductos de

6873

superficies contaminadas, equivalente a un 59% mayor a‘lo

cierre de 2017, se sumaron 277 eventos de fugas y de
Pemex, siendo asociados principalmente a eventos de corrosidon_y actos vandalicos
como las tomas clandestinas. Sin embargo, el informe de sust ilidad de 2017
publicado por PEMEX (2018b), difiere de su informe anual del mismo afe (2017), ya
que en este unicamente reportd 223 eventos, y sélo un 16.1% de aum to&n fugas y

derrames con respecto al 2016.
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2.5.( Tecnologias de biorremediacion

Las tecnologias de remediacion biologica o biorremediacion hacen referencia a la
variedad de sSistemas que utilizan los organismos vivos como las bacterias, hongos,
plantas, etc., para‘degradar, transformar o remover compuestos organicos toxicos a
productos metabélicos menos toxicos. Esto depende principalmente de las
actividades catabdlicassde los organismos y consecuentemente de la capacidad que
tienen para utilizar los ‘contaminantes como fuente de carbono y de energia, lo que
también se puede referir arla~.mineralizacion completa de contaminantes organicos a
diéxido de carbono, agua, compuestos inorganicos o ya sea a compuestos organicos
mas simples que no sean dafines para el ambiente (Speight y Arjoon, 2012; Volke y
Velasco, 2002). En la Tabla 2 se presentan los factores necesarios para que se pueda
llevar a cabo de manera eficiente en los sistemas de biorremediacién microbiana
(Speight y Arjoon, 2012).

Tabla 2. Factores esenciales para lasbiorremediacién microbiana.

Factor Condicién 6ptima

N . . Organismos) capaces de biodegradar
Poblacion microbiana :
los contaminantes
Lo _suficiente_+ para favorecer Ila

biodegradacion aerobica (alrededor de

Oxigeno
2% de oxigeno en(fase de gas o 0.4
mg/litro en el suelo)
La humedad del "“suelo debe
Agua mantenerse alrededor del 50-70% de

su capacidad de retencion de agua
Nitrégeno, fésforo, y otros nutrientes

Nutrientes para soportar un buen crecimiento
microbiano
Apropiada para el crecimiento

Temperatura
microbiano 0-40 °C

pH 6.5a7.5
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Trejo y Quintero, (2000) mencionan que son diversas las técnicas desarrolladas para

llevar a cabo la biorremediacion de sitios contaminados con compuestos organicos

toxicos (Tabla 3)<Generalmente, la remediacion puede ser llevada acabo in o ex situ,

en donde la mayeria.de las veces es realizada in situ cuando el contaminante se

encuentra muy saturado en la zona, caso contrario cuando es superficial se puede

llevar a cabo ex situ; asi‘también, para estos procesos se debe tener en cuenta la

poblacion microbiana, el tipo.de contaminante, la estructura quimica y geologica del

sitio para asi poder determinar la manera de remediar el sitio en cuestion.

Tabla 3. Tecnologias de tratamiento de biorremediacion

Bioaumentacion

Bioestimulacion

Bioreactores

Bioventeo

Composteo

Bio-labranza

Es la adicion. de cultivos bacterianos al medio
contaminado; frecuentemente usado en bioreactores y
sistemas.ex situ.

Estimulacion_de. la poblacion microbiana enddgena en
suelo o aguas subterraneas; puede ser in situ o0 ex situ.
Es llevar a cabosla_biodegradacion en contenedores o
reactores; ya sea paraliquidos o lodos.

Método para tratar suelos contaminados inyectando
oxigeno para estimular el cregimiento y actividad
microbiana.

Proceso termofilico aerobio en el que, el material
contaminado se mezcla con acondicionadores,organicos,
en forma de pilas, pilas aireadas o reactores.
Tratamiento en fase sélida para suelos contaminados,

puede ser in situ o ex situ en celdas.

2.6. Co-compostaje de suelo contaminado

La eficiencia de la biodegradacién de compuestos organicos toxicos se ve

influenciada por diferentes factores (oxigeno, nutrientes, relacion C/N, etc.) que son

importantes para el crecimiento microbiano, proporcionandoles condiciones favorables
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para mejorar la degradacidén de los contaminantes presentes en el suelo. La adicion
de acondicionadores organicos y la aplicacion de composta, es una manera
competente de modificar las limitantes antes mencionadas y asi mejorar el proceso de
la remediacion de) suelos contaminados; el proceso de compostaje, o el afiadir
compost de algun<acondicionador organico, es un proceso bioquimico en el que se ve
envuelta la mineralizacion de compuestos organicos, en formas humificadas y en
compuestos inorganicos_(Potter, 1993; Ren et al. 2017). Una de las tecnologias de
composteo mas utilizadas .para tratar grandes areas de suelo contaminado,
principalmente por hidrocarburos,_ se lleva a cabo en condiciones aerobias y se le
puede llamar biopilas, bioceldasy pilas de composteo o sistemas de co-composteo
(Iturbe et al. 2002). Las biopilas sen_una forma de compostaje en el cual se forman
pilas con suelo contaminado y agentes. organicos en el que el sistema puede ser
abierto o cerrado y se coloca en areas de tratamiento que puede incluir sistemas para
colectar lixiviados y alguna forma dé aireacion (Volke y Sepulveda, 2003).

2.7. Biodisponibilidad de contaminantes en el suelo

Uno de los factores mas importantes para.la degradacion de contaminantes en el
suelo es su biodisponibilidad en el ¢fmedio ‘para ser degradados por los
microorganismos, este proceso se ve influenciado per.a tasa de absorcion de los
contaminantes, la transferencia de masa, desorcion, .difusion y disolucion. La
estructura molecular del contaminante y su hidrofobicidad_también afectan la
biodisponibilidad de éste, ya que estos factores pueden volver mas selectivo su
consumo por los microorganismos (Singh y Ward, 2004). La “biedisponibilidad se
puede definir como las interacciones fisicas, quimicas y biolégicas que determinan la
exposicion de los microorganismos a los compuestos en el suelo (Ehlers y Luthy,
2003). Riveroll-Larios (2015) sefiala que entre mas sea el tiempo de residencia de los
hidrocarburos en el suelo, menos biodisponibles son, lo que provoca..que las
diferentes poblaciones microbianas nativas del suelo cambien y que so6lo aquellasrque
son capaces de subsistir persistan, a este proceso de envejecimiento se le llama
intemperizacion. Por lo tanto se puede decir que la biodisponibilidad de las
contaminantes decrece con el tiempo debido a la sorcidn irreversible o secuestro en el
suelo (Luthy et al., 1997).
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2.8.( Microorganismos degradadores

La presenciade microorganismos en el suelo es un factor clave para la degradacion
de compuestos/organicos como los hidrocarburos, por sus capacidades metabdlicas
para degradar, transformar o acumular compuestos toxicos, asi como la cantidad en
la que se encuentran_son importantes en ecosistemas contaminados (Diaz-Ramirez,
2000). Gracias a los-recientes avances tecnologicos se ha facilitado la identificacion
de bacterias y hongos_que se involucran en la biodegradacion de compuestos
organicos contaminantesy ). asi aplicar su potencial de biodegradacion en
biotecnologias para la remediacion de sitios contaminados (Philp y Atlas, 2017). La
existencia de microorganismos” degradadores no se restringe solo a unos cuantos
tipos de géneros, por el contrario existe una gran diversidad de ellos. En la Tabla 3 se
muestran algunos ejemplos de microorganismos aislados de sitios contaminados con
hidrocarburos.

Ramadass et al. (2018) probaron/dos cepas. de Pseudomonas, (P. putida Y P.
aeruginosa) para la remocion de” HTP de un suelo intemperizado con altas
concentraciones (39,000 mg TPH kg'/de suelo); en diferentes tratamientos de
biorremediacion mediante bioestimulacion™y biaumentacion, encontrando que estas
dos cepas tienen un gran potencial »para remediar suelos intemperizados
contaminados ya que mostraron una alta remocion en.los _tratamientos adicionados
s6lo con estas especies. Por otra parte, Xu et al. (2049) probaron el uso del
sobrenadante proveniente de residuos de comida fermentadarpara la bioestimulacion
de suelos contaminados con petroleo (Ca9 — C24), resultando en upa\alta remocion por
parte de las bacterias indigenas, motivo por el cual identificaron/l0s géneros que
predominaron en todo el proceso, siendo estos Acinetobacter y Aquabagterium. Sin
embargo, no solo las bacterias son capaces de degradar compuestos derivados del
petréleo, diversos géneros de hongos han sido reportados como degradadores de
hidrocarburos, tales como Asperqillus spp, Paecilomyces, Mucor y Aspergillus
fumigatus entre otros (Atlas y Bartha 1992; Zhang et al. 2016). De manera que,_la
participacion de los microorganismos en procesos de biorremediacion de suelos
contaminados es de vital importancia ya que estos poseen enzimas capaces de
degradar y usar diferentes hidrocarburos como fuente de carbono y de energia, en
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donde factores como los nutrientes, la diversidad microbiana, la biodisponibilidad y las
condiciones fisicas del medio juegan un rol clave para su desarrollo durante el
proceso de“degscontaminacion (Al-Hawash et al. 2018). Los hidrocarburos son
compuestos organicos naturales, por lo que es comun que existan microorganismos
capaces de utilizar estos compuestos como fuente de energia y que se extienda
ampliamente entre diversas poblaciones microbianas (Tabla 4) (Atlas, 1981).

Tabla 4. Géneros reportades.degradadores de hidrocarburos

Género

Bacterias Hongos y levaduras
Bacillus cereus Eupenicillium hirayamae
Bacillus cibi Aspergillus terreus
Bacillus megaterium Alternaria alternata
Pseudomonas aeruginosa Cladosporium sphaerospermum
Polaromonas vacuolata Rhizopus stolonifer
Stenotrophomonas acidaminiphila Fusarium:solani
Acinetobacter Candida maltosa
Marinococcus Candida tropicalis
Nocardia
Rhodococcus

Streptomyces sp.

Vibrio sp.

Das, (2014); Ivshina et al., (2017); Vipin et al.,(2017)
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3. ANTECEDENTES

El co-compostaje es considerado como una estrategia competitiva en términos de
costos y del impacto que causa este proceso en el suelo contaminado, también se ha
destacado por su eficiencia en la biodegradacion de compuestos organicos en el
suelo tales como: _benceno, tolueno, explosivos [2,4,6-trini-trotolueno (TNT)],
pesticidas, hidrocarbures aromaticos policiclicos (HAP), entre otros (Semple et al.
2001). Actualmente se han realizado investigaciones, en las que se evalua el proceso
de co-compostaje y el use de acondicionadores organicos como estrategia para la
biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos mediante la
determinacion de parametros fisicoquimicos y biologicos (Oriji et al. 2013; Udeh et al.
2013)

Udeh et al. (2013) realizaron un estudio en el cual evaluaron el efecto de la adicion de
lirio acuatico a un suelo contaminado “con\ petrdleo crudo a través del compostaje,
donde demostraron que la adicion.de esta planta fue un factor clave en la remediacion
de suelos altamente contaminados,/debido a /que la concentracion de hidrocarburos
decrecio con respecto al tiempo con-una concentracion inicial de 4,200 ppm hasta
1,400 ppm al final de la experimentagion, concluyendo asi que se mejoro la
degradacion de los contaminantes de manerarsignificativa. De igual manera Orji et al.
(2013) realizaron un estudio en el que evaluaron parametros biologicos
(microorganismos degradadores y heterotroficos) y fisicoquimicos (contenido de HTP,
conductividad eléctrica y pH) durante la biorremediacion de~un suelo de manglar
contaminado con petroleo, adicionado con lirio acuatico como _acondicionador
organico. Los resultados de este estudio demostraron que la adicion del lirio fue
positiva para la presencia de microorganismos heterotréficos, asi como de los
degradadores de hidrocarburos, ya que aumentaron progresivamente conforme al
tiempo. Paralelamente, los autores observaron un decaimiento gradualy en el
contenido de HTP en el suelo, partiendo de 12,517 ppm hasta 3,083 ppm en(7Q'dias
de estudio, concluyendo que el uso del lirio acuatico es efectivo en bioprocesos de

remediacion y para mejorar la actividad biolégica en suelos contaminados:
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En otrolestudio realizado por Gonzalez-Diaz, (2014) se evalud la actividad biolégica y
el potencial ) de biodegradacion de dos suelos contaminados artificialmente
provenientes” de una zona tropical, uno intemperizado y otro recientemente
contaminado, demaestrando que la adicion de nutrientes al suelo mejor¢ la actividad
biolégica y la capacidad para degradar hidrocarburos. Asi mismo, se registraron
valores elevados de-biomasa microbiana (> 2.5 mg de biomasa g') en los suelos
estimulados. Por otra parte, se demostré que el uso de variables biolégicas como la
respiracion, la biomasa mierobiana, la actividad de la enzima lipasa y la cuantificacion
de microorganismos heterotréficos .y degradadores son indicadores adecuados para el
analisis y monitoreo de descontaminacion de suelos tropicales con hidrocarburos. A la
vez, la correlacion de las variables microbiologicas y fisicoquimicas permitieron
analizar la respuesta por parte de los'microorganismos a lo largo del proceso mientras
ocurria la biodegradacion de los contaminantes.

Recientemente, Onwosi et al. (2017) probo el uso de diferentes acondicionadores
organicos (cascara de arroz, aserrin_y retazos de madera) para la remediacién de
suelo contaminado con diésel mediante’ el compostaje, lo que resultd en una alta
remocion de los HTP del suelo, con unarépida degradacion de hasta 98.2% para la
mezcla de todos los sustratos utilizados, ‘eoncluyendo_que la adicion de nutrientes
incrementd la cantidad de microorganismos presentes y por lo tanto la actividad
microbiana, lo que llevo a un proceso eficiente de degradacién de los contaminantes,
ya que obtuvieron una reduccion de 250 mg Kg™' hasta 5 mgKg™ de hidrocarburos
totales del petroleo.
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4. JUSTIFICACION

El desarrollo de la industria petrolera en México, ha generado una problematica de
contaminacién /que se debe a los diversos derrames de hidrocarburos que se
presentan, especificamente en Tabasco la Comision Nacional de Hidrocarburos
(2014), cuantifico hasta el 2014, un total de 24.78 mbls de petroleo crudo derramado
en tierra, por lo que“elaalto numero de reportes de derrames lo ubican como uno de
los estados de la republica mexicana mas impactados por este fendmeno,
constituyendo una problematica ambiental regional cada vez mas dificil de superar,
considerando los elevados costos_de los insumos comerciales que se utilizan en las
diversas tecnologias aplicadas spara la remediacion de suelos contaminados. En
general, en cuanto a los sitios™contaminados, se presentan dos condiciones
diferentes, una donde los suelos han sido sujetos a los factores bidticos y abidticos
por largo tiempo, dando lugar a suelos contaminados intemperizados ¢ “afejados”,
donde los contaminantes residuales/persisten, siendo de gran preocupacién ya que la
biodisponibilidad de los mismos es”_menor debido al posible secuestro de estos
componentes dentro de la matriz- s6lida, “limitando asi la actividad de los
microorganismos nativos (Gutiérrez-Rojas#2000). Qtra situacion es la que se presenta
en los suelos recientemente contaminades (<1 afo), donde el grado de
transformacion de las fracciones mas labiles es reducido dejando compuestos
degradables disponibles, pero a la vez confiriéendoles una mayor toxicidad y riesgo de
exposicion.

Una situacion semejante ocurre con la presencia del lirio acuatico,, puesto que es
catalogado a nivel mundial como una maleza acuatica invasiva quesse ha presentado
en mas de 80 paises en los cinco continentes en los ultimos 100 afos (Feng et al.
2017). Segun la UNEP et al. (2013) en México mas de 40,000 hectareas estan
infestadas, principalmente cuerpos de agua; es por esto que Tabasco;.alyser un
estado que destaca en éste ambito se encuentra infestado por esta planta.~"Como
opciones ante esta problematica, se ha optado por alternativas de remediacion
biolégicas basadas en el aprovechamiento de las capacidades metabdlicas de ‘los
microorganismos y/o plantas para la remocion o transformacion de los compuestos

contaminantes. En particular el co-compostaje es un proceso donde se adicionan
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materiales organicos que actuan como mejoradores de las condiciones de oxidacion
biolégica permitiendo a los microorganismos transformar o incluso mineralizar la
materia organica y los contaminantes organicos simultaneamente. Esto favorece el
proceso de biorrémediacion y mejora las caracteristicas del suelo e incrementa el
aporte de nutrientés necesarios para la actividad biolégica y posterior uso del suelo
(Mathur et al. 2018)..Sin embargo, en la mayoria de estos procesos, entre las
limitantes se encuentran” el costo y la disponibilidad de los acondicionadores
organicos a utilizar, es por esto que el uso de plantas como el lirio acuatico, tiene
interés particular, debido a su presencia extendida en cuerpos de agua, con efectos
principalmente adversos para 1os sitios donde se presenta. Su uso como agente
sorbente se ha reportado; sin embargo, su aplicacién para el tratamiento de suelos
recién contaminados e intemperizados de zonas tropicales, es limitada.

Considerando los diferentes usos que se la.han dado al lirio acuatico como fuente de
nutrientes y aporte de biomasa, en’conjunto con su eficiencia en diferentes procesos
biotecnoldgicos, en el presente trabajo,.fue utilizado como un acondicionador organico
en el proceso de co-compostaje de suelgs tropieales, con la finalidad de comparar el
efecto de la adicion del lirio acuatico sobre’la biodegradacion de los contaminantes y
la actividad biolégica durante el proceso: a actividad microbiana se monitoreo
mediante la determinacion de variables biologicas como/la actividad de la enzima
lipasa, el perfil respirométrico, la biomasa microbiana y el numero de microorganismos
degradadores. A través de esta estrategia se pretende coadyuvar a solucionar la
problematica de la presencia de suelos contaminados con hidrocarburos en el estado
de Tabasco y a la vez contribuir al aprovechamiento del lirio presente en exceso en
los cuerpos de agua, proporcionando asi, una alternativa menos )costosa y

sustentable para la biorremediacién de suelos contaminados.
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5. OBJETIVOS

5.1.

OBJETIVO GENERAL

Comparar el efecto del lirio acuatico sobre la biodegradacion de hidrocarburos vy la

actividad biolégica durante el proceso de co-compostaje, en un suelo intemperizado y

recién contaminado.

5.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas iniciales (dia 0)
y finales (dia 50) de los sue€los.con diferente historia de contaminacion en 50
dias.

Cuantificar la biodegradaciéon de los hidrocarburos durante el proceso de co-
compostaje utilizando lirigy acuatico como acondicionador organico,
considerando una relacion G/N-de 25.

Evaluar la actividad bioldgica ‘mediante(la_respiracion microbiana, la actividad
lipasa y la biomasa microbiana,/como indicadores de la biodegradacion de

hidrocarburos en el suelo durante el{co-compostaje.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Estrategia experimental
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6.2. Ubicacion del sitio de muestreo

En la Figura 5 se muestra el sitio de muestreo del suelo recientemente contaminado
(SRC) (Figura 6), se recolecté en un punto afectado por la presencia de hidrocarburos
dentro de un manglar altamente contaminado (<tres meses) derivado de actividades
petroleras en las cercanias del activo cinco presidentes (coordenadas 18°11'44.90" N,
94°01'25.60" O), situade a las orillas del rio Chicozapote (tributario del Rio Tonala) y
la laguna El Yucatecos“en el municipio de Huimanguillo, Tabasco. El suelo
intemperizado (Sl) (Figura”6), ubicado en un area histéricamente impactada por
derrames de hidrocarburosy”con. mas de 10 afos de afectacidn (coordenadas
18°05'17.54" N, 94°03'24.04" O).-El sitio se encuentra en las cercanias del Complejo
Procesador de Gas La Venta, en ‘elmunicipio de Huimanguillo, Tabasco y se trata de
un suelo inundable en la época de lluvias. Por otra parte, el lirio acuatico se recolecto
en un dren con abundante presencia de la\planta, localizado en la Rancheria Benito
Juarez, Jalpa de Méndez, Tabasco{coordenadas 18°00'01.70" N, 93°43'15.76" O). Se
trata de un sitio con actividad ganadera, que al momento del muestreo se encontraba

con flujo continuo de agua.

La Venta

————
“ SEl Yucateco
i

// 1'\

JSRC

'T’)

Figura 5. Ubicacidon del sitio de muestreo del suelo intemperizado contaminado (Sl), suelo
recientemente contaminado (SRC) localizados en Villa la Venta, Huimanguillo, Tabasco.
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Figura 6. Sitio de muestreo del suelo recientemente-contaminado, (< 3 meses A) Zona de manglar en
las cercanias de la carretera, impactada por el derrame _de petréleo, B) Zona de manglar contaminada
por petréleo, a las orillas del rio Chicozapote.) y del intemperizados€ontaminado (>10 afios), C) Zona de
manglar inundada impactada. y D) Capa superficial del suelo muestreado (0-30 cm), con un capa de
asfalto de gran espesor.

6.3. Area de colecta de suelo y lirio acuatico

El plan de muestreo consistio en un muestreo dirigido basado enlas observaciones
del derrame (patron de dispersién de hidrocarburos, manchas caracteristicas, entre
otros). Se seleccionaron los puntos de muestreo en los cuales se recolectaron las
muestras a una profundidad de 0 a 30 cm. El suelo fue transportado (atemperatura
ambiente) al invernadero de la Division Académica de Ciencias Bioldgicas de la UJAT,
donde se tamiz6 (malla 4) para su homogenizacion y mezclado.

Para la recolecta del lirio acuatico que se emple6 como acondicionador organice del
suelo, se identificaron sitios donde se presentaba acumulamiento de la especie con gl
menor impacto de actividades humanas. El lirio se retir6 manualmente y se picé con

una cosechadora-picadora (John-Deere). El material se trasladé y se seco6 al sol,
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hasta una humedad alrededor del 30% (Hernandez-Pérez, 2015). Posteriormente, se
moli6 (para obtener un granulado fino (<2 mm) y se mantuvo el material humedo para

Su uso en el €oscomposteo con los suelos contaminados.

6.4. Co-composteo de suelo contaminado con lirio

Se realiz6 un experimento con dos tipos de suelo contaminado (suelo recién
contaminado y suelo ‘intemperizado) y la adicidn de lirio acuatico. La proporcion de
lirio que se adiciond se definié en funcion del contenido de nitrégeno y carbono del
suelo y del lirio; para alcanzar una relacion C/N de 25. El ensayo se realizé a escala
piloto con unidades experimentales (pilas de 10 Kg) divididas en los siguientes
tratamientos: a) suelo recién coentaminado (control, SRC), b) suelo intemperizado
(control, Sl), c) suelo recién contaminado mas lirio acuatico (SRC+L) y d) suelo
intemperizado mas lirio acuatico (SI+L)."Las unidades experimentales se mantuvieron
tapadas en condiciones de invernadero (26-38°C) con adicion periédica de agua (tres
veces por semana), para mantener_la-humedad a un 65% de la capacidad de campo
(Tabla 5). El experimento tuvo una duracion dé 50 dias, se tomaron muestras cada
cinco dias, evaluandose la actividad | biologica” y. parametros fisicoquimicos. La
actividad bioldgica se determiné a través de)las variables de respuesta de biomasa
microbiana, cuantificacion de microorganismos ¢ degradadores de alcanos
(hexadecano), microorganismos heterotrofos del suelo;~perfil respirométrico y
actividad de la enzima lipasa.

Adicionalmente, se evaluaron propiedades fisicoquimicasycomo: conductividad
eléctrica, pH, contenido de HTP, composicion de los hidrogarburos residuales,
carbono organico y nitrogeno total.

Tabla 5. Co-compostaje de suelos contaminados con hidrocarburos, relacion C/N y proporciones de
suelo-lirio en las diferentes unidades experimentales.

. Relacion Pilas de 10 Kg
Tratamiento CIN LA (Kg) Suelo (Kg) cC
Sl (control) - - 10
SRC (control - - 10
Sl + LA 25 2.1 7.9 65%
SRC + LA 25 1.4 8.6

Sl: Suelo intemperizado, SRC: Suelo recién contaminado, LA: Lirio acuatico, CC: Capacidad de campo.
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Se tomaron muestras iniciales y finales para la cuantificacion de los HTP vy
determinacion de la composicion de los hidrocarburos residuales (suelo
intemperizado) /por cromatografia en columnas de permeacion en gel; asi como

contenido de nitrégeno total y de carbono organico.

6.5. Ajuste de la relaciéon C/N para las mezclas de suelo - lirio acuatico

El ajuste de la relacionearbono/nitrogeno (C/N) se realiz6 mediante la determinacion
del carbono total de las muestras de suelo y lirio, basado en la NMX-109-SCFI1-2000,
la cual se describe mas adelante. De igual manera, se determind el nitrégeno total de
las muestras (SRC, Sl y Lirio acuatico) a través de la metodologia descrita en la
NOM-021-SEMARNAT-2000 presentada en la siguiente seccion. Una vez obtenido el
contenido de nitrogeno y carbono totak de los materiales a utilizar, se realizo la
conversion de contenido fraccional (%)..a. kilogramos y posteriormente el ajuste,
tomando en cuenta la cantidad dé/nitrégeno.y,carbono presentes por kilogramo de

suelo y de lirio (Tabla 6).

Tabla 6. Carbono organico y nitrégeno total (%) de'cada material organico para realizar las mezclas de
suelo contaminado y lirio acuatico con una C/N ~25.

Biopilas de(10/Kg

Materiales organicos %N  %COT

Lirio Acuatico 1.65 33.94
Suelo intemperizado 049 6.81
Suelo recién contaminado 0.09 3.48

6.6. Métodos analiticos
6.6.1. Parametros fisicoquimicos del suelo y el lirio

6.6.1.1. Nitrégeno total
Se determind nitrégeno total de las mezclas mediante el método AS-25 deserito.en la
Norma  Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000. Brevemente, ©, este
procedimiento consisti6 en dos pasos, a) digestion de la muestra para convertir el
nitrégeno a amonio y b) determinacion del amonio formado en la digestion. Se
utilizaron 0.5 g de muestra de suelo la cual se calent6 con acido sulfurico concentrado

y una mezcla de catalizadores que promueven la oxidacién de la materia organica,
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seguidamente al observar un color verde-turquesa se procedié a destilar la muestra
en un aparato de digestion semi-micro Kjeldahl y finalmente se determiné el nitrégeno

total titulando con acido sulfurico 0.05 N.

6.6.1.2. Carbono organico
Se determind ceniza,imateria organica y carbono organico de acuerdo a la NMX-109-
SCFI1-200. Donde se peso un gramo de muestra y se coloco en un crisol de porcelana
llevado a peso constante, Se calcind a 550°C por dos h y transcurrido el tiempo, se
enfrid en el desecador, se‘pesod.y se realizaron los calculos a partir de las siguientes

formulas:

, (PCC — PC)
%Cenizas =——————  x 100
muestra (g)
Donde:
PCC: peso del crisol con cenizas
PC: peso del crisol

100: para referirlo a porcentaje

Determinacion de materia organica (MO)

%MO = (100)(%Cenizas)
Donde:
%MO: es la materia organica expresada en porcentaje.
%Cenizas: es la ceniza calculada en la determinacion anterior.

Determinacion de carbono organico

%MO
1.724

%CO =

Donde:
%CO = es el porcentaje de carbono organico.
%MO = es la materia organica calculada a partir del % de cenizas y 1.724 es elfactor

Van Benmelen.
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6.6.1.3. » Potencial de hidrégeno (pH)

La medicionsdel pH de las mezclas y los controles, se realizé a través del método
descrito por Santos-Zufiga, 2017. Se pesaron muestras de 10 g de cada mezcla y se
colocaron en vasos de precipitados de 50 ml. Se adicionaron 20 ml de agua destilada
a cada uno y se dej6 reposar durante 24 h para posteriormente extraer el
sobrenadante con una bomba de vacio en un embudo de porcelana con papel filtro
Whatman 42. Seguidamente se procedid a realizar las lecturas utilizando un
potenciometro (Thermo Electron Corporation modelo Versa B40) previamente
calibrado.

6.6.1.4. Conductividad eléctrica
La conductividad eléctrica (dS/m) se'midié en el liquido sobrenadante utilizado en la

medicion del pH (Carter y Gregorich, 2008) y se utilizé un medidor multiparamétrico
ThermoScientific Versa B40 previamentetcalibrado (KCI 1.412 dS/m).

Cabe mencionar que, solo los analisis de=la’ composicion del suelo (Tabla 7), los
cuales se mostraran en la seccion deresultades, fueron realizados por el laboratorio
de analisis de suelo Fertilab basandose~en la Norma Oficial Mexicana NOM-021-
SEMARNAT-2000.

6.6.2. Extraccion de HTP
La extraccion de hidrocarburos se realizé usando el métédo de Extraccidon Soxhlet

(EPA 3540). En donde se utilizaron 10 g de la mezcla y los/Controles (base seca) y
sulfato de sodio anhidro 1:1 que fueron colocados en cartuchos de celulosa con
algodon. La extraccion se realizé con una mezcla (160 ml) Acetona: Hexano (1:1) en
matraces de 250 ml, y se mantuvo a reflujo durante 8 h en el ‘extractor Soxhlet.
Posteriormente se utilizd un Rota-Vapor (Buchi R-210) para la «eliminacién y
recuperacion del solvente. Los hidrocarburos residuales (mg kg™') fueron cuantificados

gravimétricamente.

6.6.3. Fraccionamiento de HTP
El método se basa en la separacion de los hidrocarburos mediante cromatografia.en

columna utilizando como fase estacionaria silica gel (malla 60-200) y solventes
organicos como agentes de elucion (Wang et al. 1994). Para el analisis se emplearon

columnas de vidrio con llave de paso asi como viales previamente pesados; la silica
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gel se activdo secandose en una estufa a 105°C durante 24 h. La separacion de las
diferentes“fracciones de hidrocarburos esta basada en su solubilidad en cada uno de
los solventes; realizandose en el siguiente orden utilizando viales para la coleccion de

cada fraccion:

a. Hexano: se coloca la muestra en la parte superior de la columna, se colectan
las fracciones (eluciones de 15 ml) hasta que la mancha amarilla alcance la
parte inferior de la columna.

b. Tolueno-Hexano: una‘elucion de 15 ml (1:1)

c. Tolueno: se adicionan velumenes de 15 ml hasta que la mancha amarilla
abandone completamente lareolumna.

d. Tolueno-Metanol: se realiza una_elucion con 15 ml (1:1).

e. Acetona-Metanol: una elucion con 15ml (1:1).

La determinacion se realiz6 gravimétricamente. La primera fraccion con el solvente
hexano corresponde a los hidrocarburos alifaticos. Las fracciones con la mezcla
hexano-tolueno y tolueno, se consideran come”hidrocarburos aromaticos. Las dos
ultimas fracciones con las mezclas de tolueno-metanol y acetona-metanol contienen a
los hidrocarburos polares. Posteriormente los.viales se evaporaron bajo una campana
de extraccion y se colocaron en un desecadaor por 24'h_para finalmente pesarlos y
realizar el célculo de cada fraccion (Diaz-Ramirez, 2000).
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6.7. Analisis microbiolégicos

6.7.1. Conteo de microorganismos heterotrofos del suelo
Se realizo lascuantificacion de microorganismos heterotrofos totales por el método de

diluciones seriadas, y conteo en placa (Lorch et al., 1995), utilizando 3 g (peso seco)
de muestra en 27 hde solucion salina, los cuales se homogeneizaron en el vortex.
Se utilizd Agar Soya Tripticaseina (AST, DIBICO) como medio de cultivo para la
cuantificacion de las bacterias y Agar Papa Dextrosa para los hongos (APD, DIBICO).
Las placas se incubaron.a’una temperatura de 32°C para bacterias y 28°C para
hongos, realizando después+les conteos de unidades formadoras de colonias (UFC g
") alas 24 y 48 h. Las UFC sé-calcularon mediante la siguiente formula (Madigan et
al. 2008).

num. de golonias
UFC *ml : 01l x (factor de dilucién)

6.7.2. Cuantificacion de microorganismos degradadores de alcanos
Para la cuantificacion de microorganismos ‘degradadores de alcanos se utilizo el

método de Nimero mas Probable (NMP g™ suelo,seco) con modificaciones, descrito
por Wrenn y Venosa, (1996). Este se basa en laldeterminacion de microorganismos
en condiciones especificas mediante el uso! de diferéntes sustratos (Frieder et al.
1994). Se realizd descrito como sigue: Se'‘emplearoh-diluciones seriadas (de 10
hasta 10°) que contenian 3 g de muestra (base seca) efi 27 ml de medio mineral,
posteriormente se transfirieron alicuotas (20 pl) de cada dilueion, (se realizaron cuatro
réplicas por dilucion), a pocillos de microplacas para su incubacion en 120 yl de medio
mineral con 5 pl de hexadecano como unica fuente de carbono.‘Las microplacas se
incubaron a 35°C por una semana. Después del tiempo de incubacion, se adicion6
violeta de iodonitrotetrazolio (INT, 3 g/l) a cada pocillo y la placa se incubd 24 h mas.
Cabe mencionar que los constantes cambios en la actividad de los microgrganismos
en sus variados habitats tipicamente se puede ver reflejado en su “dactividad
respiratoria, de modo que el uso de sales como el INT se utilizan comunmente para
determinar la actividad respiratoria, ya que esta relacionada con la cadenal de
transporte de electrones bajo condiciones aerobias, debido a que estas son reducidas
mayormente por enzimas deshidrogenasas (Vallejo et al. 2010), tal reduccion causa

un precipitado de color rojo intenso llamado formazan. De esta manera, se utilizd
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medio mineral como control en presencia del hexadecano y se registraron los
resultados” positivos (rojo - formazan) y se realizd el calculo del NMP de los

microorganismos degradadores, utilizando el software MPN-calculator (EPA 'V 4.04).

6.8. Analisis‘respirométrico del suelo contaminado

Se cuantificd el consumo de O, y la produccion de CO, para cada una de los
tratamientos, utilizando un, sistema semi-automatizado de respirometria (Sistema SS4,
Sable System International ‘Co.). Se utilizaron frascos de vidrio con tapas de rosca
(500 ml) como unidades experimentales con 20 g (base seca) de la mezcla de los
tratamientos adicionados con lirioy 30 g (base seca) para los controles suelo recién
contaminado y suelo intemperizado? Posteriormente, se colocaron en las botellas y se
cerraron herméticamente. La determinacion del consumo de Oz y el CO; producido
acumulados durante 24 h, se realizé programando lecturas en ciclos de 8 h. Los datos
de la tasa de produccién de CO, y la'tasa de consumo de O, fueron calculados
mediante el software ExpeData (SableSystem, /Version 1.9.27) utilizando la cantidad
acumulada a las 24 h, estos valores §e expresafon como: mg Oz kg™ d™' y mg C-CO;
kg" d”. Las condiciones de operacién del"sistema’y la_calibracién de los sensores se
realizaron de acuerdo al protocolo previamente estandarizado por Riveroll-Larios et al.
(2014).

6.9. Determinacién de la biomasa microbiana por elmétodo de fumigacion
extraccion.
Se determind y calculd la biomasa microbiana del suelo por el métedo propuesto por
Vance et al. (1987) y modificado por Joergensen y Brookes (200%). Los valores
obtenidos se expresaron en pyg de biomasa microbiana g'1 de suelo. A centinuacion,
se describe el método.
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6.9.1. Preparacion de las muestras de suelo y suelo-lirio
Se utilizaron) alicuotas de 15g b/s de cada tratamiento previamente picados,
homogenizados'y tamizados (d 2.38 mm). Se humedecieron y se ajustaron al 40% de
su capacidad de ‘campo. Cada muestra se realizdé por triplicado, las cuales se
colocaron en placas Petri de vidrio.

6.9.2. Proceso de Fumigacién-Extraccion
Seguidamente, se trataron dos grupos de muestras: fumigadas y no fumigadas
(control), las muestras fumigadas se colocaron dentro de un desecador de vidrio que
actué como una camara que#entro contenia papel humedo, 6xido de calcio/hidroxido
de sodio (lima de sodio) y un vaso de precipitado con 15 ml de cloroformo (CHCls,
libre de etanol) caliente para la fumigacion en oscuridad (24 h) en una atmaosfera libre
de CO,. Transcurridas las 24 h, se liber¢ el cloroformo abriendo el desecador de las
muestras fumigadas bajo campana ‘de ‘\extraccion por periodos de una hora.
Posteriormente, las muestras _deé suelo-lirio. (fumigadas y no fumigadas) se
transfirieron a matraces Erlenmeyer.de.250 ml; a los cuales se le adicionaron 60 ml de
K2SO4 0.5 M en una relacion 4:1 v/w/ (basesSeea), colocandose en un agitador
oscilatorio por 30 min a 200 rpm, a continuacion se’extrajeron a vacio mediante papel

filtro Whatman 42 para la extraccion de la biomasa microbiana.
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6.9.3. Estimacion del C de la biomasa
La determinacion se realizd sometiendo un volumen de 8 ml de cada muestra en un
matraz (250ml) a reflujo por 30 minutos en presencia de 5 ml dicromato de potasio
0.4 N y 15 ml de)una mezcla de acidos (H,SO, y H,PO, relacion 2:1, V:V). En

segunda instancia, ~se determind la concentracion de C de la biomasa
volumétricamente usando sulfato-ferroso amoniacal (40 mM) previamente acidificado
como agente titulante y utilizando 1,10-fenentrolina-ferrosa 0.1% como indicador. Los
blancos se prepararon de la.manera previamente descrita colocando agua en el lugar
de la muestra. Se calculé el contenido de C organico extraible de acuerdo a las
siguientes ecuaciones propuestas por Joergensen, 1995; Joergensen 1996 y Vance et
al. 1987.

(HB—S)¥N xE xVD x(VK + SW) x 100
CBxVSxDM

C(ug/g suelo) =

Donde:

HB: Consumo de la solucion de valoracion por el blanca con reflujo (ml).
S: Consumo de la solucién de valoracion porda muestra, (ml).

N: Normalidad de la solucion de K>Cr20y.

E: 3, refiriéndose a la conversion de Cr (+VI) @ Cr (l11+):

VD: Volumen afiadido de la solucion de K2Cra0O7 (ml).

VS: Volumen de la muestra (ml).

VK: Volumen del extractante KoSO4 (ml).

CB: Consumo de la solucion de valoracion por el blanco sin reflujo (ml).
SW: Cantidad total de agua en la muestra (ml).

DM: Masa total de la muestra de suelo (g)

Posteriormente, el C de la biomasa microbiana se calculd a partir de los datos
obtenidos de la estimacion del C organico extraible, mediante la siguiente ecuacion:

C de la biomasa = E, [ kg¢
En donde:

E.= Carbono organico extraible del suelo fumigado — Carbono organico extraible en. el
suelo no fumigado. El valor de kec es 0.38 y representa la fraccion extraible del C de

la biomasa microbiana después de la fumigacion.
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6.10. Determinacién de enzima lipasa

La actividadsde:la enzima lipasa se determind utilizando el método propuesto por
Margesin (2005). Brevemente, se emplearon 175.8 pl de p-nitrofenol butirato (pNPB)
como sustrato y.0.1 g (base seca) de cada muestra de suelo mas lirio acuatico (por
triplicado). La determinacion se realiz6 mediante incubacion a 30 °C por 10 minutos y
posteriormente centrifugacion (3500 rpm durante 7 minutos) para extraer el
sobrenadante y determinar~el pNPB liberado. Se determiné la actividad enzimatica
espectrofotométricamente (X=400 nm). Al mismo tiempo se prepar6 una curva de
calibracion utilizando p-nitrofenol.%(0, 25, 50, 75, 100 y 125 pg pNP de 5 ml con
solucion amortiguadora). Los resultados se expresaron en pg pNP g™ suelo seco min’

' (Unidades enzima).

6.11. Analisis estadisticos
De acuerdo a las caracteristicas de-homocedasticidad y normalidad de los datos, se
realizé un analisis de varianza (ANOVA) con lgs resultados obtenidos, determinando
las diferencias entre tratamientos mediante'la prueba.de comparacion multiple LSD de
Fisher y Kruskall-Wallis, utilizando el” paquete _sestadistico STATGRAPHICS
CENTURION XVI.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1  Caracterizacion fisicoquimica del suelo
La composiCion de los suelos estudiados se presenta en la Tabla 7. Las
interpretaciones presentadas se basan en la revision de Hazelton y Murphy (2007).
De acuerdo a los réesultados, el Sl corresponde a un suelo moderadamente alcalino el
cual posee una muy-alta cantidad de materia organica (>3) y un bajo contenido de
nitrégeno (0.05 - 0.15).

Tabla 7. Composicién de los suelds utilizados para el proceso de co-compostaje, donde Sl: suelo
intemperizado y SRC: Suelo recién contaminado.

MO | CC | Na* | Mg Ca” ‘ K* ‘ NT-NO; | DA CiC Textura
Muestra A 3
(%) @‘g kg g/cm” | meq/100g
Sl 6.26 30 2237 1056 “3981 219 0.14 1.14 38.9 F-A
SRC 4.20 30 794 297 737 158 0.14 0.99 9.98 F

F: Franco, A: Arcilloso

El contenido de bases intercambiables~(Tabla 7Zy como (Ca*?, K*, Mg*? y Na*) en S,
son considerablemente altos lo que le-proporciona“una considerable heterogeneidad
al suelo. La capacidad de intercambio cationico del Sl es alta (25 — 40), por lo que
puede esperarse que tenga buena resistencia a,la lixiviacion y a la posible pérdida de
nutrientes, lo que resulta benéfico para las plantas.

Por otra parte, ambos suelos (Sl y SRC), presentaron un eontenido de MO muy alto,
lo cual le provee una buena estabilidad y estructura al suelot_Sin embargo, los altos
niveles de materia organica, pueden incrementar la capacidad..de sorcion de
hidrocarburos en el suelo, decreciendo consecuentemente la movilidad de estos
(Luthy et al. 1997). El SRC presenta una CIC baja (6 - 12), caracteristico.de este tipo
de suelo franco, lo que limita la capacidad de crecimiento de las plantassBDe acuerdo
a Zavala et al. (2005), los suelos de esta zona se encuentran mayormente
intemperizados (sujetos a procesos de degradacion fisicoquimica y proecesos
biolégicos) y se clasifican como acrisoles y gleysoles, lo cual concuerda con“el-S|
estudiado en el presente trabajo. Ademas, Ortiz (2007), reporta que los suelos de esta

zona pueden variar de arcilloso a arenoso-limoso debido principalmente a su
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permanencia casi constante en el agua; lo cual provoca un cambio de textura en los

horizontes’del suelo.

7.2 Relaciéoncarbono — nitrégeno de los tratamientos evaluados

La relacion C/N aldnicio del compostaje, es uno de los factores mas importantes en un
proceso para la remediacion de suelos. En general, la relaciéon C/N de alrededor de
25-30 es consideradas como adecuada para empezar un tratamiento de
biorremediacion; no obstante, algunos autores han realizado procesos exitosos con
valores menores de relacion”C/N_(Guo et al. 2012). Asi, por ejemplo, Wang et al.
(2011) reportd que el ajustar la”€/N a diferentes relaciones (10:1, 15:1 y 20:1) en el
proceso de compostaje, fue benéfico,para la remocion potencial de los HTP presentes
en el suelo, promoviendo su degradacion por los nutrientes afiadidos de mas facil
asimilacion disponibles para los microorganismos. Por lo que en este estudio se
decidi6 ajustar a una C/N de ~25 (Tabla 8).

Tabla 8. Relacion carbono/nitrégeno al iniciovy @l final del.proceso de todos los tratamientos evaluados,
donde SI: suelo intemperizado, Sl+L: suelo ‘intemperizado™ adicionado con lirio, SRC: suelo recién
contaminado, SRC+L: suelo recién contaminadosadicionado con lirio. Datos correspondientes al
promedio de triplicados por cada tiempo de muestre0.

» 0O 2

Relacion C/N
sl 35 <) 38
SI+L 25 23
SRC 36 )29
SRC+L 25 17

En la Tabla 8 puede observarse que la relacion C/N disminuyo (a\los 50 dias de
estudio; sin embargo, la diferencia no fue significativa (LSD p>0.05), exceptuando en
el suelo intemperizado, donde la relacion C/N se incrementd. Wu et al. (2013) reportd
un comportamiento similar, en el que durante el co-compostaje de suelo contaminado
con HAP, la relacion C/N decrece al final del experimento, atribuyendo~ este
comportamiento a la eficiente degradacion de los compuestos presentes en el sistema
de co-compostaje.
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7.3 Estimacion del pH y la conductividad eléctrica del suelo y la composta
Durante el'experimento se observd que en los controles Sl 'y SRC, el pH se mantuvo
con valores eonstantes (Tabla 9). Por otra parte, en los tratamientos SRC+L y SI+L se
observd un levesincremento en el pH, con respecto al control (Tabla 9). Kastner y
Miltner (2016), mencionaron que la adicion de un material organico para la
descontaminacion del suelo, generalmente ajusta o cambia el pH del medio debido a
la formacion de metabolitos provenientes de la fuente de nutrientes. Por esto, el
aumento en el valor de pH'en los tratamientos SRC+L y SI+L se puede atribuir a la
adicidn del lirio acuatico, poria presencia de metabolitos provenientes del lirio y de la
actividad de los microorganismos. De manera general, de acuerdo a la NOM-021-
SEMARNAT-2000, podemos decir~que los suelos estimulados (Sl+L, SRC+L) se
consideran medianamente alcalinos; en cuanto a los no estimulados (Sl, SRC)
pueden considerarse neutros a medianamente alcalinos. Cabe mencionar que
ambientes alcalinos pueden llegara inhibir el desarrollo microbiano debido a que se
propicia la precipitacién de compuestos. insolubles como el Mg, Cu*? y Zn** de
manera que estos micronutrientes se ‘vuelven difiCiles de absorber (Osorio, 2012); sin
embargo, en este trabajo no se presentaron ambientes extremos de alcalinidad o de
acidez.

Tabla 9. Valores de pH y Conductividad Eléctrica (CE) (inicial y*final) de todos los tratamientos
estudiados.

TO e
TX pH CE (dS m™) pH CE (dS m™)
Sl 7.7+0.11 15.47+0.22 7.9+0.03 \;’@ﬁ .07
SI+L 8.240.02 22.43+1.98 8.2+0.03 18.98+1.50
SRC 7.520.11 1.77+0.20 7.7+0.11 1.1 1%
SRC+L 8.0£0.02 9.94+0.38 8.4+0.02 6.69+0.30

Un factor clave en la calidad y desarrollo de los suelos es la salinidad, ya que)esta
puede indicar su fertilidad, debido a que un exceso de sales tiene efectos adversos ‘en
sus caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolégicas como la actividad enzimatica y
la respiracion microbiana (Tejada et al. 2006). Se evalu6 la conductividad eléctrica de

las biopilas, determinando que el SRC presentd los valores mas bajos de
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conductividad eléctrica (Tabla 9), manteniéndose sin cambios significativos durante el
co-compostaje. En cambio, el tratamiento SRC+L, registré un valor inicial de 9.94 dS
m™, por lo que’la aplicacidn del lirio alteré la concentracion de las sales solubles
provocando un efecto inmediato después de su adicién al suelo; sin embargo, ésta
decreci6 al final del'experimento (Tabla 9).

En contraste, para elFSk*se registraron valores altos de CE, lo que pudo deberse a la
acumulacion de sales en.€l suelo por las condiciones de intemperizacion e influencia
de agua salobre a la queesta sometido con frecuencia. Asi mismo, el SI+L mostro
una alta CE (22.43 dS m™")+desde el inicio; sin embargo, presenté variaciones a lo
largo del experimento, siendo este muy fuertemente salino. De manera que, la
aplicacién del lirio acuatico propicid una elevaciéon en la CE, tanto en suelos
recientemente contaminados como en suelos intemperizados, siendo mayor el efecto
en este ultimo; posiblemente por las sales\provenientes del lirio acuatico y la mayor
proporcion que contenia de éste. Cabe mencionar que la CE en los suelos
estimulados, decrecio al final del muestreo, lo,que demuestra un efecto positivo en la
estabilidad de la composta.

Estos resultados contrastan con los ‘obtenidos (por Taiwo et al. (2015) donde
reportaron que en un proceso de compostaje~de suélo/contaminado adicionado con
lirio acuatico y aserrin, la conductividad eléctrica decrecio al ultimo tiempo de
muestreo, los autores consideraron que la CE es un factor clave en la biorremediacion
de suelos contaminados ya que un exceso de sales trae como\consecuencia un bajo
rendimiento en el crecimiento de plantas y la afectacion de Ja\ actividad de los
microorganismos en el suelo. Sin embargo, en este experimento, los altos valores de
CE parecieron no afectar el proceso de degradacion de los contaminantes, como se

explicara mas adelante.

7.4 Estimacion de los microorganismos heterétrofos (bacterias y hongos).y
microorganismos degradadores del suelo

Se determiné el nimero de microorganismos heterétrofos (UFC g™ de suelo) inicial(y
final. En los tratamientos adicionados con lirio los valores iniciales de las UFC g™ de

las poblaciones bacterianas fueron mayores, mostrando diferencias significativas
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(LSD, P=0.05) respecto a los suelos no estimulados (Tabla 10). Cabe mencionar que
esto pudo“deberse al aporte de la microbiota nativa presente en la rizésfera del lirio
acuatico, incorporado en el co-compostaje de los suelos. Sin embargo, después de
50 dias
intemperizacion (8l) “debido posiblemente a la carencia de nutrientes para los

la cantidad de bacterias decreci® en el suelo en condiciones de

microorganismos Yy as la intolerancia de las poblaciones microbianas a los
hidrocarburos, resultando”en una seleccion en la que solo persisten los que son
capaces de tolerar o degradar los contaminantes. En el control SRC el numero de
bacterias (UFC g') se incrementaron ligeramente al final del experimento,
posiblemente debido a la capacidad que tienen algunas poblaciones de permanecer
en ambientes contaminados y engeste caso a la composicion de los hidrocarburos
presentes (Varjani et al. 2017). El conteo.del numero de hongos presentes al inicio de
los experimentos, fue mayor en Sl+L respecto a los demas tratamientos, como se
puede observar en la Tabla 10._Sin embargo, este fue so6lo 1.93 veces mayor con

respecto al tratamiento SRC+L.

Tabla 10. Cuenta total de microorganismos heterotrofos (UFG G de suelo) y degradadores de hexadecano
(HXD) de la muestras de los tratamientos estudiados (inicial¢y final). SI: Suelo Intemperizado, SI+L: Suelo
intemperizado adicionado con lirio, SRC: Suelo recién_contaminado y SRC+L: Suelo recién contaminado
adicionado con lirio. (** indica diferencias estadisticamente significativas-LSD, P<0.05).

T0 p T50
TX UFC g™ NMP g™ () UFCg" NMP g~
Bacterias Hongos microorganismos Bacterias Hongos microorganismos
(x10°) (x10°) degradadores de (x10°) (x10°) degradadores de
HXD (x10°) . HXD (x10°)
Si 1.96+0.12 1.0440.32 32.4 0.32+0.05 90.0710.02 0.228
SI+L 8.61+£0.80** 26.90+6.24** 0.523 8.50+1.25**  20.604£2.20** 2.37
SRC 0.98+0.32 4.1240.24 28.1 1.704£0.48 1 .4@.1 1\ 357
SRC+L 8.69+1.07** 13.70+1.20** 0.344 7.67+0.80**  23.70+0.98** 35.7

NMP: Numero mas probable de microorganismos degradadores de hexadecano (HXD).

En general, al inicio del experimento los tratamientos en los cuales se anadiglirio, el
nimero de hongos (UFC g”) fue significativamente mayor (LSD, P=0.05),) ‘en
comparacion con los controles (Sl, SRC). Posteriormente, la cantidad de hongos
decrecio (50 dias) en el SI y SRC, mientras que, en Sl+L se mantuvo en el mismo

orden de magnitud. En cambio, la cantidad de hongos en el suelo recién contaminado
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adicionado_eon lirio acuatico aumento al final del experimento. De forma similar, Orji et
al. (2013)<evaluando el uso de lirio acuatico para remediar un suelo de manglar con
hidrocarburos, ©bservaron que la cantidad de bacterias heterotroficas en el suelo
adicionado con gl lirio aumenté dos ordenes de magnitud mientras que el suelo sin
adicidn de lirio aumento solo una vez, asi también para los hongos heterotroficos del
suelo, mostraron un~comportamiento similar en el suelo estimulado, manteniéndose
dos ordenes de magnitdd mayor a 10" UFC/g que en el suelo control. Las
comunidades bacterias y-flngicas no mostraron una tendencia a decrecer con el
tiempo, atribuyendo este comportamiento a una respuesta adecuada por parte de los
microorganismos y su adaptaeion al tratamiento de remediacién, aumentando

progresivamente conforme al tiempo.

Por otra parte, respecto a los valores‘\del contenido de los microorganismos
degradadores (Tabla 10), los resultados indicaron que, al inicio del experimento, los
suelos sin adicion de lirio obtuvierop”un mayor numero de microorganismos respecto
a los estimulados, posiblemente debido a las diferencias en los habitats de los cuales
provienen los microorganismos tanto del saelo como el lirio. Sin embargo, para el dia
50 las poblaciones microbianas descendieron-en todos los tratamientos, exceptuando
el suelo recientemente contaminado que al final ‘del  tratamiento fue mayor,
posiblemente por a la presencia de hidrocarburos biodispanibles y utilizables por los
microorganismos en comparacion con el suelo intemperizado. Adicionalmente la
menor cantidad de microorganismos degradadores presentes, en los suelos
estimulados (SI+L, SRC+L) se puede atribuir al efecto de dilucion; 'que provoco la
adicion del lirio, como se vera mas adelante (Figura 9). Gandolfi et al. (2010)
cuantificaron los microorganismos degradadores de naftaleno en.=un suelo
contaminado con diesel remediado por compostaje, reportando un aumentorinicial de
un orden magnitud de los microorganismos en las biopilas tratadas respecto a’las que
no recibieron tratamiento. De esta manera, los microorganismos degradadores
mostraron valores similares en el suelo tratado y no tratado (10°), deduciendo que* el
compostaje no contribuyé de manera notable al aumento de microorganismos

degradadores de naftaleno (2.2x10%), los cuales es evidente por su disminucion al
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final del experimento. Este comportamiento coincide con los valores obtenidos para
los tratamientos adicionados con lirio, posiblemente debido a la limitada presencia de
microorganismos capaces de degradar compuestos hidrocarbonados como el
hexadecano; siendo mayor en los suelos controles debido a la presencia de
microbiota autoctona, del suelo capaz de mantener su actividad en suelos
contaminados. Estas ebservaciones se relacionan también con lo reportado por
Nwankwegu et al. (2016).en un estudio con diferentes lotes de suelo estimulados para
remover hidrocarburos, donde, se registran una mayor cantidad de microorganismos
heterotréficos que microorganismos degradadores, sugiriendo que no todas las
bacterias heterotroficas pueden qdtilizar hidrocarburos, ya que algunos permanecen
neutrales ante la presencia de estos compuestos y otros pueden ser positiva o

negativamente afectados por los contaminantes.
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7.5 Biomasa microbiana

La comunidad microbiana en el suelo impacta de gran manera su calidad, su
conservacion'ysu condicion de fertilidad, por lo que esta juega un papel importante en
diversas funciones ecosistémicas para mantener una alta y diversa biomasa
microbiana (Bai et’al.’2018; Ju et al. 2016; Pose-Juan et al. 2015). Considerando que
los microorganismos-son sensibles a los diferentes ambientes que se presentan en el
ecosistema, cualquier alteracion se puede ver reflejada en la comunidad microbiana,
de manera que la biomasa_microbiana se ha utilizado como un indicador potencial
para evaluar la influencia de cualquier perturbacién en el medio por su rapida
respuesta a estos cambios, ya qué la presencia de compuestos contaminantes puede
tanto estimular como inhibir el cregimiento de los microorganismos debido a que los

contaminantes pueden llegar a ser toxicos (Singh et al. 2018; Tashiro et al. 2017).
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Figura 7. Biomasa microbiana (ug g'1 de suelo) inicial (TO) y final (T50) de los tratamientos evaluados.
Sl: Suelo Intemperizado, Sl+L: Suelo Intemperizado adicionado con lirio, SRC: Suelo “recién
contaminado y Sl+L: Suelo Intemperizado adicionado con lirio. Diferentes letras (a, b, ¢, d) indican
diferencias estadisticamente significativas LSD, P<0.05, entre tratamientos.

Como se puede observar en la Figura 7, la biomasa microbiana incrementé en todos

los tratamientos a los 50 dias de estudio, siendo mayor en el SRC y SRC+L con
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valores( de» 2,927.03 y 2,650.38 pg de biomasa microbiana g' de suelo,
respectivamente. Esto indica que la estimulacion con lirio acuatico aumentd
notoriamente’la‘biomasa en suelos recientemente contaminados, posiblemente por la
presencia de nutfientes provenientes del lirio como una fuente de carbono de mas
facil asimilacion en’el_suelo. Por otra parte, los valores iniciales y finales de Sl 'y SI+L
no mostraron diferencias significativas (LSD, P=0.05), lo cual se puede deber a las
condiciones de intemperizacion del suelo y las fracciones mas pesadas presentes en
éste; sin embargo, esto parece no haber afectado el proceso de degradacién de los
hidrocarburos. Adicionalmente, en el suelo intemperizado estimulado con lirio se
muestra claramente que la cantidad de biomasa inicial fue menor comparado con el
suelo recién contaminado adicionado con lirio, la cual fue 0.5 veces mayor,
encontrando diferencias significativas entre ellos (LSD, P<0.05), que se puede deber
a los compuestos recalcitrantes presentes en los suelos hace que los
microorganismos necesiten pasar’por un mayor tiempo de adaptacion y/o seleccion
para ser capaces de utilizar una fuente.de carbono mas compleja (Boonchan et al.
2000). De la misma forma, los tratamientos estudiados no mostraron tendencia a
decrecer con el tiempo, a los 50 dias de“iniciado(el ‘co-compostaje. Gonzalez-Diaz,
(2014) obtuvo un comportamiento similar en Ja~evaluacion de un suelo recientemente
contaminado estimulado (SRC-E) y no estimulado (SRC),. registrando un aumento
inicial 1.5 veces mayor en el SRC-E con respecto al SRC conun valor de 2,927 ug de
biomasa microbiana g de suelo. Caso similar, fueron los restitados obtenidos de la
evaluacion de un suelo intemperizado (SIC) y un suelo intemperizado estimulado
(SIC-E), mostrandose un aumento inicial mayor en SIC-E de hasta 1,100 yg de
biomasa microbiana g de suelo, concluyendo que los microorganismos fueron
capaces de crecer aun en condiciones de intemperismo, donde no se_presentaron
efectos de toxicidad que inhibieran su crecimiento. Finalmente, cabe meneionar que
los valores de biomasa registrados corresponden a los valores mayeéres de
microorganismos viables cuantificados (Tabla 10) en presencia de lirio acuatico(Sl+L
y SRC+L).
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7.6 Actividad de la enzima lipasa

La degradacion de hidrocarburos a moléculas mas simples involucra diversos
procesos quimicos, donde participan proteinas cataliticas, por lo que es usual que las
enzimas sean indicadores potenciales durante la biorremediacién de suelos, por esto,
dependiendo de la eficiencia del proceso, su actividad puede aumentar o decrecer
(Maila y Cloete, 2005).
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Figura 8. Actividad de la enzima lipasa durante el proceso de co-compostaje de los diferentes
tratamientos evaluados. SI+L: Suelo intemperizado adicionado con lirio, SRC: Suelo recién
contaminado y SRC+L: Suelo recién contaminado adicionado con lirio. ). Diferentes letras (a, b, ¢)
indican diferencias estadisticamente significativas (LSD, P<0.05), entre tratamientos estimulados y no
estimulados (s6lo se muestran los valores a los 14 y 50 dias).

Durante el co-compostaje con lirio acuatico, se monitoreo la actividad dejla_enzima
lipasa, encontrando su maxima actividad en los tratamientos estimulados con lirio, a
los 14 dias (Figura 8), con valores maximos de 3,241.75 para el suelo recientemente
contaminado y 3,079.39 ug de pNP g—1suelo10 min™' para el suelo intemperizado,
disminuyendo gradualmente con el paso del tiempo, en donde se encontraron
diferencias signficativas(LSD, P<0.05) de hasta un 50% mayor respecto a los suelos

sin adicion de lirio. Los valores antes mencionados fueron mucho mayores a los

44



obtenidos por Gonzalez-Diaz (2014). Por otra parte, en los controles Sl y SRC los
valores méximos fueron los iniciales, partiendo de 1,719.76 y 1,938.59 ug de pNP™
suelo10 min®, respectivamente. Es por esto que, de manera general, podemos decir
que los suelos estimulados con lirio mantuvieron una mayor actividad lipasa durante
los 50 dias de experimentacion, mostrando diferencias significativas (LSD, P<0.05)
respecto a los suelos”control (SI, SRC). Estos resultados sugieren que el lirio
ocasiond una mejoria ensda_degradacion de los hidrocarburos y consecuentemente la
liberacion de subproductes~que pueden ser utilizados como sustrato para las
hidrolasas como en este caso, por, las lipasas. Riveroll-Larios et al. (2014) reportd un
comportamiento similar en un suelo recientemente contaminado e intemperizado
alcanzando valores maximos de~1477 y 1,200 mg de pNP' suelo10 min”
respectivamente, encontrando diferencias significativas entre ellos, por lo cual
concluyd que la composicion y la recalcitrancia de los compuestos residuales en el
suelo, son factores que influencian’la actividad lipasa, siendo notorio en los suelos
intemperizados. Adicionalmente, sespuede inferir que la maxima actividad observada
a los 14 dias de experimentacidon se puede correlacionar con el primer descenso en la
concentracion de los hidrocarburos preséntes en las mezclas con lirio al mismo

tiempo de muestreo, como se podra observar.en la siguiente seccién.
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7.7 Biodegradacion de hidrocarburos durante el proceso de co-compostaje
La cuantificacion de los hidrocarburos residuales en el suelo es una estrategia
adecuada para’ el monitoreo de descontaminacion, ya que nos puede indicar la
rapidez y la cantidad en la que se degradan los compuestos en estudio, por esto, se
determinaron los HTP.residuales en todos los tratamientos durante el co-compostaje.

45,000.00
Si —-SI+L SRC —*-SRC+L
40,000.00 +
35,000.00 |

30,000.00 1}

—e—

a
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Hidrocarburos residuales (mg kg™')
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Figura 9. Hidrocarburos residuales (mg kg'1) durante los dias 0, 30, 40 y/50 de evaluacion: Suelo
Intemperizado (Sl), Suelo Intemperizado acondicionado con lirio® acuatico (SI+L), Suelo
Recientemente contaminado (SRC) y Suelo Recientemente contaminado estimulado con lirio
acuatico. Diferencias estadisticamente significativas (LSD, P<0.05) entre tratamientos estimulados y
no estimulados de tres replicas por cada tiempo de muestreo.
De esta manera, el control sin adicion de lirio (Sl) registré una biodegradacion
alrededor del 35.24% (50 dias), mientras que SI+L tuvo una degradacién del23.80%
al mismo tiempo de muestreo, con una diferencia del 11.44% respecto al control (Sl)
(Figura 9). En cuanto al suelo intemperizado sin adicion de lirio (Sl) la variahbilidad
observada se puede atribuir a la presencia de agregados en el suelo, causando una
distribucion heterogénea de los HTP residuales en combinacién con la naturaleza

arcillosa del suelo (Diaz-Ramirez et al. 2008). En cuanto a los HTP residuales del
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suelo recientemente contaminado, el control sin adicion de lirio (SRC) presentd un
porcentaje”de biodegradacion del 21.23% a los 50 dias de iniciado el bioproceso,
habiendo ini¢iado de una concentracién de 23,094.48 mg kg'. En contraste, en el
tratamiento SRC#L,; al adicionar el lirio acuatico se obtuvo una mayor biodegradacion
(28.42%), con una’diferencia del 7.19%, encontrando diferencias significativas (LSD,
P<0.05) con respecto_al control (SRC), de acuerdo a esto, la adicion de lirio mejoro
notablemente la biodegradacion de los compuestos presentes en el suelo
recientemente contaminado.-En un estudio realizado por Udeh et al. (2013), donde
evaluaron la degradacion de HTP en un suelo contaminado con petréleo crudo,
encontraron que la adicion de lirio"fue un factor clave en el proceso de remediacion de
suelos contaminados con mas de 4:5% de petrdleo crudo, decreciendo de 43,000 mg
kg hasta 14,000 mg kg”'después de”diez semanas de estudio, mejorando también la
cantidad de nutrientes presentes utilizables ‘por los microorganismos.

En otro estudio realizado por [Escobar-Alvarado et al. (2017) se utiliz6 el co-
compostaje para remediar un suelo €ontaminado.con hidrocarburos, mostrando que la
adicion de materiales organicos al suelo, mejorasla_capacidad de los microorganismos
presentes para degradar los contaminani€s.y conSecuentemente una remocién mas
alta de estos.

Adicionalmente, a partir de las concentraciones residuales, se calculé la tasa de
consumo global (TCG) de los tratamientos evaluados, los cuales se registraron como
siguen, a) Sl con 290.95 mg de HTP consumidos Kg™' de suglo)d™, b) SI+L con una
TCG de 133.78 mg de HTP consumidos Kg™' de suelo d™, c) SRE+L registré 109.46
mg de HTP consumidos Kg™ de suelo d”' y d) SRC con una TCG de87,76 mg de HTP
consumidos Kg™' de suelo d™'. Siendo el suelo intemperizado el que presentd el valor
mas alto, seguido por los tratamientos estimulados con lirio.

De acuerdo a estos resultados, a pesar de que la cantidad de los microorganismos
degradadores cuantificados fue menor en las mezclas adicionadas con lirio,(esto no
represento una limitante para la biodegradacion de los contaminantes, siendo notable
en el suelo recientemente contaminado, deduciendo que la adicion del lirio actué
como fuente de nutrientes y promotor de procesos como la co-oxidacion vy

cometabolismo para la remocion de los hidrocarburos.
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7.8 Fraccionamiento de hidrocarburos del suelo intemperizado

Los resultados del fraccionamiento de los hidrocarburos sin asfaltenos presentes en el
suelo intemperizado (Sl) y suelo intemperizado adicionado con lirio (SI+L) se
presentan en lasFigura 10. En el Sl, la fraccion alifatica presentdé una remocion 1.3
veces al dia 50 svespecto al valor inicial, mostrando diferencias estadisticamente
significativas (ANOVAP=0.0186). Caso similar con la fracciéon aromatica, la cual

mostré una remocion tresweces mayor en contraste a los alifaticos.

W'Alifaticos ™ Aromaticos Polares

25000

20000

5000

SITO SI T50 SI+L TO SI+L T50

Figura 10. Composicién (mg hidrocarburos Kg'1) al inicio (TO) y al final (T50) del ‘experimento, donde
Sl: Suelo Intemperizado, Sl+L: Suelo Intemperizado adicionado con lirio acuatico. (Diferéntes letras (a,
b, ¢, d, e, f) indican diferencias estadisticamente significativas (ANOVA, P<0.05).

Por otra parte, el suelo intemperizado estimulado presentd una cantidad meénor de
compuestos alifaticos y aromaticos, mostrando una disminucion de 1.6 veces’para las
dos fracciones, con diferencias significativas a los 50 dias de estudio (ANQVA,
P<0.05). Huesemann et al. (2004) reportaron un comportamiento similar en un suelo
intemperizado por 10 afos, en el cual monitore6 la degradacion y desorcion de

alcanos e hidrocarburos aromaticos, en donde la fraccion alifatica fue degradada mas

48



rapidamente de lo que se desorbia del suelo, encontrando que estos componentes no
necesariamente necesitan ser disueltos en fase acuosa para ser degradados por los
microorganismos, caso contrario con los hidrocarburos aromaticos, los cuales se
desorbieron mientras se llevaba acabo la biodegradacion; sin embargo, mencionan
que los diferentes _tipos de compuestos aromaticos como el fenantreno vy
benzo[a]pireno necesitan del cometabolismo, es decir, la presencia de otro sustrato
como fuente de carbono_para remover otros via biodegradacion.

En cuanto a la fraccion polar,.se observé un aumento cuatro veces mayor en Sl, este
comportamiento puede ser7a causa de la disminucion de la fraccion alifatica y
aromatica que son de mas facil"asimilacion, lo que conlleva a que las fracciones mas
dificiles de degradar se concentrenen el extracto de hidrocarburos del suelo. En este
sentido, Cipullo et al. (2019) mencionan.que después de un proceso de compostaje
de suelo contaminado, la fraccion de hidrocarburos que reside al final del tratamiento,
se compone principalmente por”compuestos aromaticos mas recalcitrantes, de
grandes cadenas hidrocarbonadas (>Css), que'tienden a formar agregados en el suelo
y por lo tanto, ser retenidos dentro de la ‘matriz del suelo reduciendo asi su
biodisponibilidad.

7.9 Respiracion microbiana en suelos contaminados

Las mediciones respirométricas en procesos de recuperacion de los suelos, son
consideradas indicadores que puede proveer una vista clara de las variaciones en los
procesos bioquimicos que se llevan a cabo durante el proceso ademas de estimar la
actividad microbiana del suelo, puesto que los microorganismos™~pueden llegar a
presentar diferentes comportamientos debido el estrés por lesS ambientes
contaminados en los cuales se encuentran. Diversos autores han utilizado esta
variable para relacionar algunos parametros fisicos como el contenido de agua, y la
temperatura. También se ha utilizado para monitorear los efectos que puede provocar
sobre la respiracion la adicion de fertilizantes y/o nutrientes como el fosforo y
nitrégeno y de esta manera interpretar la respuesta de los microorganismos a estos

eventos (Chang et al. 2013; Romero-Freire et al. 2016).
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Figura 11. Valores de consumo de O, (™58l ==SIL\# SRC ==SRCL )y cinética de la produccion
de C-CO, (—* Sl SRC —o—SI+L —*—SRCHL ) de las muestras analizadas, obtenidos en una cinética
de 24 hrs en cada tiempo de muestreo, donde/Sl: Suelo intemperizado, Sl+L: Suelo intemperizado
adicionado con lirio acuatico, SRC: Suelo recien contamifiade, y. SRC+L: Suelo recién contaminado
adicionado con lirio acuatico. Diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis, P<0.05), entre
tratamientos estimulados y no estimulados. Datos ¢orrespondientes,al promedio de triplicados a las 24
horas en cada tiempo de muestreo.

La cinética de produccion de CO; para los tratamientos evaluados se muestra en las
lineas correspondientes al eje derecho, como se puede observar en la Figura 11. Al
inicio del proceso de co-compostaje, el tratamiento Sl tuvo una’produccion de 49-30
mg C-CO; kg'1 d’, la cual permanecid constante con respeCto al tiempo,
presentandose en Sl, los valores mas bajos de produccion de CO,'de las muestras
evaluadas, esto posiblemente debido a que la mineralizacion decrecesConforme el
paso del tiempo, en suelos intemperizados (Hatzinger y Alexander, *199%). De
manera semejante, el SRC permanecio con valores constantes entre 70-80“mg C-
CO; kg' d' de suelo durante el tiempo de experimentacion. Sin embargo, enla
Figura 11, podemos notar que los tratamientos en los cuales se afiadio lirio,(la
produccion de CO, aumentd significativamente (Kruskal-Wallis, P<0.05) desde el
inicio del experimento presentando valores maximos de 433.3 y 287 mg C-CO; kg™

d" de suelo para los tratamientos SRC+L y SI+L respectivamente. No obstante, la
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cantidad de.C-CO; producida por SRC+L decrecié casi 200 mg C-CO; kg'1 dal final
del co-compostaje. Cabe mencionar, que el consumo en SRC+L fue
significativamente mayor que en Sl+L, debido posiblemente a la presencia de
fuentes de carbono de mas facil asimilacion que en el suelo intemperizado. Este
comportamiento es similar al obtenido por Jiang et al. (2016), en el que evaluaron la
adicion de nutrientes“en*un suelo intemperizado (Suelo A) y un suelo recientemente
contaminado (Suelo B).adicionado con nutrientes. En el que el suelo A y B sin
adicién de nutrientes registraron 200 y 275 mg CO; kg™ suelo d”' respectivamente,
debido al alto contenido de hidrocarburos pesados en el suelo A y la presencia de
cadenas de hidrocarburos mas_cortas y mas faciles de degradar en el suelo B.
Adicionalmente los suelos estimulades mostraron a lo largo del experimento una
produccion de hasta 350 mg CO, kg” Suelo d”'. Por otra parte, Birge et al. (2015)
reportaron que el aumento en la respiracion microbiana se debe a la adiciéon de
nutrientes y/o sustratos para_smejorar el rendimiento y actividad de los
microorganismos, mencionando queda.respiracion es mayor en suelos mas recientes
que los que han pasado por procesos-de/desgaste, simultaneamente observo que la
respiracion en suelos estimulados tiende asdisminuir conforme el paso del tiempo.

Por otra parte, en cuanto al consumo de“exigeno de los tratamientos estudiados,
como se puede apreciar en la Figura 11 estos presentaron comportamientos
similares a la produccion de CO., donde el suelo intemperizade estimulado, presentd
un valor inicial 746.6 mg de O.kg™ d™' producidos, el cual fle*¢inco veces mas alto
que la produccién en Sl, lo que nos sefala una alta oxidacion.de las fuentes de
carbono en Sl+L. De la misma forma, podemos observar que SRC+L tuvo un
comportamiento similar, con un consumo de 1,105.5 mg de O kg™” d™' al.inicio del
experimento, el cual fue cinco veces mayor que en el suelo recien contaminado sin
adiciéon de lirio; sin embargo, el consumo de O tanto en S| como‘.eny SRC
mantuvieron valores casi constantes a lo largo del tiempo de experimentacion, caso
contrario con los suelos a los cuales se les afiadio lirio que presentaron tendencia a
decrecer con el tiempo, posiblemente debido al agotamiento de las fuentes de
carbono facilmente asimilables para los microorganismos. No obstante, los

tratamientos estimulados con lirio, mostraron diferencias significativas (Kruskal-
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Wallis, P<0.05) en el consumo de O, respecto a los suelos no estimulados en los 50
dias de experimentacion. En un estudio realizado por Nocentini, et al. (2000)
determinaron el consumo de oxigeno durante la remediacion de diferentes suelos
contaminados con diesel y keroseno estimulados con fertilizante, donde encontraron
un incremento iniCial.en el consumo de oxigeno durante los primeros dias de
experimentacion, sugiriendo que los microorganismos presentes encontraron
condiciones favorablesdebido a la disponibilidad de oxigeno y a la presencia de
algunas fracciones mas biedegradables y relativamente solubles en agua; no
obstante, el consumo de oxigeno decrecio conforme el paso del tiempo.

7.10 Coeficiente respiratorio

Yiqi y Zhou (2006), de manera general mencionan que la respiracion, se refiere a los
procesos metabdlicos de los organismos_vivos que producen CO;y consumen Oa.
Por lo que la proporcion de produecion de CO,y. consumo de O, de estos dos gases
expresadas en moles, se puede definir.como gl coeficiente respiratorio (QR), lo cual
puede indicar los cambios potenciales:que ocurren durante la utilizacion del sustrato
utilizado para la respiracion, por lo que esté paramétro es util para el monitoreo de la
biorremediacion de suelos contaminados; a que se puede relacionar con la
presencia y/o consumo de hidrocarburos, tanto de otros.compuestos, como los
acidos humicos y carbohidratos. La férmula para obtener el QR se presenta a
continuacion (Lipp y Anderson, 2003).

_ €O, producido

OR

0, consumido

En la Figura 12 se muestran los valores calculados del coeficiente respiratorio (QR)
de los tratamientos evaluados. De manera general, se puede observar. que los
suelos adicionados con lirio (SI+L, SRC+L) presentaron valores de QR” mayores
respecto a los suelos sin adicién de lirio (LSD, P<0.05). En particular, en el SRC+L
se incrementd el QR de forma gradual desde valores iniciales < a 1 durante los
primeros 15 dias. En el caso del SI+L el valor inicial fue cercano a 1 y este se
incrementd hasta obtener un maximo (QR=1.4) a los 15 dias de iniciado el co-

compostaje. En contraste, el coeficiente respiratorio para el Sl y el SRC decrecid
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manteniéndose en valores entre 0.9 a 0.71 durante los primeros 40 dias. Al final el
QR se incrementd (50 dias) ligeramente en estos tratamientos. EI comportamiento
registrado indica una elevada mineralizacion para los suelos adicionados con lirio,
probablemente producto de la mayor actividad microbiana registrada en estos
tratamientos, indicando una elevada oxidacion de las fuentes de carbono
disponibles. No obstante, en los suelos no adicionados con lirio, los valores
registrados son caracteristicos de la actividad respiratoria (QR~0.69) en presencia
de hidrocarburos en procesos de co-compostaje usando residuos vegetales como
acondicionadores organicos (Beaudin et al. 1996). Khan y Joergensen, (2006)
reportaron que los valores altos de QR (= a 1), pueden deberse al aumento de
carbono disponible derivado de la materia organica, mientras que, valores menores

a uno pueden indicar mineralizacién de compuestos alifaticos (mas reducidos).
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Figura 12. Coeficiente respiratorio durante el co-compostaje de suelo recién contaminado e
intemperizado con lirio acuatico. En la figura: Sl: Suelo intemperizado, SI+L: Suelo intermperizado
adicionado con lirio, SRC: Suelo recién contaminado, SRC+L: Suelo recieén contaminado adicionado
con lirio. Datos correspondientes al promedio de triplicados obtenidos con los valores del cociente del
CO; producido (mmoles de CO,)/O, consumido (mmoles de O,), acumulados en 24 horas para cada
tiempo de muestreo.
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Por otra parte, a pesar de que, el S| presentd un QR ligeramente mayor que el
obtenido en el SRC, esto no representd una mayor actividad biolégica durante el
proceso de co-compostaje, como se observo en las secciones anteriores.

Aun cuando no se aprecian diferencias estadisticas significativas (LSD, P>0.05)
entre los valores a través del tiempo para los tratamientos adicionados con lirio, es
notorio que en el SRC+L los valores del QR se mantuvieron entre 1.00 — 1.23,
durante todo el proceso. Mientras que en el Sl+L se identifican dos fases, una
primera donde este se incrementd hasta obtener el maximo ya mencionado y
posteriormente una segunda, donde los valores disminuyeron gradualmente (15-50
dias). Esto corresponde con los resultados de la actividad lipasa (Fig. 8) donde los
valores maximos se alcanzaron a los 15 dias de iniciado el co-compostaje. Varios
autores han sefalado que los valores de QR>1 se pueden deber a la asimilacion de
algun sustrato y predominancia del metabolismo anabdlico llevando a una
degradacion desbalanceada del carbono disponible (Theenhaus, 1997; Dilly 2005;
Khan y Joergensen, 2006).

711 Efecto del lirio acuatico como acondicionador organico en el co-
compostaje de suelo recién contaminado e intemperizado por
hidrocarburos

De acuerdo al analisis comparativo de los resultados de los diferentes tratamientos,
en cuanto a las variables microbiolégicas como la biomasa microbiana, el SRC+L
mejord significativamente respecto al SI+L, siendo en este ultimo el contenido de
biomasa hasta 2.5 veces menor que el SRC+L. De igual forma, la cantidad de
microorganismos heterotréficos presentes en las mezclas adicionadas con lirio, fue
hasta cuatro veces mayor en comparacién de los controles, en particular para el
caso de Sl+L, debido posiblemente a que contenia la mayor proporcion de lirio.
Adicionalmente, a pesar de que el contenido de microorganismos degradadores en
los tratamientos adicionados con lirio fue menor respecto a los suelos control, su
contenido permiti6 una mejora en la remocion de los hidrocarburos, obteniendo
hasta 28.42% para SRC+L y 23.80% para Sl+L en 50 dias de tratamiento. Esto
probablemente se deba a que la adicién de lirio promovié cambios en la estructura
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de la comunidad microbiana y por tanto un incremento en la capacidad metabdlica
de la misma. Ortiz-Maya et al. (2017) reporté6 que durante la biorremediacion de
suelos contaminados con hidrocarburos (recién contaminados e intemperizados)
bioestimulados, la comunidad microbiana tuvo una estructura menos diversa que
gradualmente se incremento, mientras que en los suelos bajo atenuacion natural
(no-estimulados) se presenté una comunidad microbiana mas estable y con menor
potencial metabdlico.

Un comportamiento similar se pudo observar, en el caso especifico de la enzima
lipasa, tuvo una actividad notable en los dos suelos estimulados con lirio (SRC+L,
SI+L), incrementandose con valores de hasta 3,079.39 ug de pNP g-' suelo10 min™,
observandose que la adicién del lirio, mantuvo la actividad de esta enzima conforme
el paso del tiempo, ya que no tuvo tendencia a inhibirse ni a decrecer.
Adicionalmente, en este experimento se pudo observar que el perfil respirométrico
tuvo un comportamiento similar respecto a las demas variables, resaltando que los
suelos adicionados con lirio tuvieron una tasa de asimilacion de oxigeno
significativamente mayor respecto a los suelos no estimulados, con valores de hasta
1,105.5 mg de O kg™ d'. Ademas, la relacion entre el consumo de oxigeno y la
produccion de CO, demostro valores >1 del QR indicando una alta actividad
metabdlica aerdbica en los suelos con presencia de lirio acuatico, lo que se refleja

en los elevados niveles de mineralizacion y de la actividad biolégica evaluada.
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8. CONCLUSIONES

La adicion del lirio acuatico promovié significativamente la degradacion de los
hidrocarburos presentes, obteniendo una remocidn 7.19% mayor en el suelo
recientemente contaminado tratado con lirio, asi como de los hidrocarburos
complejos presentes en el suelo intemperizado, en particular las fracciones alifatica y
aromatica que se redujeron significativamente hasta un 50% después de 50 dias de
co-compostaje.

Las pruebas estadisticas realizadas sobre las variables biolégicas determinadas,
reflejaron que la adicion del lirio acuatico mejord significativamente la actividad

bioldgica de los microorganismos presentes en ambos suelos contaminados.

La mejora en la actividad biolégica fue mas notoria en el suelo recientemente
contaminado, debido a que aumentd y mantuvo altos niveles de variables como la
actividad de la enzima lipasa, la biomasa microbiana y la respiracion microbiana,
obteniendo los valores mas altos en cuanto a la produccion de CO,y al consumo de
O, durante el proceso de co-compostaje, con valores de 433.3 mg C-CO; kg™ d'y
1,105.5 mg de O. kg™ d™, respectivamente.

De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos decir que el lirio acuatico es
adecuado para utilizarse como acondicionador organico para el co-compostaje
aplicandose en suelos tropicales con diferente historia de contaminacion con
hidrocarburos en el estado de Tabasco, ya que funge como un promotor de la
biodegradacion y del cometabolismo de fracciones aromaticas y alifaticas para la
remocion de compuestos hidrocarbonados aun en condiciones limitantes de la

biodisponibilidad.
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9. RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio se plantean las siguientes

recomendaciones:

Realizar una investigacion para conocer la diversidad y dinamica de la
comunidad microbiana presente durante el co-compostaje de suelos con
diferente historia de contaminacién por hidrocarburos, para determinar las

especies que predominen en los diferentes ambientes contaminados.

Aislar diferentes cepas microbianas a partir de la determinacion de los
microorganismos heterotroficos para evaluar su potencial sobre la
biodegradacion de diferentes fracciones especificas de hidrocarburos

(alifatica, aromatica, polar).

Se recomienda realizar evaluaciones toxicologicas de los suelos sometidos al
proceso de co-compostaje para su posible uso como sustrato de crecimiento
o abono para plantas, y paralelamente llevar a cabo una evaluacion
cronoldgica para determinar la mejora de la calidad del suelo con respecto al
tiempo.

57



10. BIBLIOGRAFIA

Abdel-sabour, M. F. (2010). Water hyacinth: Available and renewable resource. Electronic Journal of
Environmental, Agricultural and Food Chemistry, 9(11), 1746—1759.

Aguilera HN & Dominguez VI. 1980. Metodologia de andlisis fisicoquimicos de suelos. Facultad de
Ciencias. UNAM. México.

Alexander, M. (2000). Aging, bioavailability, and overestimation of risk from environmental pollutants.
Environmental Science and Technology, 34(20), 4259-4265.

Al-Hawash, A. B., Alkooranee, J. T., Abbood, H. A., Zhang, J., Sun, J., Zhang, X., & Ma, F. (2018).
Isolation and characterization of two crude oil-degrading fungi strains from Rumaila oil field,
Iraq. Biotechnology reports, 17, 104-109.

Atlas, R. M. M. (1981). Microbial degradation of petroleum hydrocarbons: an environmental perspective.
Microbiological Reviews, 45(1). Retrieved from
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=281502&tool=pmcentrez&rendertype=
abstract%5Cnhttp://ezproxy.unal.edu.co/login?url=http://www.scopus.com/record/display.url

Atlas, R. M., & Bartha, R. (1992). Hydrocarbon Biodegradation and Qil Spill Bioremediation. Advances
in Microbial Ecology, 287-338.

Bai, Y., Qu, J., Zhao, C., Liao, K., Huo, Y., Hu, W., & Jian, Z. (2018). Integrating microbial biomass,
composition and function to discern the level of anthropogenic activity in a river ecosystem.
Environment International, 116(April), 147—-155.

Beaudin, N., Caron, R. F., Legros, R., Ramsay, J., Lawlor, L. & Ramsay, B. 1996. Composting of
hydrocarbon contaminated soil in a laboratory-scale reactor. Compost Science & Utilization, 4:
37-45.

Benavides Lopez de Mesa, J., Guevara Vizcaino, A. L., Jaimes Caceres, D. C., Gutiérrez Riafio, S. M.,
& Miranda Garcia, J. (2006). Biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos
derivados del petroleo. Nova, 4(5), 82.

Birge, H. E., Conant, R. T., Follett, R. F., Haddix, M. L., Morris, S. J., Snapp, S. S., ... Paul, E. A.
(2015). Soil respiration is not limited by reductions in microbial biomass during long-term soil
incubations. Soil Biology and Biochemistry, 81, 304-310.

Brookes, P. C., & Joergensen, R. G. (2005). 6.2 Microbial Biomass Measurements by Fumigation-
Extraction. Microbiological methods for assessing soil quality, 77.

Boonchan, S., Britz, M. L., & Stanley, G. A. (2000). Degradation and mineralization of high-molecular-
weight polycyclic aromatic hydrocarbons by defined fungal-bacterial cocultures. Appl. Environ.
Microbiol., 66(3), 1007-1019.

Camarena, O., & Aguilar, J. (2013). Control bioldgico del lirio acuatico en México: primera experiencia
exitosa con neoquetinos en distritos de riego (I). Morelos: Instituto Mexicano de Tecnologia del
Agua.

Comision Nacional de Hidrocarburos. (2014). Indicadores Anuales Reporte de Fugas de Gas Natural al
Primer Semestre de 2014. México, D.F.

Carter, M.R. and Gregorich, E.G., Eds. (2008) Soil Sampling and Methods of Analysis. 2nd Edition,
CRC Press, Taylor & Francis Group, Boca Raton.

Chang, W., Akbari, A., Snelgrove, J., Frigon, D., & Ghoshal, S. (2013). Biodegradation of petroleum
hydrocarbons in contaminated clayey soils from a sub-arctic site: The role of aggregate size and
microstructure. Chemosphere, 91(11), 1620-1626.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2012.12.058

Cruz, C., C. Balboltin, F. Paz, J. Etchevers y P. Krasilnikov. 2007. Variabilidad Morfogenética de los
Suelos de México y su relacion con el Modelo Fisiogra co Nacional. XVII Congreso
Latinoamericano de la Ciencia del Suelo. Ledn Guanajuato. México. 17 al 21 de septiembre de
2007. Disponible en: www.madrimasd.org/blogs/universo/2007/06/22/68351.

Das, S., & Dash, H. R. (2014). Microbial bioremediation: A potential tool for restoration of contaminated
areas. In Microbial Biodegradation and Bioremediation 1-21.

Deppe, U., & Walter, £. H. R. /. (2005). Degradation of crude oil by an arctic microbial consortium,
461-470.

58



Diaz-Ramirez, |. J. (2000). Biodegradacion de hidrocarburos por un consorcio microbiano de la
rizosfera de una planta nativa de pantano. Tesis de Doctorado. Universidad Auténoma
Metropolitana.

Diaz-Ramirez, I. J., Escalante-Espinosa, E., Favela-Torres, E., Gutiérrez-Rojas, M., & Ramirez-Saad,
H. (2008). Design of bacterial defined mixed cultures for biodegradation of specific crude oil
fractions, using population dynamics analysis by DGGE. International Biodeterioration &
Biodegradation, 62(1), 21-30.

Dilly, O. (2005). Microbial energetics in soils. In Microorganisms in soils: roles in genesis and
functions (pp. 123-138). Springer, Berlin, Heidelberg.

EPA (1996). Method 3540C. Soxhlet extraction. Recuperado de:
http://www.epa.gov/wastes/hazard/testmethods/sw846/pdfs/3540c.pdf

Escobar-Alvarado, L. F., Vaca-Mier, M., Lopez, R., & Rojas-Valencia, M. N. (2017). Hydrocarbon
Degradation and Lead Solubility in a Soil Polluted with Lead and Used Motor Oil Treated by
Composting and Phytoremediation. Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology,
100(2), 1-6.

Ehlers, L.J., Luthy, R.G., 2003. Peer reviewed: contaminant bioavailability in soil and sedi- ment.
Environ. Sci. Technol. 37, 295A-302A.

Ezeji, U., Anyadoh, S. O., & Ibekwe, V. I. (2007). Clean up of crude oil-contaminated soil. Terrestrial
and Aquatic Environmental Toxicology, 1(2), 54-59.

Fernandez Linares, L. C., Rojas Avelizapa, N. G., Roldan Carrillo, T. G., Ramirez Islas, M. E., Zegarra
Martinez, H. G., Uribe Hernandez, R., ... Arce Ortega, J. M. (2006). Manual de técnicas de
analisis de suelos aplicadas a la remediacién de sitios contaminados. Instituto Mexicano del
Petroleo Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales Instituto Nacional de Ecologia.

Feng, W., Xiao, K., Zhou, W., Zhu, D., Zhou, Y., Yuan, Y., ... & Zhao, J. (2017). Analysis of utilization
technologies for Eichhornia crassipes biomass harvested after restoration of
wastewater. Bioresource technology, 223, 287-295.

Friedel, J. K., Moélter, K., & Fischer, W. R. (1994). Comparison and improvement of methods for
determining soil dehydrogenase activity by using triphenyltetrazolium chloride and
iodonitrotetrazolium chloride. Biology and fertility of soils, 18(4), 291-296.

Gandolffi, I, Sicolo, M., Franzetti, A., Fontanarosa, E., Santagostino, A., & Bestetti, G. (2010). Influence
of compost amendment on microbial community and ecotoxicity of hydrocarbon-contaminated
soils. Bioresource technology, 101(2), 568-575.

Garcia-Rivero, M., Saucedo-Castaneda, G., De Hoyos, S. F., & Gutiérrez-Rojas, M. (2002). Mass
transfer and hydrocarbon biodegradation of aged soil in slurry phase. Biotechnology
progress, 18(4), 728-733.

Global Invasive Species Database. (2015). 100 of the World’s Worst Invasive Alien Species. Invasive
Species Specialist Group, 12(3), 12.

International Centre for Soil and Contaminated Sites. (2006). Manual for Biological Remediation
Techniques. Techniques, 81.

Gonzalez-Diaz, V. (2014). Evaluacién de la actividad biolégica y potencial de biodegradaciéon de un
suelo contaminado por hidrocarburos. Tesis de Licenciatura. Universidad Juarez Auténoma de
Tabasco.

Guo, R, Li, G., Jiang, T., Schuchardt, F., Chen, T., Zhao, Y., & Shen, Y. (2012). Effect of aeration rate,
C/N ratio and moisture content on the stability and maturity of compost. Bioresource
Technology, 112, 171-178.

Gutiérrez-Rojas, M. (2000). Increasing Bioavailability of recalcitrant molecules in contaminated
soils. Environmental biotechnology and cleaner bioprocesses. London: Taylor and Francis
Limited, 167-177.

Hatzinger, P. B., & Alexander, M. (1995). Effect of ageing of chemicals in soil on their biodegradability
and extractability. Environmental Science and Technology, 29(2), 537-545.

Hazelton, P., & Murphy, B. (2016). Interpreting soil test results: What do all the numbers mean?. CSIRO
publishing.

Hentati, O., Lachhab, R., Ayadi, M., & Ksibi, M. (2013). Toxicity assessment for petroleum-contaminated
soil using terrestrial invertebrates and plant bioassays. Environmental monitoring and
assessment, 185(4), 2989-2998.

59



Hernandez-Pérez, L.M. (2015). Evaluacion de la actividad microbiana a través de indicadores
biolodgicos y enzimaticos en un suelo contaminado por diesel. Tesis de licenciatura. Universidad
Juarez Auténoma de Tabasco.

lturbe, R., & Flores-Torres, C. (2002). Saneamiento de suelos contaminados con hidrocarburos
mediante biopilas. Ingenieria Investigacion Y Tecnologia, 12.

Ivshina, 1., Kuyukina, M., & Krivoruchko, A. (2017). Hydrocarbon-Oxidizing Bacteria and Their Potential
in Eco-Biotechnology and Bioremediation. (I. Kurtboke, Ed.). Australia: Elsevier.

Jiang, Y., Brassington, K. J., Prpich, G., Paton, G. |, Semple, K. T., Pollard, S. J. T., & Coulon, F.
(2016). Insights into the biodegradation of weathered hydrocarbons in contaminated soils by
bioaugmentation and nutrient stimulation. Chemosphere, 161, 300-307.

Joergensen, R. G. (1995). The fumigation extraction method. En: Alef, K., y Nannipieri, P. (Eds).
Methods in Applied Soil Microbiology and Biochemistry. Academic Press. Great Britain: London,
pp 382-387.

Joergensen, R. G. (1996). The Fumigation-Extraction Method to Estimate Soil Microbial Biomass:
Calibration of the Kg Value. Soil Biol. Biochem., 28(1): 25-31.

Joergensen, R. G., & Brookes, P. C. (2005). Quantification of soil microbial biomass by fumigation-
extraction. In Monitoring and Assessing Soil Bioremediation (pp. 281-295). Springer, Berlin,
Heidelberg.

Ju, C., Xu, J., Wu, X., Dong, F., Liu, X., & Zheng, Y. (2016). Effects of myclobutanil on soil microbial
biomass, respiration, and soil nitrogen transformations. Environmental Pollution, 208, 811-820.

Khan, K. S., & Joergensen, R. G. (2006). Decomposition of heavy metal contaminated nettles (Urtica
dioica L.) in soils subjected to heavy metal pollution by river sediments. Chemosphere, 65(6),
981-987.

Kastner, M., & Miltner, A. (2016). Application of compost for effective bioremediation of organic
contaminants and pollutants in soil. Applied microbiology and biotechnology, 100(8), 3433-3449.

Lim, M. W., Lau, E. Von, & Poh, P. E. (2016). A comprehensive guide of remediation technologies for oil
contaminated soil — Present works and future directions. Marine Pollution Bulletin, 109(1), 14—
45.

Ling, C. C., & Isa, M. H. (2006). Bioremediation of oil sludge contaminated soil by co-composting with
sewage sludge. Journal of Scientific and Industrial Research, 65(4), 364—-369.

Lorch, H. J. (1995). Basic methods for counting microorganisms in soil and water. Methods in applied
soil microbiology and biochemistry, 146-161.

Lipp, C. C., & Andersen, C. P. (2003). Role of carbohydrate supply in white and brown root respiration
of ponderosa pine. New Phytologist, 160(3), 523-531.

Luthy, R. G., & Cunningham, S. D. (1997). Sequestration of Hydrophobic Organic Contaminants by
Geosorbents, 31(12).

Madigan, M. T., Martinko, J. M., Dunlap, P. V., & Clark, D. P. (2008). Brock biology of microorganisms
12th edn. Int. Microbiol, 11, 65-73.

Maila, M. P., & Cloete, T. E. (2005). The use of biological activities to monitor the removal of fuel
contaminants - Perspective for monitoring hydrocarbon contamination: A review. International
Biodeterioration and Biodegradation, 55(1), 1-8.

Margesin, R., & Schinner, F. (Eds.). (2005). Manual for soil analysis-monitoring and assessing soil
bioremediation (Vol. 5). Springer Science & Business Media.

Martinez, M., Saldafa, P., & Gutiérrez, E. (2003). Control de malezas acuaticas en méxico, 5.

Mathur, A., Mathur, S. K., Singh, A. B., & Rao, A. S. (2018). Enriched Compost Production Technique
from Water Hyacinth. In Water Quality Management (pp. 465-482). Springer, Singapore.

McCauley, A., Jones, C., & Jacobsen, J. (2005). Basic Soil Properties. Soil and Water, 1-12. Retrieved
from http://landresources.montana.edu/SWM/PDF/Final_proof SW1.pdf

Moyo, P., Chapungu, L., & Mudzengi, B. (2013). Integrated Management Approach to the Control of
Water Hyacinth : The Case of Shagashe River in. Greener Journal of Oceanography and Marine
Science, 1(June 2014), 11to 22.

Mufoz-Iniestra, D. J., Mendoza-Cantu, A., Lopez-Galindo, F., Soler-Aburto, A., & Hernandez-Moreno,
M. M. (2000). Manual de métodos de analisis de suelos. UNAM, Mexico.

Namkoong, W., Hwang, E. Y., Park, J. S., & Choi, J. Y. (2002). Bioremediation of diesel-contaminated
soil with composting. Environmental Pollution, 119(1), 23-31.

60



Ndimele, P. E., Saba, A. O., Ojo, D. O., Ndimele, C. C., Anetekhai, M. A., & Erondu, E. S. (2018).
Remediation of Crude Oil Spillage. The Political Ecology of Oil and Gas Activities in the Nigerian
Aquatic Ecosystem. Elsevier Inc.

Nifio Sulkowska, M., & Lot H, A. (2006). Estudio demografico del lirio acuatico Eichhornia crassipes
(Mart) Solms: Dinamica de crecimiento en dos localidades selectas de México. Boletin de La
Sociedad Botanica de México, 9-20.

Nocentini, M., Pinelli, D., & Fava, F. (2000). Bioremediation of a soil contaminated by hydrocarbon
mixtures: The residual concentration problem. Chemosphere, 41(8), 1115-1123.

NOM-021-SEMARNAT-2000 que establece las especificciones de fertilidad, salinidad y clasificacion de
suelos. Estudio, muestreo y andlisis.D.F. 31 de diciembre del 2002.

NMX-109-SCFI-200 que establece las especificaciones y métodos de prueba del humus de lombriz.
D.F. 10 de junio del 2008.

Nwankwegu, A. S., Orji, M. U., & Onwosi, C. O. (2016). Studies on organic and in-organic biostimulants
in bioremediation of diesel-contaminated arable soil. Chemosphere, 162, 148-156.

Onwosi, C. O., Odibo, F. J. C., Enebechi, C. K., Nwankwegu, A. S., lkele, A. |., & Okeh, O. C. (2017).
Bioremediation of Diesel-contaminated Soil by Composting with Locally Generated Bulking
Agents. Soil and Sediment Contamination, 26(4), 42.

Orji, F. A., Ibiene, A. A., & Okerentugba, P. O. (2013). Bioremediation of petroleum hydrocarbon-
polluted mangrove swamps using nutrient formula produced from water hyacint (Eicchornia
crassipes). American Journal of Environmental Sciences, 9(4), 348-366.

Ortiz-Maya, J., Escalante-Espinosa E., Focil-Monterrubio R. L., Ramirez-Saad, H. C., Diaz-Ramirez, I.
J. (2017). Dinamica de poblaciones bacterianas y actividad deshidrogenasa durante Ila
biorremediaciéon de suelo recién contaminado e intemperizado con hidrocarburos. Revista
Internacional de Contaminaciéon Ambiental, Vol.33, 1-21.

Ortiz Rodriguez, A. E., Sosa, V., & Ruiz Sanchez, E. (2015). Flora Del Bajio Y De Regiones
Adyacentes. Instituto de Ecologia A.C, 24(10), 1-18.

Ortiz-Salinas, R. (2007). Identificacién de fuentes contaminantes de hidrocarburos en suelos en La
Venta, Tabasco, México. Tesis de Doctorado. Universidad Nacional Autonoma de México.
Osmond, R., & Petroeschevsky, A. (2013). Water Hyacinth, Control Modules. Australia: Department of
Primary Industries. Retrieved from
https://books.google.com/books?id=LzZWEcgAACAAJ&pgis=1%5Cnhttps://books.google.nl/books/

about/Water hyacinth.html?id=ut4UAQAAIAAJ&pgis=1

Osorio, N. W. (2012). pH del Suelo y Disponibilidad de Nutrientes. Revista Manejo integral del suelo y
Nutricion Vegetal, 1(4).

Palma, D. J., & Zavala, J. (2017). UPDATING THE CLASSIFICATION OF SOILS IN, (January 2018).

Philp, J., & Atlas, R. (2017). Microbial Resources for Global Sustainability. In Microbial Resources (pp.
77-101). Academic Press.

PEMEX. (2016a). Anuario Estadistico. México, D.F.

PEMEX. (2016b). Informe de Sustentabilidad 2016. México, D.F.

PEMEX. (2017). Informe Anual 2016. México, D.F.

PEMEX. (2018) Informe Anual 2017. México, CDMX.

PEMEX. (2018b) Informe de Sustentabilidad 2017. México, CDMX.

Pose-Juan, E., Sanchez-Martin, M. J., Herrero-Hernandez, E., & Rodriguez-Cruz, M. S. (2015).
Application of mesotrione at different doses in an amended soil: Dissipation and effect on the soil
microbial biomass and activity. Science of the Total Environment, 536, 31-38.

Potter, C. (1993). Biopile treatment of soils contaminated with hazardous waste. Seminars on
Bioremediation of Hazardous Waste Sites 1-5. Retrieved from
http://books.google.com/books?hl=en&Ir=&id=_dbQWU5-OjUC&oi=fnd&pg=SA10-
PA1&dqg=Biopile+Treatment+of+Soils+Contaminated+With+Hazardous+Waste

Powers, L. E., & McSorley, R. (2001). Principios ecoldgicos en agricultura. Paraninfo,.

PROFEPA. (2016). Informe de actividades 2016, 152. Retrieved from
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/196266/Informe_de_actividades_2016.pdf
Ramadass, K., Megharaj, M., Venkateswarlu, K., & Naidu, R. (2018). Bioavailability of weathered
hydrocarbons in engine oil-contaminated soil: Impact of bioaugmentation mediated by

Pseudomonas spp. on bioremediation. Science of the Total Environment, 636, 968-974.

61



Ren, X., Zeng, G., Tang, L., Wang, J., Wan, J., Wang, J., ... Peng, B. (2017). The potential impact on
the biodegradation of organic pollutants from composting technology for soil remediation. Waste
Management, 12.

Rezania, S., Ponraj, M., Din, M. F. M., Songip, A. R., Sairan, F. M., & Chelliapan, S. (2015). The diverse
applications of water hyacinth with main focus on sustainable energy and production for new era:
An overview. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 41, 943-954.

Riazi, M. . (2005). Characterization and Properties of Petroleum Fractions. USA: American Society for
Testing and Material.

Riveroll-Larios, J. (2014). Actividad microbiana en suelos tropicales con diferente historia de
contaminacion por hidrocarburos. Tesis de Maestria. Universidad Juarez Auténoma de Tabasco.

Romero-Freire, A., Sierra Aragon, M., Martinez Garzon, F. J., & Martin Peinado, F. J. (2016). Is soil
basal respiration a good indicator of soil pollution? Geoderma, 263, 132—139.

Santos Jallath, J. E. (2007). Caracterizacién de suelos contaminados con hidrocarburos en una
empresa minera y desarrollo de un método bioldgico para su remediacion. Universidad Nacional
Auténoma de México.

Santos-Zufiga G. G. (2017). Evaluacion de . Universidad Nacional Auténoma de México.

SEMARNAT. (2010). Programa Nacional de dos métodos de medicién de la conductividad eléctrica en
suelo y composta. Caso practico. Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco.

SEMARNAT. (2016). Capitulo 3. Suelos. Informe de la situacion del Medio Ambiente en México., 153—
190. Retrieved from http://apps1.semarnat.gob.mx/dgeia/informe15/tema/pdf/Cap3_Suelos.pdf

Semple, K. T., Reid, B. J., & Fermor, T. R. (2001). Impact of composting strategies on the treatment of
soil contaminated with diesel fuel.pdf. Environmental Pollution, 112, 269-283.

Singh, A., & Ward, O. P. (2004). Biotechnology and bioremediation—an overview. En: Biodegradation
and bioremediation (pp. 1-17). Springer, Berlin, Heidelberg

Singh, J. S., & Gupta, V. K. (2018). Soil microbial biomass: A key soil driver in management of
ecosystem functioning. Science of the Total Environment, 634, 497-500.

Speight, J. G. (1998). The chemistry and technology of petroleum (3rd ed.). USA: Marcel Dekker, Inc.

Speight, J. G., & Arjoon, K. K. (2012). Bioremediation of Petroleum and Petroleum Products.
Bioremediation of Petroleum and Petroleum Products. USA.

Su, W., Sun, Q., Xia, M., Wen, Z., & Yao, Z. (2018). The Resource Utilization of Water Hyacinth

(Eichhornia crassipes [Mart.] Solms) and Its Challenges. Resources, 7(3), 46.

Taiwo, A. M., Gbadebo, A. M., Oyedepo, J. A, Ojekunle, Z. O., Alo, O. M., Oyeniran, A. A,, ... & Taiwo,
O. T. (2016). Bioremediation of industrially contaminated soil using compost and plant
technology. Journal of hazardous materials, 304, 166-172.

Tashiro, Y., Shirai, Y., Hassan, M. A., Mohd-Nor, D., Sakai, K., Sharuddin, S. S., ... Ramli, N. (2017).
Shift of low to high nucleic acid bacteria as a potential bioindicator for the screening of
anthropogenic effects in a receiving river due to palm oil mill effluent final discharge. Ecological
Indicators, 85(October 2017), 79-84.

Tejada, M., Garcia, C., Gonzalez, J. L., & Hernandez, M. T. (2006). Use of organic amendment as a
strategy for saline soil remediation: influence on the physical, chemical and biological properties
of soil. Soil Biology and Biochemistry, 38(6), 1413-1421.

TEMA. Lirio acuatico: Tesoro ambiental, [en linea], SEMARNAT, disponible en:
ccds.semarnat.gob.mx/ciudadania/Presentaciones/tres/catorce.ppt, [Consultado el 19 de marzo
de 2018]

Theenhaus, A., Maraun, M., & Scheu, S. (1997). Substrate-induced respiration in forest and arable soils
measured by O~  2-microcompensation: moisture  conditions and  respiratory
goutient. Pedobiologia, 41(5), 449-455.

Trejo, M.; Quintero, R. (2000). Bioremediation of contaminated soils. En: Environmental Biothecnology
and cleaner bioprocesses. Olguin, J. E. Sanchez, G.; Hernandez, E. Eds. Taylor & Francis
Limited. London, Great Britian. pp 179-189.

Udeh, N. U., Nwaogazie, I. L., & Momoh, Y. (2013). Bio-remediation of a crude oil contaminated soil
using water hyacinth (Eichhornia crassipes ), 4(2), 362—-369.

United Nations Environment Programme, & Global Environmental Alert Service. (2013). Water hyacinth
— Can its aggressive invasion be controlled? Environmental Development, 16.

62



Vallejo, V. E., Yanine, H., & Roldan, F. A. (2010). Aplicacién de sales de tetrazolio de nueva generacion
(XTT) para la estimaciéon de la densidad de microorganismos degradadores de hidrocarburos
empleando la técnica del numero mas probable. Acta Biolégica Colombiana, 15(3), 75-89.

Vance, E. D., Brookes, P. C., & Jenkinson, D. S. (1987). An extraction method for measuring soil
microbial biomass C. Soil biology and Biochemistry, 19(6), 703-707.

Varjani, S. J. (2017). Microbial degradation of petroleum hydrocarbons. Bioresource Technology,
223(October), 277-286.

Varjani, S. J., & Upasani, V. N. (2017). A new look on factors affecting microbial degradation of
petroleum hydrocarbon pollutants. International Biodeterioration and Biodegradation, 120, 71-83.

Vipin Chandra, K., & Prasun, K. (2017). Microbial Applications (Vol. 1). Switzerland: Springer.

Volke-Sepulveda, T. L., & Velasco, J. (2003). Biodegradacion de Hidrocarburos del Petréleo en suelos
Intemperizados mediante composteo. Direccidon de Investigacion En Residuos Y Proyectos
Regionales, 33.

Volke, T. L., & Trejo Velasco, J. (2002). Tecnologias de remediacion para suelos contaminados.
Jiménez Editores. https://doi.org/10.1007/s13398-014-0173-7.2

Wang, Z., Xu, Y., Zhao, J., Li, F., Gao, D., & Xing, B. (2011). Remediation of petroleum contaminated
soils through composting and rhizosphere degradation. Journal of hazardous materials, 190(1-3),
677-685.

Wang, Z., Fingas, M., & Li, K. (1994). Fractionation of a light crude oil and identification and quantitation
of aliphatic, aromatic, and biomarker compounds by GC-FID and GC-MS, part Il. Journal of
chromatographic science, 32(9), 367-382.

Wrenn, B. A., & Venosa, A. D. (1996). Selective enumeration of aromatic and aliphatic hydrocarbon
degrading bacteria by a most-probable-number  procedure. Canadian journal of
microbiology, 42(3), 252-258.

Wu, G., Kechavarzi, C., Li, X., Sui, H., Pollard, S. J., & Coulon, F. (2013). Influence of mature compost
amendment on total and bioavailable polycyclic aromatic hydrocarbons in contaminated
soils. Chemosphere, 90(8), 2240-2246.

Xu, J., Zhang, Q., Li, D., Du, J., Wang, C., & Qin, J. (2019). Rapid degradation of long-chain crude oil in
soil by indigenous bacteria using fermented food waste supernatant. Waste Management, 85,
361-373.

Yiqi, L., & Zhou, X. (2010). Soil respiration and the environment. Elsevier USA. 10: 0-12-088782-7. 17-
55.

Zavala-Cruz, J., Gavi-Reyes, F., Adams-Schroeder, R. H., Ferrera-Cerrato, R., Palma-Lépez, D. J.,
Vaquera-Huerta, H., & Dominguez-Ezquivel, J. M. (2005). Derrames de petréleo en suelos y
adaptacién de pastos tropicales en el activo Cinco Presidentes, Tabasco, México. Terra
latinoamericana, 23(3), 293-302.

Zhang, J. H., Xue, Q. H., Gao, H., Ma, X., & Wang, P. (2016). Degradation of crude oil by fungal
enzyme preparations from Aspergillus spp. for potential use in enhanced oil recovery. Journal of
Chemical Technology & Biotechnology, 91(4), 865-875.

Zuluaga, M. T. & Torres D. K. (2009) Biorremediacién de suelos contaminados por hidrocarburos.
Tesis de Maestria. Universidad Nacional de Colombia.

63



11.ANEXO FOTOGRAFICO

Muestreo del suelo recién contaminado y suelo intemperizado
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Extraccion de los hidrocarburos totales del petroleo (HTP)
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Precipitacion de asfaltenos y fraccionamiento en columna de los HTP
residuales
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Programacion del respirémetro SableSystem para la cuantificacion del CO, producido y
O, consumido

Cuantificacion de la enzima lipasa y del NMP de microorganismos degradadores de
alcanos
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